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RESUMO

ARAUJO, ELIANE MIiRIAM SILVA. Métodos de diagnésticos da cinomose canina-
Revisdio de literatura. UFCG, 2012 33p. (Trabalho de conclusdo de curso em Medicina
Veterinaria).

A cinomose canina é uma doenga altamente contagiosa causada por um virus da familia
Paramixoviridae, do género Morbilivirus. Acomete uma ampla variedade de hospedeiros
além de cdes domésticos. Objetivou-se com este trabalho fazer uma abordagem tedrica,
través de pesquisas de acervos bibliograficos sobre os métodos de diagnéstico da cinomose
canina que possa auxiliar no diagnostico da doenga. Dentre as técnicas utilizadas para
diagnosticar o virus da cinomose canina além dos exames complementares como
hemograma e analise do liquor, foram citados o isolamento viral, pesquisa de anticorpos
séricos, imuno-histoquimica, a técnica de reagdo em cadeia polimerase precedida de
transcrigdo reversa (RT-PCR), imunoensaio cromatografico, achados hematolégicos e
pesquisa de inclusdo de Lentz. Pode-se concluir que dentre os métodos de diagnostico
pesquisado no presente trabalho, a técnica ante mortem de reagdo em cadeia polimerase
precedida de transcri¢do reversa (RT-PCR) mostrou-se mais eficaz para o diagndstico do
virus da cinomose canina. Porém essa técnica apesar de possui alta sensibilidade e
especificidade ndo vém sendo difundida na rotina da clinica médica veteriniria de
pequenos animais devido a seu alto custo. Como alternativa podemos usar os kits
imunoensaio cromatografico.

Palavra-chave: Encefalomietite, morbilivirus, liquor, imunoensaiocromatografico.



ABSTRACT

ARAUJO, ELIANE MIRIAM SILVA. Diagnostic method for canine distemper -
Literature review. UFCG, 2012 33p. (Final paperwork for Veterinary Medicine course).

Canine Distemper Virus (VCC) is a highly contagious disease, caused by a virus in the
family Paramyxoviridae, of the Morbillivirus type, which targets a wide variety of hosts
besides domestic dogs. This paperwork attempts to make an updated theoretical approach
that may help to establish an earlier diagnosis for this disease, through the different
bibliographic collection about diagnosis methods on canine distemper. Among the
techniques being used to diagnose this virus, besides supplementary tests such us complete
blood-count test (CBC) and liquor analysis; virus isolation, serologic studies research,
immunohistochemistry analysis, the real time reverse transcription polymerase chain
reaction assay technique (RT-PCR), chromatographic immunoassay, hematologic results
and inclusion research by Lentz were also listed. It can be therefore concluded that that
among the diagnostic methods investigated here, the real time reverse transcription
polymerase chain reaction ante mortem assay technique (RT-PCR) showed to be more
effective in the diagnosis of the current virus. However, despite this technique being the
most sensitive and accurate method, it is not being incorporated into the clinical veterinary
medicine routine for domestic animals due to its high cost-benefit ratio. As an alternative
we could use the chromatographic immunoassay Kkits.

Key words: canine distemper, morbillivirus, diagnostic method.



1. INTRODUCAO

A cinomose canina (CC) ¢ uma enfermidade infecto contagiosa que causa
imunossupressdo, causada por virus que se apresenta com manifestacdes de doenca
contagiosa aguda apresentando sinais clinicos como respiratério, gastrointestinal,
oftalmolégica, dermatolégicos e ou nervoso que podem ocorrer sequencialmente,
isoladamente ou simultancamente. A infecgfio pode-se apresentar nas formas pulmonar,
neurologica e sistémica e sua intensidade pode variar de acordo com sua variante viral, o
estado imunoldgico, ou idade dos cdes. O virus da cinomose canina ¢ considerado um dos
mais importantes patdgenos que acometem cdes jovens e adultos em todo o mundo, além
de outros carnivoros e¢ mamiferos marinhos, mas a incidéncia ¢ maior em cies nfo
vacinados apos a perda da imunidade da mée (6 a 12 semanas de idade).

E um paramyxovirus com diferengas consideraveis na patogenicidade entre suas
variantes. E encontrada em todas as excrecSes dos animais infectados durante a fase
sistémica da doenga ¢ a transmissdo ocorre através da inalagio de aerossois e particulas
virais contaminadas.

O diagnéstico clinico € dificultado pelo amplo aspecto de sinais, que também pode
ser encontrado em outras doengas virais tais como parainfluenza, parvovirose,
coronavirose € outras infecgdes que acomete os c¢des. Para um diagnostico definitivo de
infec¢do por VCC, é necessaria a demonstragdo de inclusdes virais por exame citolégico,
coloragdo de inclusdes virais por exame citolégico, coloragdo direta com anticorpos
fluorescente sobre amostras citologicas ou histologicas, isolamento de virus ou a
comprovacdo de RNA do VCC no sangue periférico, liquor ou raspados conjuntivais pela
reacdo em cadeia da polimerase da transcriptase reversa (RT-PCR) ou através do teste
imunoensaio cromatografico. Dessa forma o presente trabalho tem como objetivo fazer
uma abordagem tedrica ¢ atualizada sobre os principais métodos de diagndstico da
cinomose canina que possa servir como fonte de consulta para os clinicos de pequenos

animais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CINOMOSE CANINA

A cinomose canina ¢ uma enfermidade viral multissistémica altamente contagiosa e
severa que acomete os cdes e outros carnivoros, sendo assim conhecida mundialmente
(BIRCHARD & SHERDING, 2003). E uma doenga infecciosa importante para os cies
domésticos ¢ apresenta alta morbidade (MARTINS et al.,, 2009). Considerada como a
doenga viral mais prevalente nos cées, a cinomose € a causa comum de convulsdes em cies
com menos de seis meses de idade (ETTINGER & FELDMAN, 1997). Em ciies o grau de
mortalidade induzido pela cinomose canina sé fica atras dos nimeros apresentados pela
raiva dos cées, em que os indices vio desde 30% a 70% (GREENE & APPEL, 2006, apud
MARTINS et al ., 2009)

Causa imunossupressdo grave € comprometimento caracterizado principalmente
por lesdes respiratorias, gastrointestinais, dermatologicas, oftalmolégicas € neuroldgicas
(SUMMERS et al., 2005 apud SILVA, 2009). Deve-se suspeitar desta doenga quando o
cio apresentar histérico de nfio vacinagfio com exposi¢do ao virus € apresentar distirbios
neurologicos multifocais acompanhados de febre, f{ranstornos respiratorios,
gastrointestinal, dermatologico e ocular (NELSON & COUTQ, 2010).

Segundo FIGHERA et al. (2008), a cinomose canina foi considerada como uma das
principais doencgas causadoras de morte e razfio para indicagfio de eutanasia na populagio

canina do Centro Ocidental Rio-Grandense, representando 602/4844 (12,4%) dos casos.

2.2 ETIOLOGIA

E causada pelo virus da VCC, um Morbillivirus da familia paramyxoviridae. O
virus da cinomose canina (VCC) varia quanto ao tamanho e a forma. As particulas virais
sfio esféricas e tem tamanho entre 150 e 300 nm. O 4cido nucleico viral € um RNA de fita
simples linear, e o capsideo viral ¢ composto de seis polipeptidios principais (ZEE, 2003).

O virus da cinomose canina ¢ sensivel a fatores ambientais, como os extremos de
temperatura ¢ pl, e a diversos desinfetantes. Ele ¢é inativado por luz ultravioleta e
aquecimento a 60°C por 30 minutos. O virus pode sobreviver em tecidos por 48 horas a
25°C por 14 dias a 5°C. A estabilidade 6tima de pH para o VCC é 7.0. A infectividade viral

¢ perdida em pH acima de 10,4 ou abaixo de 4,4. E rapidamente inativado por
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desinfetantes, como Roccal a 0,2% {um composto de amdnio quaterndrio) e solugfo de
fenol a 0,75% (ZEE, 2003).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

O virus da cinomose canina (VCC) tem distribuicio enzootica mundial
(SHERDING & BIRCHARD, 2003). A infecgfio dissemina-se rapido entre os cies, sendo
os nfo imunizados de qualquer idade, sexo ou raga os mais susceptiveis, porém a doenga é
mais comum em filhotes entre 3 e 6 meses, j4 que provavelmente nfo possuem mais a
imunidade passiva derivada da mde (NELSON & COUTO, 2006).

O VCC acomete uma ampla variedade de hospedeiros além de cdes domésticos e
muitos carnivoros silvestres tais como os da familia canidae — raposa, coiote, lobo e
chacal, os da familia mustalidae- vison, doninha, marta, cancamba4, texigo e lontra, os da
familia procyonidae- guaxinim, panda, jupara e quati, os da familia felidae exdticos, mas
ndo os gatos domésticos (SHERDING & BIRCHARD, 2003), focas e golfinho e um
primata nfo-humano tem sido infectado pelo VCC ou por um virus relacionado (NELSON
& COUTO, 2006). O cfo ¢ o principal reservatério da doenga. Cées infectados secretam

virus nas secre¢des nasal e ocular, fezes, urina durante o curso da doenga (ZEE, 2003).

2.4 PATOGENIA

A transmissio ocorre principalmente por aerossdis e goticulas infectantes
provenientes de secregdes € excregdes oculares, respiratdrio, digestivas e urinarias
(ETTINGER & FELDMAN, 1997). As maiores oportunidades de disseminagfio ocorrem
em ambientes onde os cies sdo mantidos em grupos, como lojas de animais, abrigos, canis,
clinicas veterinarias e colonias de pesquisas (BIRCHARD & SHERDING, 2003). O virus
se replica nos tecidos linfoide, nervoso e epidérmico e € eliminado nos exsudatos
respiratorios, fezes, urina e exsudatos conjuntivais por até 60 a 90 dias ap6s a infeccéo
natural (NELSON & COUTO, 2010).

O VCC penetra no epitélio do trato respiratorio superior e em 24 horas multiplica-
se em macrofagos teciduais, de onde se dissemina para os linfonodos regionais e
multiplica-se por mais dois a quatro dias. Nesse periodo, a multiplicag¢do viral concentra-se
nos foliculos linféides do bago, tecido linfatico associado a lamina propria do estdmago e
intestino delgado, linfonodos mesentéricos ¢ nas células de Kupffer no figado (SUMMERS
& APPEL, 1994 apud TORRES & RIBEIRO, 2012). A multiplicagfio viral no tecido

linféide gera imunossupressdo durante o periodo de incubagdo, que contribui para
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desenvolvimento de infecgGes secundarias oportunistas, fator importante no desfecho da
doenga e principal causa de morte (GREENE & APPEL, 2006 apud TORRES &
RIBEIRO, 2012).

O sistema nervoso central (SNC) e os tecidos epiteliais sdo infectados em
aproximadamente 8 a 9 dias apos a infecgdo inicial. A propaga¢do do VCC nas células
epiteliais do trato respiratorio, do sistema gastrointestinal e do sistema geniturinario ocorre
nos cdes com resposta imunes inadequada 9 a 14 dias apds a infec¢do. Nos cdes com
resposta imune moderada, o virus se replica nos tecidos epiteliais e pode induzir os sinais
clinicos da doenga. Cdes com boa resposta imune celular e humoral no 14° dia pos-
infecgfio eliminam os virus da maior parte dos tecidos € podem nio se tornar clinicamente
afetados. A maioria dos cdes desenvolve infeccdo do SNC, mas os sinais clinicos de
doenga do SNC s6 ocorrem nos cies com baixa ou nenhuma resposta de anticorpos
(NELSON & COUTO, 2010).

Anticorpos especificos IgG-VCC s#o eficientes em neutralizar o virus extracelular
e, assim impedir sua propagagéo intercelular. Portanto a gravidade da doenga ¢
inversamente proporcional ao titulo de anticorpos. Cédes com baixa resposta imune terdo
maior dispersfo viral e, consequentemente, doenga clinica (GREENE & VANDEVELDE,
2012 apud TORRES & RIBEIROQ, 2012).

A transmissio da doenga também pode ocorrer por via transplacentaria a qual foi
observada em um cdo de 10 dias de idade, com sintomatologia nervosa, alteragbes

hematologicas e corpisculos de Lentz em esfregago sanguineo (NOTETO et al., 2011).

2.5 SINAIS CLINICOS

Muitos ciies clinicamente afetados ndo sdo vacinados, ndo receberam colostro de
uma cadela imunizada, foram vacinados inadequadamente ou estdo imunossuprimidos e
também apresentam um histérico de exposi¢do a animais infectados (NELSON &
COUTO, 2010). Os sinais clinicos mais frequentes em cées infectados pelo VCC séo
alterag0es oculares, respiratérias, gastrintestinais, dermatolégicas e neurologicas
(MONTEIRO, et al., 2008).

Os sinais clinicos podem ou ndo seguir uma cronologia, porém na maioria trata-se
de uma doencga aguda febril. Apés um periodo de incubagdo de trés a sete dias manifestam-
se 0s sinais inespecificos de prostragdo, inapeténcia e elevagio bifasica da temperatura

(39,5 - 41,0° C), acrescidos de fluxo nasal ¢ lacrimal seromucosos (ZEE, 2003). Cées
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infectados anteriormente ao desenvolvimento da denti¢do permanente em geral apresentam
hipoplasia de esmalte. Hiperceratose no nariz e nos coxins e dermatites com pustulas
abdominais s3o as anormalidades dermatoldgicas mais comuns. Normalmente, auscultam-
se ruidos bronquiais aumentados, crepitagdes e sibilos nos cies com broncopneumonia
(NELSON & COUTO, 2010).

Dentre os sinais em animais com cinomose na fase neurolégica, incluem-se
mioclonia, convulsdo, rigidez cervical, hiperestesia, tremores musculares, paresia,
paralesia, ataxia, mundangas comportamentais, depressdo e desorientagio (NEGRAO et
al., 2007). A mioclonia, caracterizada pela contrago repetitiva de um musculo ou de um
grupo deles, é considerada um dos movimentos involuntarios de maior ocorréncia em cédes
suspeitos de cinomose (TUDURY et al., 1997).

Figura 1. Cdo com cinomose apresentando secre¢@o ocular purulenta. Fonte: Frade, 2011.

e s

Figura 2. Cdo com cinomose apresentando pustulas e crostas na regido ventral do
abddmen e face interna da coxa. Fonte: Frade, 2011.
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Figura 4. Cdo com cinomose apresentando hipoplasia de esmalte dentario. Fonte
Nascimento, 2009.

2.6 ACHADOS DE NECROPSIA

2.6.1 Lesdes Macroscopicas

Estudos realizado por SILVA et al.(2009) através de uma investiga¢do anatomo-
patologica das lesdes e sua distribuigo no sistema nervoso central (SNC) de 70 cées com
cinomose foram observadas que as lesdes macroscopicas no sistema nervoso central
ocorrem com baixa frequéncia e encefalomielite induzida pelo virus da cinomose canina é
mais prevalente em filhotes e adultos (cdes com idade entre um a seis anos), ndo havendo
predisposi¢do por raga ou sexo. Dos 70 encéfalos examinados, as lesdes macroscopicas
foram observadas em cinco (7,1%) casos e correspondiam a dilatagdo moderada dos
ventriculos laterais (4/70; 5,7%) e amolecimento com depressdo da substidncia branca
telencefalica subcortical dos lobos frontal e occipital (1/70; 1,4%). Das 54 medulas
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espinhais examinadas, em duas (3,7%) havia alteragio macroscépica caracterizada por
amolecimento do parénquima com perda da defini¢do do “H” medular.

Segundo SONNE et al.(2009) os achados macroscopicos mais frequentes
observadas em clies com cinomose sdio caracterizadas por corrimento ocular e nasal
mucopurulentas, hiperqueratose dos coxins digitais, pulmdes avermelhados e nio
colapsados, atrofia do timo, contetido intestinal diarréico e placas de Peyer proeminentes,

pustulas abdominais ¢ linfonodos aumentados de volume.

2.6.2 Lesdes Microscopicas

No SNC o VCC causa lesdes principalmente no cerebelo e nas colunas brancas da
medula espinhal, caracterizadas por dreas de necrose bem delimitadas, desmielinizagfio ¢
inclusdes intranucleares principalmente em astrocitos. Corptsculo de inclusdo
intracitoplasmaticos ¢/ou intranucleares no epitélio vesical aliado 4 hiperemia, sdo
alteragdes que podem estar presentes na infec¢fo pelo VCC (JONES et al., 2000).

Segundo DOXEY (1984) as lesSes vasculares incluem hipertrofia e hiperplasia das
paredes dos vasos sanguineos, infiltragdo perivascular linfocitica e, mais tarde,

principalmente na medula espinhal, vasculite e oclusdo vascular.

2.7 DIAGNOSTICO

O diagnostico da cinomose canina é um desafio para o médico veterinario, mesmo
quando amparado por exames complementares, pois a forma de manifesta¢des clinica e a
evolugio da doenga podem variar de acordo com a cepa viral infectante, a idade e o estado
imunolégico do animal. O diagnostico clinico da cinomose ¢ muitas vezes inconclusivo,
portanto, faz-se necessario o diagnodstico diferencial com outras doengas infecciosas e
parasitarias que podem apresentar um quadro semelhante (AMUDE et al., 2007b).

Exames complementares, como andlise do liquor, podem ser realizados e sugerir a
infeccdo pelo virus da cinomose canina. Entretanto, para a confirmagéo do diagnostico da
doenga s80 necessarios testes especificos, tais como, imuno-histoquimica, pesquisa de
anticorpos séricos, isolamento viral, deteccio do acido nucléico por reagfio em cadeia da
polimerase por transcriptase reversa RT-PCR (CUNHA et al, 2013), através do
imunoensaio  cromatografico (GENELHU, 2006 apud PEREIRA, 2010), achados
hematologicos ou através de pesquisa de inclusdo de Lentz. (MENDONCA et al. 2000).
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2.7.1 Pesquisa de Anticorpos IgM e IgG

A comparagdo das respostas dos anticorpos IgM, IgA e IgG contra um agente
infeccioso pode ser utilizada para tentar provar uma infecgéo recente ou ativa. Em geral,
IgM € o anticorpo inicialmente produzindo contra a exposigéo antigénica. A mudanga para
a classe IgG ocorre em dias ou semanas. Respostas imunes por IgA no soro e mucosas
também tem sido estudas para alguns agentes infecciosos (NELSON & COUTO, 2010).

A cinomose canina produz imunidade em cées que se recuperam da infecgdo viral.
Anticorpos neutralizantes aparecem inicialmente no soro de cées infectados 8 a 9 dias ap6s
exposi¢do viral, alcangando um pico em 4 a 5 semanas. Em cdes infectados
experimentalmente com VCC, IgA especifica contra o virus ndo é detectada no soro. Os
niveis de IgM antiviral sdo equivalentes tanto em cées infectados de maneira persistente
como em animais recuperados, enquanto altos niveis de IgG séo vistos apenas em animais
recuperados da  enfermidade (ZEE, 2003). O aumento do titulo de anticorpos
neutralizantes pode ser mensurado em cées que sobreviveram na fase aguda da infecgéo,
no entanto a presenga de IgM é especifica para infec¢do recente ou 30 dias apos a
vacinagdo (LAPIN, 2006).

As particulas virais podem ser detectadas por meio da imunofluorescéncia de
células das tonsilas, do trato respiratorio, trato urinario, da conjuntiva e do LCR por 5 a 21
dias apds a infecgo (NELSON & COUTO, 2006). A técnica consiste na coleta do material
isento de contaminagdo, mediante a raspagem suave da membrana mucosa, utilizando
extremidade romba do cabo de bisturi ou cotonete que seré transferido para lamina limpa e

examinada logo ap6s o procedimento (ZEE, 2003).

Niveis de Anticorpos Pés Vacina
de Cinomose em Caes saudaveis
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Figura 5. Niveis de anticorpos p6s vacina de cinomose em cides saudaveis. Fonte:
www.oswaldocruz.com.br.
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2.7.2 Imunohistoquimica

E outro método de diagnostico que se caracteriza por ser definitivo, ja que as lesdes
causadas pelo virus da cinomose no sistema nervoso central siio bastante caracteristicas.
Mas este procedimento constitui um diagndstico pos mortem, n3o permitindo o diagndstico
precoce € anfe mortem da infecgdio. Os tecidos para confirmagao histologica (em formalina
a 10%) devem incluir tonsila, linfonodo, timo ou bago, pulmio (incluindo brénquio
principal), estdmago, ileo, bexiga e cérebro (incluindo o cérebro posterior). As lesées ndo
se encontram em todos os tecidos, € os corpusculos de inclusdo podem ser dificeis de
achar. Os tecidos frescos congelados instantancamente para detecgdo imunohistoquimica
de antigenos virais sO sdo revelantes quando se encontra disponivel um laboratério
adequadamente equipado (DUNN, 2001 apud LIMA, 2007).

Estudo realizado por GEBARA et al. (2004b) avaliando as leses histologicas de
dez clies necropsiado com sinais clinicos sistémicos e neurolégico onde nove foram
positivo para cinomose canina, analisados pela técnica RT-PCR apresentaram alteragdes
histolégica no cérebro e cerebelo caracteristica de encefalite aguda (5/9) ou cronica (4/9)
com lesGes caracterizadas por areas de desmielinizagfio, necrose, maguinto perivascular €
corpusculo de inclusdo no cerebelo e desmielinizaciio multifocal moderada da substincia
branca, astrogliose moderada, pequenos manguitos perivasculares, corpusculos

eosinofilicos e intranucleares em astrocitos no cérebro.

2.7.3 Imunoensaio Cromatografico

O diagnéstico precoce é importante para o estabelecimento do prognoéstico,
exclusio de outras causas e cuidado adequado com os contactantes, principalmente quando
animais com sinais sugestivos sdo atendidos em hospitais veterinarios (GEBARA et al.,
2004). Seria interessante que um teste acessivel para o clinico de pequenos animais
permitisse o diagndstico precoce, principalmente quando se considera a necessidade de
internamento de animais com sinais inespecificos da doenga e o risco de transmisséo da
cinomose para outros cdes. Recentemente, visando suprir esta necessidade, foi introduzido
no mercado kits de imunoensaio cromatografico para detecg@io de antigeno da cinomose
em cdes, para uso em clinicas ¢ consultérios, nos quais amostras de urina, saliva, soro,
plasma ou liquor sdo utilizados com o objetivo de detectar a proteina F do envelope do

virus (CURTI et al,, 2012)
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Este teste utiliza um sistema de fase sélida em que os anticorpos especificos na
superficie de placas ou tubos reagem contra a amostra teste contendo o virus suspeito,

permitindo a andlise visual do resultado, porém de forma qualitativa (CURTI et al., 2012).

A embalagem do teste recomenda a utilizagiio do liquor quando o cdo apresenta
sinais neurologicos caracteristicos da cinomose. Resultados falso-negativos podem ocorrer
se o animal estiver na fase cronica da doenga e outras amostras forem utilizadas, pois o

vitus pode ndo estar sendo climinado nesta fase (PEREIRA, 2010).

CURTI et al (2012) través de um trabalho realizado para avaliar a eficacia do deste
cromatografico para detec¢fio de Antigenos da cinomose em 33 clies com suspeita de
cinomose canina com sinais clinicos e neurologico comparando o resultado com RT-PCR
verificou que kit de imunoensaio cromatografico nfo foi eficaz para o diagnostico da
cinomose em sua forma neuroldgica, pois nenhum animal apresentando apenas sinais
neurologicos foi diagnosticado por este exame, porém o teste apresentou resultado positivo
em cdes com sinais sistémicos. Ja teste através da RT-PCR foi mais sensivel que o teste do

antigeno quando a amostra biolégica examinada foi o liquor.

O test cromatografico nfio colaborou para o diagnéstico da cinomose em muitos
casos, permitindo ainda a obtengfo de resultados falso-negativos da doenca, o que poderia
levar a presenga de animais infectados eliminando o virus no ambiente e colocando em
risco outros animais, dentro de uma populagiio em que a maioria nfo é vacinada, caso o

clinico confie somente neste exame para o diagnéstico (CURTI et al., 2012)

Pereira (2010) também realizou o teste do Ag em cdes submetidos a eutanasia
devido 4 presenga de sinais sistémicos € neurologicos compativeis com cinomose, em uma
Sociedade Protetora de Animais, obtendo 31 resultados positivos em liquor de cdes com
sinais oculares associados a sinais neurologicos, encontrando, porém corpusculos de
inclusdo no globo ocular de cinco ciies negativos no teste do Ag, constatando assim
sensibilidade de 86% e especificidade de 100% quando o teste foi realizado no liquor ¢
considerando como padrdio de comparagfio a presenga de corpusculo de inclusdo no exame
histopatologico, sendo que a bula do kit comercial indica sensibilidade de 98,9% e
especificidade de 97,7%.
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1. Procedimento do Teste
Cologue 4 gotas da amostra diluida em tampéo
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2. Interpretagdo do Resultado
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Figura 6. Instrucdes de uso do kit para detecgdo do virus da cinomose. Fonte:
www.vencofarma.com.br

Figura 7. Interpretacdo positiva do kit para detecgdo do VCC. Presenga de 2 bandas
(ou faixas) rosas, uma referente ao controle (C) e a outra referente aos testes (T) positivos.
Fonte: Pereira, 2010.

Figura 8. Interpretagdo negativa do kit para detecgdo do VCC. Auséncia de coloragdo no
espago abaixo da linha T, referente ao teste. Fonte: Pereira, 2010.
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2.7.4 Anélise Do Liquido Cefalorraquidiano

A andlise do liquido cefalorraquitidiano (LCR) é de grande importincia na
avaliagdo de doengas neuroldgicas, particularmente aquelas de origem infecciosa, pois sua
composi¢do pode variar diretamente com processos patolégicos do sistema nervoso central
(FEITOSA et al.,, 1997). Essa técnica pode auxiliar no diagnostico da infecgdo pelo virus
da cinomose, embora alguns cdes com a infecgfio no SNC apresentem andlise normal do
LCR, muitos apresentam pleocitose das células mononucleares e aumento na concentragio
de proteinas (NELSON & COUTO, 2006). Em condigdes patolégicas FEITOSA et al
(2007) relata que, geralmente, em cles portadores de encefalite ocorre hipercelularidade
liquérica, em cujas infecgdes virais a pleocitose € caracterizada por maior quantidade de

linfécitos, havendo ainda, a presenga de monocitos, macrofagos e raros neutréfilos.

Estudos comprovam que as caracteristicas fisico-quimicas do liquor tais como,
coloragdo, aspecto, densidade, pH e glicose, ndio foram capazes de contribuir para indicar
qualquer anormalidade liquérica, nas diferentes fases da cinomose canina. Por outro lado,
o componente proteico e a celularidade liquorica mostraram alteragdes importantes na
presenga de sinais neurologicos, porém na auséncia destes, ndo adicionam informagdes
capazes de levar & detecgdo precoce de lesdes do sistema nervoso central em colaboragio

ao diagnostico da referida enfermidade (GAMA et al., 2005).

Anticorpos no LCR contra o virus da cinomose sdo elevados em alguns ces com
encefalite (NELSO & COUTO, 2006) ¢ oferecem uma evidéncia presuntiva da encefalite
pela cinomose, ja que estes anticorpos sdo produzidos no local, € este aumento ndo ¢é
encontrado em animais vacinados ou na cinomose sistémica sem alteragdes neurologicas,
sendo importante citar que a amostra nfo deve estar contaminada para um diagnostico
seguro (MANGIA; PAES, 2008 apud NASCIMENTO 2009). As anormalidades liquorica
encontradas por TUDURY et al . (1997) foram aumento de proteinas totais e pleocitose em

cdes com cinomose nervosa.

2.7.5 Exame Hematologico

As inclusdes virais podem ser encontradas, em raras ocasides, em eritrocitos,
leucécitos e precursores dos leucécitos dos clies infectados (NELSON & COUTO, 2006).

O perfil hematologico de cdes positivos para cinomose difere de acordo com tipo de célula
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sanguinea que apresenta Corpusculo de Lentz (CL) (BARBOSA et al 2011). No quadro
hematologico , os principais achados em cdes sdo linfopenia, anemia e trombocitopenia.
No final da primeira semana apés a infecg¢do, os animais podem apresentar discreta
neutropenia. Na presenca de infec¢do bacteriana secundéaria, observa-se neutrofilia
(ALMEIDA et al., 2009).

Estudos realizados avaliando o quadro hematologico dos cdes com cinomose
verificaram que nem sempre estd alterado e quando presentes ndo sdo especificas da
doenga (GEBARA et al., 2004a).

Estudos realizados em trinta cdes com sinais clinicos e corpisculos de inclusio de
Lentz em células sanguineas, foram observadas as alteragcdes hematologicas como de
anemia (80%); leucocitose (13,3%); leucopenia (10%); DNNE (33,3%); neutrofilia
(46,7%); linfopenia (46,7%); linfocitose (6,7%); monocitose (13,3%) e trombocitopenia
(36,7%) e 86,7 % dos animais tinham corpuisculo de inclusdo virica em linfocitos. Essas
alteragdes hematologicas de anemia, leucopenia, neutrofilia com desvio nuclear
neutrofilico a esquerda (DNNE) e trombocitopenia, sdo significativos e podem ser
utilizadas pelos clinicos veterindrios como recursos diagnosticos auxiliares na cinomose
canina, mas deve ser devidamente confirmada pela presenga de corpuisculos de inclusdo
virica nas células sanguineas (VICENTE et al., 2010).

TUDURY et al. (1997) estudando pacientes como cinomose na fase nervosa
observaram que as alteragdes hematoldgicas mais frequentes nos animais, leucocitose,
neutrofilia e linfopenia.

LOPES (2013) avaliou os resultados laboratoriais de exames hematologicos de 252
casos de cdes suspeitos de Cinomose canina. Foi observado que dos 252 casos os
pardmetros hematologicos variaram em 60,7% (153/252) estavam anémicos. Em 15,1%
(38/252) foi observada leucopenia e 40,5% (102/252) dos casos apresentaram linfopenia.
Em cinco casos clinicos foi solicitada pesquisa de inclusdes de Lentz, sendo estes, positivo
em todos. Lopes (2013) concluiu que os exames hematolégicos e pesquisa de inclusdo viral
sdo exames que definitivamente ndo possibilitam a confirmag@o da Cinomose canina,

tornando-se necessario implementar a utilizagdo de exames mais especificos.
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2.7.6 Teste Do Isolamento Viral

O isolamento viral em cultivo celular é especifico (SHIN et al., 1995), podendo ser
dificil sua realizagdo (QUINN et al., 2005). Bexiga urinaria, creme leucocitario de sangue
com heparina e cerebelo sdo espécies pos-mortem adequados para a técnica. Essa técnica ¢
demorada ¢ pode obter resultados falso-negativos (SHIN et al., 1995).

Em um estudo de caso descrito por AMUDE et al. (2007b) através do isolamento e
caracterizacio molecular do virus da cinomose canina de um cfo adulto com
encefalomielite multifocal pela cinomose, seu diagnéstico ante morte ndo foi idealizado
devido a auséncia de sinais tipicos da enfermidade tais como mioclonias e alteragdes
sistémicas. O diagnostico definitivo da cinomose s6 foi efetuado post-mortem através do
isolamento do virus em cultura de células fresca do sisiema nervoso central (SNC). O
isolamento do VCC foi conseguido com sucesso em culturas de células MDCK (Madin
Darby canine kidney) na terceira passagem e foi assegurado por meio de efeito citopatico e
através da detecgdo do RNA do VCC por meio da técnica RT-PCR na cultura de células

MDCK infectada na mesma passagem

2.7.7 Pesquisa De Inclusdes De Lentz

O virus da cinomose pode ser confirmado pela identificacdo de corpisculo de
inclusdo de Lentz em células associadas a exudato, em células epiteliais e em neutrofilos,
eritrocitos ou leucocitos (JONES et al, 2000), porém sua auséncia ndo exclui a
possibilidade de infecgfdio, pois sdo frequentemente observadas na fase de viremia e,
geralmente ndo sdo encontradas nas infec¢des cronicas (GEBARA et al.,, 2004). Também
pode ser observada nos epitélios do estomago, pelve renal, pulméo, bexiga, conjuntiva,
coxins digitais € em células do sistema nervoso central. (SONNE et af., 2009).

Através de um relato de caso NOLETO et al. (2011) confirmou a presenga de
corpusculo de Lentz intracitoplasmatico em leucocitos em um céo de 10 dias de idade
macho, branco, sem raga definida pesando 500 gramas e que apresentava convulsdes
periodicamente. Foi feito o hemograma desse animal constatando anemia macrocitica
normocrdmica regenerativa ¢ trombocitopenia. Ao realizar a contagem diferencial de
leucdcitos pela leitura do esfregago sanguineo, constatou-se a presenga de corpisculo de
Lentz intracitoplasmatico em monécitos ¢ neutrofilos. Observando alteragdes
hematologicas no cio relatado, os mesmos exames foram realizados no irméo € na mie do

animal em questdo. Foram achados corpisculos de Lentz no esfregago sanguineo apenas
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do irmdo, apesar de ndo apresentar sinais clinicos semelhantes ao filhote relatado,
entretanto apresentando achados hematolégicos similares. A mde apresentava-se com
anemia normocitica normocrémica e ligeira trombocitopenia, aparentemente normal ao
exame clinico. Assim, a auséncia de corpiisculos de Lentz ndo exclui a possibilidade da
doenga. NOLETO et al. (2011) concluiu com o referido relato que o céo foi infectado
pelo virus da cinomose canina por via transplacentaria, apresentando corpusculos de Lentz
intracitoplasmatico em mondcitos e neutrofilos, caracterizando uma alta viremia em menos
de duas semanas de vida. Esta inclusfio pode ser considerada para cinomose canina uma
ferramenta de diagnodstico precoce, rapida e de baixo custo, entretanto, a exclusdio desta
ndo descarta a doenga (NOLETO et al., 2011).

Figura 9. Corpusculos de Lentz intracitoplasmaticos (setas) em leucocitos de um céo com
10 dias de idade. Fonte: Noleto, 2011.

2.7.8 Técnica De Reagdo Em Cadeia Pela Polimerase Precedida De Transcrigdo Revesa
(Rt-Pcr).

Visa detectar o 4cido nucléico viral no sangue e tecidos, pelo método de reagdo em
cadeia polimerase de transcrigdo revesa (RT-PCR) (BARRETO, 2006). A PCR amplifica
pequenas quantidades de DNA até niveis detectaveis. Com a transcriptase reversa, 0 RNA
¢ convertido em DNA, portanto a técnica pode ser usada para detectar RNA (RT-PCR)
(NELSON & COUTO, 2010).

A RT-PCR vem sendo empregada na detec¢dio do virus da cinomose, devido a sua

rapidez na obtengdo dos resultados, a ndo exigéncia da infeciosidade da particula viral e os
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altos niveis de sensibilidade ¢ especificidade. Seu procedimento requer diferentes tipos de

amostras biologicas como sangue, soro, urina, ¢ fragmentos de érgios (GEBARA et
al.,2004).

Apesar de sensivel e especifica, a RT-PCR pode também néo excluir a infecggo.
Nesse caso, os resultados podem sofrer interferéncia de varios fatores tais como: selegiio da
sequencia alvo de nucleotideos a ser amplificada, méiodo de extragiio do RNA a ser
utilizado, padronizagfio dos reagentes empregados na técnica, sele¢do do material bioldgico
a ser utilizado para o diagnéstico, forma de conservagéio e tempo de estocagem, uma vez
que trata-se de um virus cujo genoma € constituido por RNA de fita simples, que pode
facilmente sofrer degradagfo. Entretanto, essa técnica, apos adequada padronizagdo, pode
revelar-se como uma das principais ferramentas para o diagndstico etioldgico ante mortem

da infecgdo pelo VCC (GEBARA et al., 2004; NEGRAO et al., 2006).

Um estudo realizado por GEBARA et al (2004), com amostra de urina de 87 cies
que apresentaram sinais clinicos sugestivo de cinomose foi avaliada pela reagdo em cadeia
da polimerase, precedida de transcri¢do reversa (RT-PCR). Os cfies foram divididos em
quatro grupos, grupo A, 41 céies com sintomas sistémicos da doenga, grupo B 37 cdes com
sinais neurologicos, grupo C 9 céies com sinais sistémicos e neurologicos simultaneamente
e o grupo D como grupo controle com 20 clies assintomaticos. Das 87 amostras de urina do
proveniente dos cdes com sinais sugestivo de cinomose canina 41 (47,1%) das amostras
foram positivas para ¢ VCC. Todos os amimais do grupo controle (D) foram também
avaliados por até 15 dias apos a colheita de material bioldgico (urina/sangue) e nenhum
deles apresentou qualquer sinal clinico sistémico e/ou neurolégico durante esse periodo

(GEBARA et al., 2004).

Recentemente, observou-se que a urina é uma amostra bioldgica sensivel para a
detecciio ante-mortem do VCC por RT-PCR em céies com encefalomielite pela cinomose,
nos quais o diagnoéstico clinico ndo foi possivel de ser idealmente realizado, neste estudo

em 4 dos 5 ciies o virus pode ser detectado na urina por RT-PCR (AMUDE et al., 2006).

A RT-PCR para a detecgiio do gene da nucleoproteina do VCC, utilizando a urina
como amostra biolégica, proporcionou o diagnédstico anfe mortem da cinomose em cées
com sinais clinicos sugestivos da infecgio. O emprego de um método sensivel de

diagnostico ante mortem do VCC permite que condutas adequadas de tratamento ¢
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profilaxia, tanto da cinomose canina quanto de outras enfermidades que apresentam sinais

clinicos semelhantes, possam ser adotadas com antecipagiio ¢ eficiéncia (GEBARA et al.,
2004).

Outro estudo foi realizado por CUNHA et al. (2013) para detectar e quantificar
particulas virais de cinomose em diferentes fluidos e tecidos biolégicos de um cio adulto
com manifesta¢des clinicas inespecificas e corpusculos de Sinegaglia Lenz em linfocitos |
determinando o melhor tecido para diagnostico viral ante mortem na fase de viremia.
Foram coletadas amostras pos mortem, de sangue, estdmago, cérebro, cerebelo, medula,
liquor, pulmdo, rins, bexiga, figado, urina, e terceira palpebra e foram submetidas ao
exame PCR em tempo real (QPCR) onde foram confirmadas a presenga de particulas virais
em todas as amostras enviadas para andlise, em diferentes quantidades confirmando a
ocorréncia de disseminagfo viral generalizada, comum em animais imunossuprimidos. Das
amostras analisadas o liquor foi a que apresentou maior percentual de particulas virais
(1.216) seguindo por bexiga (1.009), cérebro (605), sangue (572), cerebelo (523), rins
(373), figado (257), pulmao (191), estdmago (154), terceira palpebra (70) e urina (2,1). A
presenca do virus nos pulmdes, na bexiga e na urina demonstra o papel do animal como
fonte de infeccgdo, tendo em vista que suas secregdes e fluidos podiam entrar em contato
com o meio externo, favorecendo a eliminagdo do virus no meio ambiente e sua

manutencdo na populagdo de cies.

CUNHA et al. (2013) concluiu o seu estudo demonstrando que a técnica de gPCR
foi uma excelente ferramenta para o diagndstico precoce da cinomose em diferentes
tecidos, tendo o liquor como amostra de eleigio para o diagnostico ante mortem da

cinomose canina.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

A cinomose canina ¢ uma doenga com manifestagdes multissistémica. Por isso o
diagnostico através de sinais clinicos € inconclusivo, pois 0s mesmos acorrem em varias
outras infecgdes virais. Conhecer os diferentes métodos para diagnosticar a cinomose
canina € de extrema importincia para a clinica veterindria, pois sé assim podemos obter
um diagnéstico da doenga, estabelecer um prognéstico, permitindo exclusdes de outras
causas e ter os cuidados adequados com os contactantes ja que a cinomose canina é uma
doenga de rapida disseminagdo. Entre os métodos de diagndstico citados no presente
trabalho, a técnica ante mortem de reagdo em cadeia pela polimerase precedida de
transcrigdo revesa (RT-PCR) tem se mostrado mais eficaz no diagnéstico do VCC de
forma rapida e conclusiva. Porém essa técnica apesar de possui alta sensibilidade e
especificidade ndo vém sendo difundida na rotina da clinica médica veterinaria de
pequenos animais devido a seu alto custo. Como alternativa podemos usar os Kkits

imunoensaio cromatografico atendendo os pré-requisitos.
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