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Epigrafe

“Aproveite bem, o maximo que puder, o poder e a beleza da juventude. Ou entao,
esquece. Vocé nunca vai entender mesmo o poder e a beleza da juventude até que
tenham se apagado. Mas pode crer, daqui a vinte anos, vocé vai evocar as suas fotos e
perceber de um jeito que vocé nem desconfia hoje em dia quantas, tantas alternativas se
escancaravam a sua frente. E como vocé realmente estava com ““tudo em cima”. Vocé
nao esta gordo, ou gorda.

N&o se preocupe com o futuro. Ou entéo preocupe-se, se quiser, mas saiba que “pré-
ocupacdo” é tdo eficaz quanto mascar chiclete para tentar resolver uma equacéo de
algebra. As encrencas de verdade em sua vida tendem a vir de coisas que nunca
passaram pela sua cabeca preocupada, que te pegam no ponto fraco as quatro da tarde
de uma terca-feira modorrenta.

Todo dia enfrente pelo menos uma coisa que te meta medo de verdade.

Cante.

N&o seja leviano com o coracao dos outros, ndo ature gente de coragéo leviano.
Use fio dental.

N&o perca tempo com inveja. As vezes, se estd por cima; as vezes, por baixo... A peleja
é longa e, no fim, é s6 vocé contra vocé mesmo.

N&o esqueca os elegios que receber, esqueca as ofensas. Se conseguir isso, me ensine.
Guarde as antigas cartas de amor. Jogue fora os extratos bancarios velhos.
Estique-se.

N&o se sinta culpado por ndo saber o que fazer da vida. As pessoas mais interessantes
que conhego ndo sabiam aos 22 o que queriam fazer da vida. Alguns dos quarentfes
mais interessantes que conheco ainda nao sabem.

Tome bastante calcio. Seja cuidadoso com os joelhos: vocé vai sentir falta deles.
Talvez vocé case, talvez ndo. Talvez tenha filhos, talvez ndo. Talvez se divorcie aos 40,
talvez dance ciranda em suas bodas de diamante. Faga o que fizer, ndo se auto-
congratule demais e nem seja severo demais com vocé. As suas escolhas tém sempre
metade das chances de dar certo. E assim para todo mundo.

Desfrute de seu corpo, use-o de toda maneira que puder mesmo. N&o tenha medo de seu
corpo ou do que as outras pessoas possam achar dele. E o mais incrivel instrumento

gue vocé jamais vai possuir.

Dance... Mesmo que nao tenha onde, além de seu proprio quarto.
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Leia as instrugdes, mesmo que ndo va segui-las depois. N&o leia revistas de beleza.
Elas s6 vao fazer vocé se achar feio.

Dedique-se a conhecer os seus pais. E impossivel prever quando eles terdo ido embora,
de vez. Seja legal com os seus irmaos. Eles séo a melhor ponte com o seu passado e,
possivelmente, quem vai sempre mesmo te apoiar no futuro.

Entenda que amigos vao e vém. Mas nunca abra mao de uns poucos e bons. Esforce-se
de verdade para diminuir as distancias geograficas e destinos de vida, porque quanto
mais velho vocé ficar, mais vocé vai precisar das pessoas que conheceu quando jovem

More uma vez em Nova lorque, mas va embora antes de endurecer. More uma vez no
Havai, mas se mande antes de amolecer. Viaje.

Aceite certas verdades inescapaveis: 0s pre¢os vao subir, os politicos vdo saracotear,
vocé também vai envelhecer. E quando isso acontecer, vocé vai fantasiar que quando
era jovem 0s precos eram razoaveis, os politicos eram decentes e as criancas
respeitavam os mais velhos.

Respeite os mais velhos.

N&o espere que ninguém segure a sua barra. Talvez vocé arrume uma boa
aposentadoria privada, talvez case com um bom partido, mas ndo esqueca que um dos
dois pode, de repente, acabar.

N&o mexa demais nos cabelos, sendo quando vocé chegar aos 40, vai aparentar 85.
Cuidado com os conselhos que comprar, mas seja paciente com aqueles que 0s
oferecem. Conselho é uma forma de nostalgia. Compartilhar conselhos é um jeito de

pescar o passado do lixo, esfrega-lo, repintar as partes feias e reciclar tudo por mais
do que vale.”

Publicado no jornal americano Chicago Tribune em 1° de junho de 1997
Autora: Mary Schmich
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¢m — nandmetro
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< - menor que

> - maior que
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dL - decilitro
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CPK - creatinina fosfo-quinase
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* Em virtude do uso consagrado na literatura técnica, algumas abreviaturas seguem sua

grafia no inglés.
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MANGIA, S. H. Tratamento experimental de caes naturalmente infectados com o
virus da cinomose na fase neuroldgica com o uso da Ribavirina e Dimetil-Sulféxido
(DMSO). Botucatu, 2008. 152p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Este estudo teve por objetivos testar a eficacia da ribavirina em cdes acometidos de
cinomose na fase neuroldgica; avaliar os efeitos colaterais da mesma através do
monitoramento hematoldgico e provas bioquimicas; avaliar a resposta imunolégica no
sistema nervoso central dos cées através do exame de liquor; adaptar uma dose e via de
administracdo adequada da ribavirina em cdes e testar a eficacia do DMSO como
permeante de membranas bioldgicas atuando como vetor da ribavirina. Foram utilizados
20 cdes com sinais clinicos neurolégica, divididos em dois grupos de tratamento, sendo
que um grupo recebeu a ribavirina e outro a associa¢do da ribavirina e 0 DMSO, sem
distingdo de sexo e raga, com idades até seis anos e tempo de evolugdo maximo de 10
dias. Todos os animais foram avaliados clinicamente e realizado o teste de
imunofluorescéncia direta de sangue para inclusdéo no estudo. Os exames
complementares foram realizados de forma rotineira, o liquor foi colhido antes e ap6s o
tratamento, as drogas foram administradas durante 15 dias consecutivos e realizada a
avaliacdo clinica diaria dos animais. Pelos resultados observamos que a ribavirina
demonstrou atividade efetiva contra o virus da cinomose, exercendo leves efeitos
colaterais na medula éssea, sistema imune e sistema gastro-intestinal. No liquor
observamos diminuic¢do da producdo de anticorpos e verificamos que o DMSO tornou a

acado da ribavirina mais eficaz.

PALAVRAS-CHAVE: Cées; Cinomose; Dimetil-Sulfoxido; Encefalite; Morbillivirus;

Ribavirina; Tratamento
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MANGIA, S. H. Experimental treatment of naturally infected dogs with canine
distemper virus, in neurological stage, using Ribavirin and Dimethylsulphoxide
(DMSO). Botucatu, 208. 152p. Dissertation (Master) — College of Veterinary Medicine
and Animal Science, Campus of Botucatu, Sdo Paulo State University.

ABSTRACT

This study aimed to test the ribavirin efficacy in dogs infected with canine distemper
virus in neurological stage; to evaluate this collateral effects by hematological and
biochemical evaluation; to evaluate the immunological response on dogs central
nervous system (CNS) by cerebrospinal fluid (CSF) analysis; to adapt a dose and an
adequate administration route of ribavirin in dogs and to test the efficacy of
dimethylsulphoxide (DMSO) in increasing the permeability of biological membranes
acting as ribavirin vector. Twenty dogs with neurological signs, divided in two
treatment groups, without sex and breed distinction, till six years old and a maximum
evolution time of 10 days were used. All animals were selected based on clinical sings
and the blood direct fluorescent test (DFA). The hemogram, biochemical and urinalsis
test were carried out. At the complementary tests, CSF was collected before and after
the treatment, and ribavirin and its association with DMSO were administered during 15
days, consecutive, and the animal clinical evaluation was carried out daily. Based on the
results, ribavirin demonstrated effective activity against canine distemper virus, besides
its light collateral effects in bone marrow, immune and gastrointestinal systems. In CSF,
the lowering of antibody production, and the positive effects of DMSO on ribavirin

efficacy were observed.

KEYWORDS: Dogs; Canine Distemper; Dimethylsulphoxide; Encephalitis;

Morbillivirus; Ribavirin; Treatment.
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Segundo Spinola, a cinomose foi observada na Europa desde a segunda metade
do século XVIII, proveniente da Asia. Sua natureza contagiosa ja era reconhecida desde
meados do século XIX, porém, foi Carré quem, apds uma série de estudos, considerou-a
como enfermidade ocasionada por virus (CORREA & CORREA, 1992).

Os estudos de Carré ndo foram aceitos, pois todos os pesquisadores e
profissionais atribuiam os sinais e sintomas encontrados a patogenicidade da B.
brochiseptica. Apos os trabalhos de Laidlaw e Dunkin, 1926, foi aceita a etiologia viral
da enfermidade (CORREA & CORREA, 1992 apud CARRE, 1905).

No entanto, outros autores relatam que a cinomose é uma enfermidade
conhecida desde 1760, altamente contagiosa e febril, de carater aguda ou subaguda
(SHIN et al., 2004 apud MURPHY et al., 1999).

A partir de 1930, a enfermidade passou a ser perfeitamente conhecida em suas
formas clinicas e etiologicas (CORREA & CORREA, 1992).

Appel & Summers (1999), relatam que na primeira metade do século XX, a
cinomose foi considerada uma das doencas fatais mais comuns em cdes em todo o
mundo. Posteriormente, nos anos 60 e com o surgimento de vacinas especificas, este
quadro modificou-se (TIPOLD et al., 1992).

Durante séculos, as infec¢Bes pelos Morbillivirus tém tido imenso impacto na
vida de humanos e animais. Entre os carnivoros, o virus da cinomose causa Sérias
enfermidades em vérias especies, selvagens e domésticas. Mesmo sendo controlada com
vacinacdo em cdes domésticos e animais de cativeiro, € uma doenca de dificil
erradicacdo ja que o virus possui distribuicdo global e ampla variedade de hospedeiros
(BARRETT, 1999).

Diferentes espécies da ordem Carnivora, como Ailuridae, Canidae, Hyaenidae,
Mustelidae, Procyonidae, Ursidae, Viverridae e Felidae sdo relatadas como
susceptiveis a infeccdo pelo virus da cinomose e a mortalidade varia bastante entre as
espécies (APPEL & SUMMERS, 1995).

Em 1955, uma grande quantidade de focas do género Lobdon carcinophagus
morreram na proximidade de uma base na Antértica, onde havia uma matilha de caes.
Os cdes ndo eram vacinados contra cinomose e foi sugerido que 0S mesmos
transmitiram a infeccdo para as focas. Bengtson et al. (1991) através de testes
sorologogicos confirmaram alta prevaléncia de anticorpos contra o virus da cinomose

nestas focas.
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Desde a epizootia em focas nos anos de 1988 e 1989 no Mar do Norte da
Europa, descobriu-se que os Morbillivirus podiam acometer mamiferos aquaticos
(HASS & BARRETT, 1996). Nos anos de 1987 e 1988, o virus da cinomose foi
responsavel pela morte de cem focas (Phoca sibirca) no Lago Baikal na Russia
(GRACHEYV et al., 1989) e foi isolado em outro tipo de foca no Canada (LYONS et al.,
1993). O virus da cinomose foi responsavel pela morte de focas do género Phoca
caspica, em junho de 1997. As mortes foram observadas proximo ao Azerbaijdo, ao
leste no Mar Cépsio. A analise da amostra de uma das focas revelou a presenca do acido
nucléico do virus da cinomose (FORSYTH et al., 1998).

A relagdo genética entre as cepas virais de diferentes partes do mundo pdde ser
estabelecida através das técnicas de biologia molecular e permitiu tracar com mais
certeza a origem de novos surtos. Véarios laboratdrios relataram estudos similares para
diferenciar geograficamente linhagens distintas do virus da cinomose que acomete
animais domésticos e selvagens (BARRETT, 1999).

Em 1992, diversas espécies de grandes felideos morreram com cinomose nos
zooldgicos da América. Dois anos apds, leGes do Parque Nacional do Serengeti na
Tanzénia, morreram em grande numero, e a cinomose foi identificada como causa
(BARRETT, 1999).

O estudo retrospectivo de Myers et al. (1997), utilizando amostras de leGes e
tigres que morreram em zoologico da Suica entre os anos de 1972 a 1992, revelou que
19 das 42 amostras eram positivas ao antigeno do Morbillivirus.

Atualmente, a cinomose € rara em varios paises devido a vacinagcdo, mas ainda é
considerada uma enfermidade importante por acometer varias espécies da familia
Felidae e pode ocorrer eventualmente na populagcdo canina vacinada (VAN MOLL et
al., 1995; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

Em regiGes endémicas, como no Brasil, € crescente 0 nimero de mortes de caes
vitimas da cinomose. Além disso, a mesma tem sido considerada como re-emergente
em paises onde ja esteve controlada (SILVA et al., 2007).

Embora a vacinagdo contra a cinomose venha sendo utilizada amplamente por
varias décadas, a doenca ainda € importante e surtos foram recentemente relatados em
varios paises, como Dinamarca, Estados Unidos, Japdo, Finlandia e Alemanha
(JOZWIK & FRYMUS, 2005; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005). No Brasil,
alguns relatos clinico-patoldgicos e soroldgicos indicam a elevada presenca da infecgdo
na populacdo canina (HEADLEY & GRACA, 2000; SILVA et al.,, 2004). Alguns
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fatores como a persisténcia do virus no ambiente e em animais portadores, o
aparecimento de novas cepas e 0 desenvolvimento de infeccdo e doenga mesmo em
animais vacinados tém contribuido para a manutencao do carater enzo6tico da virose e a
ocorréncia ocasional de surtos (BOHM et al., 2004).

Alguns achados sugerem que existam diferencas antigénicas em &reas
geograficas distintas, nos tipos virais selvagens com relacdo as cepas vacinais,
responsaveis pelo ressurgimento da doenca. O sequenciamento genético e analise
filogenética sdo métodos que ndo indicam a relacdo evoluciondria entre amostras
coletadas em diversas regifes geogréficas, mas ajudam a entender as diferengas
antigénicas entre amostras bioldgicamente diferentes (CASTILLO et al., 2007).

A reacdo cruzada imunoldgica entre os virus do sarampo e da cinomose foi
descrita pela primeira vez em 1957. No mesmo ano, Polding & Simpson e Goret et al.,
apresentaram evidéncias da relacdo imunoldgica entre a cinomose e a peste dos
ruminantes. Em 1953, o soro e a gama-globulina de um adulto humano demostraram a
presenca de anticorpos especificos neutralizantes para o virus da cinomose. Alteracdes
citopaticas produzidas pelo virus da cinomose em culturas celulares de figado de céo
eram semelhantes as causadas pelo virus do sarampo. No estudo realizado por Imagawa
et al. (1960), foi relatado que o soro anti-cinomose poderia neutralizar o virus do
sarampo.

Em 1979, foi relatado por Stephenson & Meulen a relagéo antigénica entre os
virus do sarampo e da cinomose através da comparacdo entre a resposta imune de
humanos e animais. As analises comparativas do polipeptideo L do virus do sarampo e
do virus da cinomose mostravam reacdo cruzada antigénica e demonstraram as funcdes
das outras proteinas estruturais.

O virus da cinomose pertence a familia Paramyxoviridae, género Morbillivirus,
e apresenta relacdo antigénica com os virus do sarampo, da peste bovina e da peste de
pequenos ruminantes (TIPOLD et al., 1992; HASS & BARRETT, 1996; BARRETT,
1999). O sarampo ¢ considerado uma doenca séria em todo mundo, com mortalidade
aproximada de 800.000 criangas por ano, sendo primariamente associado com
desnutricdo e infeccdo secundaria por bactérias e protozoarios. A infeccdo pelo virus do
sarampo também pode ocasionar complicagdes no sistema nervoso central (SNC) com
apresentacdes distintas: encefalomielite aguda desmielinizante, encefalite do sarampo
com corpusculos de inclusdo e panencefalite subaguda esclerosante (RIMA &
DUPREX, 2006).
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N&o existe agente antiviral especifico para o tratamento da cinomose e mesmo
com vacinagdo permanece como a pior doenga em cées. A ribavirina é uma alternativa
de tratamento, pois mostrou alguma eficacia contra Virus Respiratério Sincicial, Virus
da Febre de Lassa e Virus do Sarampo (ELIA et al., 2007).

O interesse na quimioterapia antiviral comegou em 1950, quando a pesquisa de
agentes anti-tumorais gerou interesse em inibidores da sintese de DNA e foram
produzidos varios compostos capazes de inibir a sintese de DNA viral. Agentes
antivirais foram administrados pela primeira vez com sucesso nos anos 1960, quando
Bauer impediu doencas administrando thiosemicarbazone (methisazone) em pacientes
expostos a variola e Kaufman obteve melhora de pacientes com herpes utilizando
idoxirudine tépico (BEAN, 1992).

Em 1970, a ribavirina foi sintetizada pela primeira vez como parte de esforgo
intensivo de buscar por novos agentes antivirais. No primeiro momento, surgiu para ser
um analogo a nucleotideo capaz de abrir o anel de pirimidina, porém, estruturalmente e
funcionalmente é mais parecido a guanosina (BEAN, 1992).

Nestas pesquisas iniciais, envolvendo poucos agentes antivirais com eficacia,
muitos tinham apenas efetividade “in vitro”. Entretanto, a ribavirina (1-4-D-
ribofuranosyl-1H-1,2,4-triazole-3-carboxamide) é um agente antiviral que mostrou
atividade “in vitro” contra grande variedade de DNA e RNA virus (GILBERT &
KNIGHT, 1986).

A ribavirina foi aprovada pela U.S. Food and Drug Administration para o
tratamento pediatrico da infeccdo pelo virus sincicial respiratorio e sua combinagdo com
alfa-interferon para infecg@o cronica pelo virus da hepatite C. Recentemente, beneficios
terapéuticos do antiviral estdo sendo avaliados para o tratamento de sindrome
respiratdria severa aguda e infec¢do do virus da variola, em casos de bioterrorismo (WU
et al., 2005).

O registro historico do dimetil sulféxido (DMSO) foi iniciado em 1867 quando o
quimico russo, Alexander Saytzeff descreveu a oxidacdo do dimetil sulfide, identificou
o produto e descreveu algumas propriedades solventes extraordinarias do DMSO.
Houve pouco interesse nas descobertas até 1950, quando essas propriedades foram
exploradas em varios processos industriais. Pesquisadores de inddstrias descobriram
que servia como solvente para varios herbicidas, fungicidas, antibiéticos e hormonios de
plantas, nas quais aumentava a penetracdo e a eficacia. Cientistas trabalharam com

DMSO e relataram outras propriedades incomuns: penetrava rapidamente na pele sem
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causar danos; sua aplicacdo topica em qualquer parte do corpo rapidamente resultava
em distinta e agressiva halitose lembrando alho ou ostra, devido ao odor do metabolito
dimetil sufide. O DMSO ¢é capaz de carrear varios solutos através da pele, sendo
necessario cuidado no manuseio e conhecer as solugdes ou compostos com potencial
toxico, também é capaz auxiliar na cura de queimaduras lenta ou rapidamente e aliviar
dor e edema de injurias. Essas observac6es estimularam novas pesquisas com 0 DMSO
para outras aplicagdes médicas e biologicas. Robert Herschler da companhia de papel
Crown Zellerbach, e Stanley Jacob da Universidade de Oregon Medical School, foram
fortes proponentes para o inicio dos estudos do DMSO como agente terapéutico. O
primeiro relato de investigacdo laboratorial do DMSO em sistemas organicos de
mamiferos foi publicado em 1959 (BRAYTON, 1986; ALI, 2001).

Lovelock e Bishop mostraram que o DMSO ¢é superior ao glicerol para
criopreservacdo de espermatozoides bovino e eritrocito humano e observaram que a
solucdo de DMSO era capaz de manter a motilidade espermatica por varias horas em
temperatura ambiente, 0 que sugeria baixa toxicidade celular (BRAYTON, 1986).

O primeiro relato do DMSO como agente farmacolégico foi publicado em 1964
e a condicdo para investigacdo de novas drogas (IND) foi garantida pela Food and Drug
Administration (FDA). Em novembro de 1965 a FDA terminou seus estudos clinicos
sobre 0 DMSO, pois Rubin demonstrou que induzia as alteragdes lenticulares em alguns
animais de laboratorios. Em 1966, a mesma moderou o policiamento para permitir
evolugdo nas pesquisas para tratamento de condigcBes sérias como escleroderma,
infeccdo persistente de Herpes Zoster e severa artite reumatoide, para as quais nao havia
terapéutica satisfatoria. Em 1968, foi permitida sua utilizacdo tdpica por até 14 dias de
tratamento. Em 1970, a FDA aprovou a utilizagdo na veterinaria em doencas musculares
em cavalos e em 1972 foi aprovado para uso em cdes. No ano de 1978, a FDA autorizou
0 uso da solucdo de 50% de DMSO nos casos de cistite intersticial em humanos e em
maio de 1980 estabeleceu regulamentos especificos nos testes clinicos do DMSO
(BRAYTON, 1986; ALI, 2001).
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A cinomose é uma enfermidade infecto-contagiosa, causada por um RNA-virus
do género Morbillivirus, familia Paramyxoviridae, ordem Mononegavirales. Possui trés
formas de apresentacdo clinica: aguda, subaguda e crbénica, com manifestacdes
gastroentéricas, respiratorias e neuroldgicas. Sdo descritas trés formas de encefalite
causada pelo virus da cinomose: encefalite dos cdes jovens, encefalite em cées adultos e
encefalite do co velno (CORREA & CORREA, 1992).

Os Morbillivirus receberam esse nome do diminutivo “morbus”, que significa
praga, e historicamente, o termo foi utilizado para diferenciar o sarampo da variola e da
escarlatina. Como um dos seis géneros da familia Paramyxoviridae, os Morbillivirus
s8o responsaveis por vérias doencas graves em humanos e animais (RIMA & DUPREX,
2006).

1 Estrutura viral

O virus da cinomose possui didmetro varidvel (150-250 ¢m) com genoma
constituido por uma fita simples de RNA contendo aproximadamente 15.690
nucleotideos (VON MESSLING & CATTANEO, 2002). O genoma € envolto por
nucleocapsideo helicoidal, que consiste na nucleoproteina (NP), associado a proteina
matrix e ao complexo polimerase, incluindo as proteinas P (fosfoproteina) e L
(polimerase ou grande). A proteina de membrana (M) esté localizada na face interna do
envelope e exibe as duas glicoproteinas, hemaglutinina (HA) e proteina de fusdo (F),
que sdo responsaveis pela fixacdo na membrana dos plasmécitos (VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 2005; MARTELLA et al., 2007).

A HA possui atividade de hemoaglutinacdo, sendo responsével pela fixacdo do
virus na célula hospedeira e pelo tropismo celular, também é reconhecida atualmente
por possui mais variagGes antigénicas. A proteina F proporciona a ligagdo entre a
membrana celular do hospedeiro e o envelope viral e a formacéo de sincicios (STERN
et al., 1995; WILD et al., 1995; LAN et al., 2006). Essas glicoproteinas sdo derivadas da
membrana da célula hospedeira na formacdo de novos virions (HASS & BERRETT,
1996).

A proteina matrix dos paramyxovirus ocupa um papel crucial nos processos de
montagem e producdo de novas particulas virais (BELLINI et al., 1986). As proteinas P
e L possuem a funcdo de transcrigéo e replicagdo viral (BARRETT, 1999), a0 mesmo
passo que a NP € a principal reguladora da replicacdo viral e da transcricdo, e
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consequentemente, € a primeira proteina exposta ao sistema imune que estimula a
producdo de anticorpos nos primeiros estagios da infeccdo (LATHA et al., 2007).
Imhoff et al. (2007), afirmam que o colesterol estd envolvido na formagéo e
manutengdo de membranas celulares e consequentemente para a formagéo das proteinas
HA e F do envelope viral. Os autores demonstraram que a reducdo do colesterol do
envelope viral reduz a infectividade do virus da cinomose, e quando este interage com

células de menor teor de colesterol ha diminuicéo na formagédo de sincicios.
2 Resisténcia viral

O virus é sensivel ao éter e aos solventes lipidicos, instdvel a pH menor que 4,5
e inativado pelo calor em uma hora a 55°C e em 30 minutos a 60°C. Em climas quentes
ndo sobrevive nos canis apds os enfermos terem sido retirados, pois é viavel apenas por
uma hora a temperatura de 20°C e por 20 minutos nos exsudatos. E inativado com
formol a 0,5% em quatro horas, com fenol a 0,75% em 10 minutos a 4°C e com
desinfetantes constituidos por aménia quartenaria a 0,3% em 10 minutos (CORREA &
CORREA, 1992; GREENE, 2006).

3 Tropismo viral

A molécula sinalizadora da ativacdo de linfocitos (SLAM) tem mostrado ser um
receptor eficiente para as cepas selvagens, considerada um membro da superfamilia das
imunoglobulinas, podendo controlar a inducéo de polissacarideos na producédo de IL-12,
fator de necrose tumoral (TNF) e Oxido nitrico pelos macréfagos. Estudos por
imunohistoquimica demonstraram que a expressao da SLAM no SNC é limitada quando
comparada com tecidos linfdides. Por isso, sugere-se que existam outros receptores para
o virus (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005; YANAGI et al., 2006). Todos 0s
Morbillivirus apresentam forte linfotroprismo relacionado ao receptor SLAM, o que
sugere a penetracdo do virus no SNC através de células mononucleares de sangue
periférico (RUDD et al., 2006).

Plattet et al. (2005) demonstraram que na auséncia do receptor SLAM, a
proteina HA tem um papel importante na fuséo celular. Foi sugerido no referido estudo
que a presenca ou auséncia do receptor SLAM pode determinar a citélise ou a infecgéo
persistente “in vivo”, porém ainda falta identificar o receptor do SNC ao virus da

cinomose em caes.
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No estudo realizado por Von Messling et al. (2006), a replicacdo da cepa
selvagem do virus da cinomose foi demonstrada em células epiteliais do trato
respiratorio nos estagios tardios da infecgdo, sugerindo que o acometimento do epitélio
pulmonar é precedido pela proliferacdo nos érgéos linfoides. Foi sugerido por esses
autores que o virus inicialmente induz a expresdo da SLAM em linfocitos e macrofagos
encontrados nas tonsilas e, posteriormente, utiliza outro receptor ainda desconhecido
para infectar células epiteliais.

O virus da cinomose é pantrépico, porém, existem diversas cepas, algumas mais
neurotropicas e virulentas que outras; sendo as mais patogénicas, a Snyder Hill e R252,
que sdo altamente neurotrépicas e imunossupressoras (CORREA & CORREA, 1992;
MORO & VASCONCELOQOS, 1998; ALVES et al., 2006).

4 Epidemiologia

Enfermidade de ocorréncia mundial afeta animais das familias Canidae,
Mustelidae, Hyaenidae, Procyonidae, Ailuridae, Viverridae, Felidae, Ursidae,
Phocidae, Tayassuidae, e Cercopithecidae. A patogenicidade da infeccdo pelo virus da
cinomose varia de acordo com a espécie e pode resultar em infeccGes inaparentes ou
causar alta mortalidade. No entanto, é o mais importante agente infeccioso que acomete
a populacdo canina, devido a alta morbidade e mortalidade (TIPOLD et al., 1992;
SUMMERS et al., 1995; VAN MOLL et al., 1995; HEADLEY & GRACA, 2000;
GEBARA et al., 2004; CHO & PARK, 2005).

Todos os virus isolados pertencem a um mesmo sorotipo. As Varias amostras
isoladas produzem enfermidades com duracdo e sinais clinicos distintos: algumas
causam enfermidade de mediana patogenicidade, enquanto outras causam enfermidade
aguda, altamente mortal, com ou sem encefalite aguda, e outras, ainda, causam
encefalite tardia, ap6s uma enfermidade branda, ou mesmo apds a recuperacdo da
enfermidade aguda. Ha& ainda aquelas que levam muito tempo para exteriorizar seus
efeitos encefalitogénicos, como o que ocorre na encefalite do cdo velho ou na “hard pad
disease” (CORREA & CORREA, 1992). As estirpes Onderstepoort e Rockborn sio as
mais utilizadas em todo o mundo para a elaboracdo de vacinas contra o virus da
cinomose (MOCHIZUKI et al., 2002). A estirpe Snyder Hill, por apresentar grande

potencial neurotropico, é a mais utilizada em experimentos de inoculacdo intracerebral,
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tanto em estudos da patogénese viral quanto em desafio pos-vacinal (NEGRAO et al.,
2006 apud SLATER, 1970).

A encefalomielite € considerada causa comum na morte de cédes e
aproximadamente 15% de todas as inflamac¢Ges do SNC sdo causadas pelo virus da
cinomose, sendo que essa porcentagem pode ser mais alta em regibes endémicas
(SAITO et al., 2005). Estudos realizados por Silva et al. (2007) confirmam que
aproximadamente 12% dos cées necropsiados morreram devido as complicacdes
neuroldgicas causadas pelo virus da cinomose.

A cinomose pode ocorrer em qualquer época do ano, mas no inverno ha
elevagdo na ocorréncia da enfermidade. O cdo representa o principal reservatorio para o
virus da cinomose e serve como fonte de infeccdo para animais selvagens. Ndo héa
diferenca de susceptibilidade da infeccdo entre machos e fémeas, no entanto, cées das
racas dolicocefalicas sdo mais afetados que os braquiocefalicos (CORREA &
CORREA, 1992; GRANCHER et al., 2004; GREENE, 2006).

A idade de maior incidéncia da cinomose nos cdes coincide com a época em que
diminui a taxa de anticorpos maternos passivamente transmitidos, isto &, entre 60 e 90
dias de idade, demonstrando a relacdo entre susceptibilidade e a idade, porém, o virus
da cinomose pode acometer animais de todas as idades (CORREA & CORREA, 1992;
BIAZZONO et al., 2001; GEBARA et al., 2004).

Mais de 50% das infec¢Bes sdo subclinicas ou com sinais clinicos moderados
(SILVA et al., 2007), ou seja, a taxa de infeccdo € maior do que o nimero dos animais
que manifestam a enfermidade, estimando-se em até 75% de cdes suscetiveis que
eliminam o virus sem qualquer sinal clinico da doenca (CORREA & CORREA, 1992;
GEBARA et al.,, 2004). Acima de 30% dos cées exibem sinais de envolvimento
neurolégico durante ou apos a infeccdo sistémica pelo virus da cinomose e a maior parte
dos carnivoros selvagens que morrem pela doenca possui evidéncias de infeccdo no
SNC (RUDD et al., 2006).

A transmissdo ocorre principalmente por aerosséis e goticulas que contém o0s
virus, através de secrecdes respiratorias, fezes e urina (CORREA & CORREA, 1992).
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5 Penetracdao celular

O mecanismo de fusdo de membrana é caracterizado pela acdo das
glicoproteinas virais. A quebra e a ativagdo destas, em alguns Paramyxovirus e
Ortomyxovirus, dependem de proteases tissulares especificas, que determinam o
tropismo restringindo a fusdo para tecidos selecionados. O processo de fusdo comeca
com o contato do receptor celular com a proteina HA, esta muda sua conformagao
transmitindo lateralmente um sinal para a proteina F, que sofre quebra e ativacéo,
expondo o peptideo de fusdo hidrofébico e inserindo-o na membrana plasmatica. O
peptideo reduz o espaco entre a membrana e o envelope, promovendo a fusdo (VON
MESSLING et al., 2001; VON MESSLING et al., 2004b; YANAGI et al., 2006).

A entrada especifica do Morbillivirus em linfocitos é o receptor universal
SLAM, determinante da imunossupressdo. O SLAM ¢é encontrado nas células T,
timocitos imaturos, uma porcao das células B, mondcitos ativados e células dendriticas,
permitindo a disseminac&o viral no sistema linfoide (VON MESSLING et al., 2005).

6 Patogenia

Durante a exposi¢do natural, o virus da cinomose se propaga por gotas de
aerossois e entra em contato com o epitélio do trato respiratério superior. No periodo de
24 horas, as particulas virais se replicam nos macrdfagos e se disseminam pela via
linfatica local, para as tonsilas e linfonodos bronqueais (TIPOLD et al., 1992;
VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 1995; MORO & VASCONCELOS, 1998;
VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005; GREENE, 2006).

O estudo de imunohistoquimica realizado por Daiman et al. (2005), mostrou que
0 virus se replica primeiro nos macréfagos alveolares, seguidamente nos pneumdcitos
do tipo Il e epitélio respiratorio.

Com dois a quatro dias p6s-infeccdo, o nimero de particulas virais aumenta nas
tonsilas, linfonodos retrofaringeos e bronqueais, mas um numero baixo de células
mononucleares infectadas é encontrado em outros 6rgdos linféides. No periodo de
quatro a seis dias ocorre a replicacdo viral no sistema linfoide, medula 6ssea, timo,
baco, linfonodos mesentéricos, placas de Peyer, células estomacais, células de Kupffer e
celulas mononucleares ao redor dos vasos pulmonares e bronqueais. A ampla

proliferagdo viral nos oOrgdos linfides induz um aumento inicial na temperatura
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corporal, entre o segundo e o0 sexto dia, ocorrendo leucopenia, causada por danos virais
nas células linféides, afetando as células T e B (CORREA & CORREA, 1992; TIPOLD
et al., 1992; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 1995; MORO & VASCONCELOS,
1998; GREENE, 2006).

A disseminacdo do virus no epitélio e nos tecidos do SNC ocorre no periodo de
oito a dez dias pos-infeccdo, por via hematdgena ou pelo liquor dependendo da resposta
imune humoral ou celular do animal (TIPOLD et al., 1992; VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 1995; JONES et al., 2000; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005;
GREENE, 2006).

Nos cdes com niveis intermediarios de resposta imune mediada por células e
com titulos de anticorpos que aparecem tardiamente apds nove a 14 dias, o virus se
dissemina pelos tecidos. Os sinais clinicos podem desaparecer com 0 aumento da
titulagdo de anticorpos e o virus é eliminado da maioria dos tecidos, assim que os titulos
de anticorpos aumentam, mas podem persistir por longos periodos em tecidos uveais e
neurdnios e tegumentos, bem como nos coxins plantares. A recuperacdo da infeccdo
esta associada com a imunidade a longo prazo e interrupcdo da replicagdo viral. A
protecdo pode ser comprometida se o cdo for exposto a cepa altamente virulenta, dose
infectante elevada efou sofrer imunossupressio (CORREA & CORREA, 1992
GREENE, 2006).

7 Patogenia da imunossupressao

Um quadro proeminente da infeccdo de cées gnobi6ticos com virus da cinomose
é a linfopenia prolongada e deplecdo linfoide sistémica. A infeccdo fatal pelo virus da
cinomose esta associada & deplecdo sistémica de areas de linfocitos T e B. A infecgdo
resulta em leucopenia devido a linfopenia que se inicia uma semana ap6s a infecgdo
(MORO & VASCONCELOS, 1998). Segundo Schobesberger et al. (2005) a queda
significativa de linfocitos foi observada antes da viremia, trés dias pos-infeccéo.

A causa da linfopenia em animais infectados pelo virus da cinomose ocorre
provavelmente devido a habilidade do virus em se replicar e destruir os tecidos
linfoides. A replicacdo viral causa extenso periodo de imunossupressdo, durante o qual
podem ocorrer infecgdes oportunistas que agravam o quadro clinico. Simultaneamente
ocorre a perda de resposta dos linfécitos aos agentes mitogénicos. A infec¢cdo pelo virus

“in vitro” e “in vivo” reduz drasticamente a habilidade dos macréfagos e mondcitos de
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produzir IL-1 e aumenta a sintese de prostaglandina E, (PGE,). Sabe-se que a PGE; ¢
um agente imunossupressor, com capacidade de inibir a producdo de IL-2 e interferon
gama (IFN-g) (MORO & VASCONCELOS, 1998).

Entretanto, nos relatos atuais foi observado que a cinética da infec¢do viral ndo
esta correlacionada com a da deplegéo de linfocitos e a morte celular. No periodo de trés
a seis dias ap0s a infeccdo, hd um aumento na apoptose, porém o virus nao é detectavel.
Esses efeitos podem ser mediados pela producgdo de citocinas inflamatérias, que afetam
a homeostasia dos linfocitos (KUMAGAI et al.,, 2004; SCHOBESBERGER et al.,
2005). Ja nos relatos de Kajita et al. (2006), foi descrito o mecanismo utilizado pela
cepa Onderstepoort, capaz de induzir apoptose através da utilizacdo de mediador de
apoptose de células de mamiferos (caspase-3), 0 qual faz uma cascata com transmissao
de sinais proteoliticos. Baseado nos relatos de Schobesberger et al. (2005), a
determinacdo do namero de linfocitos tem um valor prognostico no desenvolvimento da
doenca.

Na cinomose aguda, as células Thl e CD4" representam o principal alvo para o
virus. A infeccio litica de CD4" pode ter inlimeras conseqiiéncias, pois essa célula tem
papel importante na indugdo e regulacio da resposta imune. A deplecio de células CD4"
associada a atrofia de foliculos secundarios pode ser relevante para imunossupressao
(MORO & VASCONCELOS, 1998; KUMAGAI et al., 2004). Como conseqiiéncia da
infeccdo, a arquitetura do bacgo e linfonodos séo parcialmente destruidas; observando-se
dréstica infecgdo nas placas de Peyer e tonsilas sugerindo comprometimento da resposta
de anticorpos da mucosa (IgA), que protege contra patdgenos que atravessam barreiras
epiteliais (VON MESSLING et al., 2004b).

A imunossupressdo e resposta imune anormal contribuem na susceptibilidade as
infeccbes secundarias, que podem influenciar bastante na morbidade e mortalidade da
doenca (HASS & BARRETT, 1996; KAJITA et al., 2006).

8 Neuropatogenia

Alguns estudos sugerem que a infeccdo do SNC ocorre precocemente, na fase
sistémica da doenca. Neste caso, a cinomose progride da doenga sistémica para
neuroldgica, aparentemente por falha do sistema imune na invasdo viral no cérebro e na
medula espinhal (TIPOLD et al., 1992; SUMMERS et al, 1995; VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 1995).
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Os sinais da cinomose quando acomete 0 SNC sdo polimorficos. O curso clinico
e neuropatoldgico da encefalomielite esté relacionado com a variedade da cepa viral e a
idade do animal afetado (TIPOLD et al, 1992; SUMMERS et al, 1995;
VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 1995).

Os resultados encontrados por Silva et al. (2007) permitiram concluir que a
diferenca entre o tipo de lesdo desenvolvida por filhotes e adultos pode ser ténue, e que
embora possa haver maior freqiéncia de desmielinizagcdo em filhotes deve-se levar em
consideracdo que filhotes também desenvolvem lesdes mais crdnicas, assim como cées
adultos podem desenvolver lesdes mais agudas.

A difusdo viral depende do grau de resposta imune sistémica do hospedeiro e a
presenca de anticorpos antivirais. Além disso, a deposi¢do de imunocomplexos pode
facilitar a sua difusdo no endotélio vascular do SNC. Livre ou associado as plaquetas ou
linfocitos, o virus penetra nas células endoteliais vasculares das meninges, nas células
do plexo corodide do quarto ventriculo e nas células ependimarias lineares do sistema
ventricular (GREENE, 2006). A freqlente ocorréncia de lesbes periventriculares e
subpiais, e o fato do virus ser encontrado facilmente nas células do plexo cordide e do
epéndima, sugerem que penetre nos tecidos cerebrais através do liquor. Neste, o agente
pode ser encontrado em ceélulas monucleares fundidas com células ependimarias
(VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 1995).

A infeccdo do epitélio do plexo cordide tem mostrado ser produtiva através de
todo o curso de infeccdo com o virus continuamente sendo produzido. A propagac¢éo do
virus atraves das vias do SNC, provavelmente explica a precoce distribuicdo de lesdes
em areas subependimarias, tais como o cortex cerebral, trato dptico e nervos, velo
medular rostral, pedunculos cerebelares e medula espinhal (GREENE, 2006).

No entanto, nos estudos de Rudd et al. (2006) foram encontradas evidéncias de
que o virus penetra atraves do bulbo olfatério e se dissemina pela rota olfatoria até o
SNC, nos casos de infeccdo por via aerO0gena, diferente do que foi proposto
anteriormente.

Quando uma efetiva resposta imune antiviral neutralizante é ausente na fase
aguda da cinomose, anticorpos IgM anti-virus da cinomose aparecem nas duas
primeiras semanas da infecgdo. Apesar da auséncia de manguitos perivasculares,
numerosas células CD8+ sdo encontradas nas lesdes agudas desmielinizantes e também
distribuidas difusamente no parénquima cerebral, correlacionado de forma desigual com

areas de infeccdo viral. No liquor destes animais altos titulos de IL-8 foram
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encontrados, isto sugere que a ativacao inicial das células da microglia serve como uma
alavanca para a invasdo de células T no SNC (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN,
2005).

A IL-1 é importante na patogénese de todos os tipos de lesdes neuroldgicas
causadas pelo virus da cinomose. E responsavel por estimular a proliferacio de
astrocitos, que pode significar o inicio das lesdes, como as encontradas na cinomose ndo
inflamatoria subaguda, que evidenciam frequentemente astrogliose reativa. Encontrada
principalmente nos espacos perivasculares da inflamacdo subaguda e nas lesGes
cronicas, a IL-1 age de forma importante na propagacio da doenca (GRONE et al.,
2000).

A encefalite aguda, que ocorre inicialmente no curso da infeccdo em animais
jovens ou imunossuprimidos, é caracterizada por injdria viral direta (SUMMERS et al.,
1995; GEBARA et al., 2004; GREENE, 2006). O virus causa lesdo multifocal nas
substancias cinzenta e branca. Lesdes na substancia cinzenta séo resultados de infecgéo
neuronal e necrose, e podem levar a uma poliencefalomalacea predominante. Lesdes na
substancia branca sdo caracterizadas por danos mielinicos e estdo associados com
replicacdo viral nas células da glia. Mudancas inflamat6rias sdo minimas devido a
imunodeficiéncia resultante de imaturidade fisiologica do sistema imune e/ou
decorrente da imunossupressdo viral induzida (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN,
1995; GEBARA et al., 2004; GREENE, 2006).

Durante a fase inicial da encefalite a expressdo do RNA mensageiro (mRNA) e
da proteina viral sdo altas nas areas afetadas e uma possivel conseqiiéncia € o aumento
da producdo do Fator de Necrose Tumoral (TNF) pelos astrdcitos. A sua importancia na
progressao das lesbes cerebrais é também sustentada pela abundancia do virus na forma
imunorreativa presente nas lesdes ndo inflamatérias, que se caracterizam pela
desmielinizagdo. O TNF tem sido evidenciado como causa da destruicdo de
oligodendrocitos e perda de mielina (GRONE et al., 2000).

A encefalite multifocal em cédes adultos acomete frequentemente animais entre
quatro e seis anos, com curso crbnico. Esta enfermidade ndo é precedida nem
coincidente com os sinais sistémicos que sdo vistos nos cies jovens (CORREA &
CORREA, 1992). O antigeno do virus fica restrito a poucos astrdcitos e a expressio do
MHC é proeminente em todas as células da micrdglia, sendo responsavel pela
desmielinizacdo continua e disseminada infiltragdo mononuclear perivascular. As

alteracOes iniciam com hiperplasia dos astrdcitos e proliferagdo microglial em estruturas
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subpiais e subependimarias na substancia branca. Esta forma também esta associada
com a concentracdo alta de anticorpos antimielinicos, podendo ser uma reagdo
secundaria ao processo inflamatdrio. Anticorpos contra o virus interagem com
macrofagos infectados em lesdes no SNC, causando sua ativagdo com liberacdo de
radicais livres de oxigénio, do tipo superdxido. Esta atividade por sua vez pode levar a
destruicdo de oligodendrocitos e bainha de mielina (TIPOLD et al., 1992; SUMMERS
et al., 1995; GEBARA et al., 2004; GREENE, 2006; STEIN et al., 2006).

Os estudos de Burge et al. (1989) demonstraram que 0S anticorpos antivirais
estimulam a producdo de radicais livres de oxigénio (ROS) em culturas cerebrais de
cées infectadas com o virus da cinomose. O mecanismo de produgdo de ROS depende
da expressdo do antigeno viral na superficie de células infectadas marcadas com
receptores Fc (receptor de anticorpos de alta afinidade) nos macr6fagos. Os ROS fazem
degradacédo de fosfolipidios na parte cortical do cérebro, destruindo proteinas da bainha
de mielina e interferindo na producdo da mesma.

Nesta fase da doenga, nos infiltrados perivasculares encontramos CD8+, CD4+ e
linfocitos B, e citocinas pro-inflamatorias, IL-1, 1L-6 e IL-12, indicando uma resposta
imune-mediada (WUNSCHMANN et al., 1999; MARKUS et al., 2002).

A producdo de TNF e também de IL-1 e IL-6 pelas células locais é importante
na inducdo de moléculas de adesdo endotelial, como pré-requisito para a migracdo de
células inflamatérias para 0 SNC e a progressdo das lesdes no estagio crbnico,
caracterizado por inflamacdo severa. Além disso, a producdo de TNF por células
inflamatorias ndo é responsdvel apenas pelo processo de desmielinizacdo pela
destruicdo direta de oligodendrdcitos resultando na perda de mielina, mas pode levar ao
recrutamento de mais leucdcitos (GRONE et al., 2000).

Os estudos realizados por Vandevelde & Zurbriggen (1995) mostraram que 0
virus persiste em areas na camada branca fora das les6es inflamatorias desmielinizantes.
Isto acontece no desenvolvimento progressivo da doenga crénica se a resposta imune
for mais lenta do que a replicacéo viral. A persisténcia viral é a chave para a patogénese
das lesdes cronicas (ZURBRIGGEN et al., 1995a; ZURBRIGGEN et al., 1995b;
VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

E possivel que o virus reduza sua expressdo nestas areas do SNC, em analogia a
panencefalite subaguda esclerosante em humanos. A persisténcia esta associada com a
diminuicdo da regulacdo dos genes que codificam proteinas de membrana e superficie,

diminuindo, desta forma, a sua expressdao na superficie celular. Estas células
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persistentemente infectadas podem continuar a sobreviver, pois a infecgdo € restrita e a
difusdo viral ndo provoca lise celular (ZURBRIGGEN et al., 1995a; ZURBRIGGEN et
al., 1995b; MEERTENS et al., 2003; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

No estudo ultra-estrutural de Meertens et al. (2003), foram encontrados
relativamente pequenos indicios do virus nas células persistentemente infectadas,
mesmo que o nucleocpsideo seja encontrado em grandes quantidades e as glicoproteinas
expostas. O autor demonstra a diferenca entre as cepas Onderstepoort e A75/17 com
relacdo a persisténcia viral. A cepa A75/17 foi capaz de diminuir a expressao de suas
proteinas de superficie (H e F) em relagdo a Onderstepoort, com isso, pode-se observar
caracteristicas distintas entre as cepas virais com relacdo a persisténcia viral.

Foi sugerido que a infec¢cdo de astrocitos pelo virus da cinomose nao inicia uma
reacdo inflamatdria, ocorre por uma acdo viral em limitar o seu desenvolvimento,
diminuir a destruicdo celular, ndo liberar proteinas virais e debris celulares no meio
extracelular. A persisténcia do virus nos casos de cinomose é favorecida pela estratégia
do mesmo, que se dissemina com impedimento ou retardamento da sua detec¢do pelo
sistema imune, de maneira similar ao que propds Oldstone e Rall para outros sistemas
virais (ZURBRIGGEN et al., 1995a; ZURBRIGGEN et al., 1995b; VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 2005).

8.1 Encefalite do Céo Velho ou “Old Dog Encephalitis”

A encefalite do cdo velho é comumente observada em cdes com mais de seis
anos e se caracteriza por ser principalmente uma panencefalite. E uma forma rara,
cronica, de carater inflamatdrio progressivo na camada cinzenta dos hemisférios
cerebrais e do tronco encefalico, resultante da persisténcia viral nos neurbnios ap6s
infeccdo aguda pelo virus da cinomose. Esta enfermidade acomete animais que sdo
imunocompetentes e que apresentam a persisténcia viral no SNC, com lesGes restritas e
caracterizadas por infiltragdo perivascular disseminada com linfocitos e plasmdcitos,
proliferagdo difusa da micrdglia, astrogliose, degeneragdo neuronal e neuronofagia.
Estas lesbes estdo em todo cortex cerebral e também no ndcleo basal, tdlamo e
hipotadlamo. A resposta imune é dominada por infiltrado de células T e aumento da
regulacio do MHC classe Il (CORREA & CORREA, 1992; SUMMERS et al., 1995;
GREENE, 2006). Geralmente o cerebelo ndo é acometido nesta forma (CORREA &
CORREA, 1992).
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8.2 Desmielinizagdo

O inicio das lesdes desmielinizantes ocorre aproximadamente trés semanas pos-
infeccdo e durante o periodo de intensa imunossupressdo e auséncia de inflamacdo. A
desmielinizacdo coincide com a replicacéo viral nas células da glia, com predile¢éo por
algumas regides como cerebelo, sistema optico e medula espinhal (TIPOLD et al., 1992;
SUMMERS et al., 1995; VANDEVELDE, 2004; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN,
2005).

O sistema matrix metaloproteases (MMP) esta envolvido na patogénese da
desmielinizacdo, por abrir a barreira hemato-encefalica pela quebra de componentes da
membrana basal, favorecendo a migracdo de células inflamatorias para o interior do
SNC, desencadeando a liberacdo de TNF-4, que desintegra a bainha de mielina (MIAO
et al., 2003; VANDEVELDE, 2004).

A reconstituicdo da matrix extracelular ocorre sob o controle do fator de
crescimento por equilibrar a secrecdo de MMP e seus inibidores tissulares (TIMP).
Entdo, um desbalango entre MMP e TIMP resulta em inicio e progressao das lesdes.
Uma reducdo de TIMP nas lesGes crdnicas com aumento do nivel de expressdo de MMP
favorece a hipdtese para a progressdo das lesdes na encefalite desmielinizante da
cinomose (MIAO et al., 2003).

No estudo realizado por Khuth et al. (2001) foi possivel observar a expressao de
MMP e TIMP, que estdo com a regulacdo aumentada em locais especificos, ocorrendo
principalmente na regido rostral do cérebro, cortex, hipocampo e hipotalamo.
Concomitantemente ha um aumento da regulacdo ou indugdo de citocinas pro-
inflamtorias, havendo uma relacéo entre a replicacdo viral no SNC, a producgdo citocinas
inflamatorias e essa a quantidade de MMP e TIMP. Sugere-se que a inducdo de
citocinas inflamatérias é causada pela replicacdo viral, sendo responséveis pela
regulacdo de MMP e TIMP.

O exato mecanismo do inicio das lesbes da mielina no estdgio agudo
imunossupressor da cinomose ainda esta incerto (STEIN et al., 2004; VANDEVELDE,
2004; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005). Segundo Grone et al. (2000), as areas
com desmielinizagéo recente e sem inflamagéo séo consideradas uma consequéncia da

replicacdo viral no interior de oligodentrdcitos levando a destrui¢do celular e a perda de
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habilidade para manter a bainha de mielina (MIAO et al., 2003; VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 2005).

A explicacdo obvia segundo Vandevelde & Zurbriggen (1995) para o fenémeno
de desmielinizacdo é a infeccdo de oligodendrocitos, que sdo células produtoras de
mielina. Porém, em estudos de microscroscopia éptica, observaram que a maioria das
células infectadas sdo astrocitos. Estudos realizados em microscépios eletrénicos
revelaram que a infeccdo de oligodentrocitos é rara na cinomose. Concluiram em seus
estudos que o virus causa uma infecgdo discreta nos oligodentrdcitos, que mesmo assim
pode ser responsavel pelo fendmeno de desmielinizago.

Estudo ultra-estrutural revelou microvacuolizagdo e perda de organelas por
degeneracdo de oligodentrocitos. As mudancas morfoldgicas sdo precedidas por
disfuncbes metabolicas nestas células, com a diminuigdo drastica da atividade da
cerebrosideo sulfo-transferase (uma enzima especifica de oligodentrécitos) apds
infeccdo do virus. E possivel que a transcricdo do virus interfira nas funcdes
especializadas destas células, que sdo necessarias para manutencdo das membranas
mielinicas (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 1995; VANDEVELDE, 2004;
VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

Nos achados de Stein et al. (2004), o virus induziu a ativacdo das células da
microglia, que podem ter um importante impacto na patogénese de desmielinizagdo
aguda da cinomose, devido a um difuso aumento da regulagdo do MHC na camada
branca. A ativacdo destas células libera fatores toxicos que podem induzir a destruicdo
da mielina (MIAO et al., 2003; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005; STEIN et
al., 2006).

A formacdo de radicais livres de oxigénio (ROS) pela microglia pode alterar a
transmissdo sinaptica e destruir diretamente os neurdnios. Esta formacdo de ROS pode
ser considerada responsavel pela atividade convulsiva em alguns animais (STEIN et al.,
2006).

A desmielinizagdo cronica coincide com a recuperacdo do sistema imune, seis a
sete semanas poOs-infeccdo, manguitos perivasculares linfocitarios, plasmdcitos e
mondcitos ocorrem inicialmente nas lesdes induzidas pelo virus no cérebro. A reacdo
inflamatoria nas lesdes desmielinizantes pode levar a progressdo da destruicdo do
tecido. Citocinas pro-inflamatdrias estdo aumentadas, mas as citocinas antinflamatdrias

permanecem em niveis normais. E possivel que astrdcitos, o primeiro alvo do virus,
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participem da amplificagdo desta resposta imune (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN,
2005).

LesBes cronicas desmielinizantes sdo caracterizadas pela reducdo ou possivel
perda das proteinas virais, com aumento da regulagdo do MHC e infiltragdo massiva de
CD8+, CD4+ e células B (MIAO et al., 2003; VANDEVELDE, 2004).

O estégio cronico da doenca esté caracterizado por complica¢es imunoldgicas.
A inflamacgdo est associada com a sintese de anticorpos citotoxicos-dependentes, que
podem induzir a desmielinizagcdo por acdo dos anticorpos anti-mielina. Vandevelde &
Zurbriggen (1995) concluiram que as reagdes auto-imunes na cinomose Ssao
provavelmente um epifendbmeno e que ndo sdo primarias neste processo de
desmielinizacdo (TIPOLD et al., 1992; VANDEVELDE, 2004).

O experimento realizado por Krakowka et al. (1973) descreve a presenca de
anticorpos anti-mielina no soro de cées infectados apresentando encefalomielite
desmielinizante. Baixos niveis de anticorpos (<1:8) foram detectados nos soros do
grupo controle, possivelmente estes aparecem no momento da mielinizagdo no cérebro.
A demonstragdo de imunoglobulinas nas lesdes desmielinizantes no SNC de cées
infectados com o virus é uma tentativa de provar que estas possuem um papel ativo na
progressdo da doenca. Os autores concluiram que estes anticorpos sdo fatores que
contribuem na patogénese da desmielinizacdo da cinomose e funcionam amplificando
as lesBes basicas ndo inflamatorias induzidas pelo virus no cérebro.

Anticorpos anti-mielina no soro podem estar presentes por longo tempo na
cinomose. Estes anticorpos sdo produzidos no local das les6es cerebrais inflamatorias e
podem ser encontrados no liquor de cdes infectados. Resposta mediada por células
contra a proteina bésica da mielina foi encontrada em cdes experimentalmente
infectados (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

No entanto, Summers et al. (1995), descrevem que fragmentos de mielina sdo
fagocitados, principalmente por células da microglia, menos por astrdcitos e raramente
por oligodentrdcitos, induzindo a retirada destes fragmentos pelos macréfagos.

Macro6fagos, que estdo em grande nimero nas lesdes de cinomose, possuem um
papel importante. Anticorpos antivirais destinados a superficies de células infectadas
com o virus interagem com o0s receptores Fc de macrofagos e essa interacdo resulta
numa explosdo respiratéria dos mesmos que liberam ROS. Esses radicais podem ser
responsaveis pela destruicdo de oligodentrocitos e compartimentos de mielina.

Quimicamente a produgdo de ROS no sistema xantina/xantina-oxidase, seletivamente
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destroi culturas de oligodentrécitos, que sdo ricos em compostos ferrosos
(VANDEVELDE, 2004; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

Existem algumas evidéncias experimentais que o virus induz alteracfes nas
fungdes de macrofagos. A producdo de IL-1 por macr6fagos “in vitro” pode diminuir e
de prostaglandina E aumentar como resultado de infecgdo viral. A fagocitose,
dependente ou independente de receptores Fc, assim como a habilidade de liberar ROS
e a atividade procoagulante dos macréfagos também é alterada ap6s a infeccgéo.
Considerando a relacdo entre o sistema de coagulacdo e fungdes inflamatorias, essas
observacdes mostram que a infecgdo pelo virus da cinomose pode desencadear um
potencial destrutivo dos macréfagos e providenciar, além disso, suporte para a hipotese
que a desmielinizacdo “espectadora” ocorra na cinomose cronica (VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 1995).

9 Sinais Clinicos

Os cédes clinicamente acometidos encontram com as seguintes caracteristicas:
falta de vacinagdo ou doses incompletas, vacinas inapropriadas, colostro da mae com
titulos inadequados de anticorpos, imunossupressdo e histéria de exposicdo a cées
infectados (GREENE, 2006).

Poderdo ocorrer sinais clinicos digestivos, respiratérios, ou neuroldgicos,
isoladamente, conjuntamente ou alternadamente. As vezes surgem sinais neurolégicos
diretamente, 0 que ndo é comum (CORREA & CORREA, 1992).

Apos periodo de incubacdo de seis dias ou mais, surge a primeira fase clinica da
doenca, que corresponde ao pico febril e & localizacdo nos 6rgéos linfoides, onde ocorre
hipertermia até 41°C, anorexia, congestdo conjuntival discreta e corrimento seroso
ocular e nasal, sendo que geralmente esta fase passa despercebida ao proprietario.
Seguem-se dois a trés dias, onde tudo parece voltar ao normal, mas se houver progresso
do virus por falta de anticorpos, haverd disseminacdo para as células epiteliais e
ocorrendo o0 segundo pico febril com sintomas caracteristicos (CORREA & CORREA,
1992).

Os sinais no sistema respiratorio sdo: rinite, conjuntivite, descarga nasocular
serosa e mucopurulenta, pneumonia intersticial no inicio e posterior evolucdo para

broncopneumonia devido a infeccdo secundéria, caracterizada por tosse estridente,
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umida e produtiva, além de crepitacdes na auscultacdo (CORREA & CORREA, 1992;
GREENE, 2006).

No sistema gastrointestinal hd ocorréncia de vomitos intermitentes, anorexia,
diarréia pastosa a liquida, escura, com ou sem presenga de sangue, ocorrendo
desidratac&o em poucos animais (CORREA & CORREA, 1992; GREENE, 2006).

Os sinais neuroldgicos sdo multiplos e conseqiientes da replicagdo viral em
neurbnios e células gliais, refletindo desta forma, a distribuicdo do virus e as
consequentes lesbes no SNC. Estes podem apresentar-se tardiamente, semanas, meses
ou anos apos a recuperacgdo de infecgbes inaparentes, ou da cinomose aguda (TIPOLD
et al., 1992; GREENE, 2006), porém, esta apresentacao tardia € rara com intervalos de
meses ou anos.

Hiperestesia e rigidez cervical e para-espinhal podem ser encontrados em céaes
como resultado de inflamag&o das meninges, entretanto, sinais de lesdes encefalicas séo
predominantes em relagdo aos sinais meningeais (GREENE, 2006).

Quando ha& acometimento da medula espinhal sinais como paresia e
incordenacdo de membros sdo 0s Unicos achados neuroldgicos. Outros sinais comuns
incluem a doenga vestibular com movimento de cabeca, nistagmo, déficits em outros
nervos cranianos e da propriocepgéo; e na doenca cerebelar encontraramos ataxia com
hipermetria e cabeca pendente. Cegueira uni ou bilateral, as vezes com midriase,
ocorrem devido o freqliente envolvimento do trato e nervo Opticos. Atrofia muscular
generalizada é rara como apresentacdo clinica de lesdo focal no cortex (CORREA &
CORREA, 1992; TIPOLD et al., 1992; GREENE, 2006).

Podem ocorrer convulsdes parciais ou generalizadas, porém, a convulsdo do tipo
“goma de mascar”, classicamente associada com a infeccdo pelo virus da cinomose,
frequentemente ocorre em cdes que desenvolvem poliencefalomaldcea nos lobos
temporais (GREENE, 2006).

Outros sinais neurologicos incluem: apatia, estupor, alteragdes de
comportamento, reflexos espinhais anormais, hiperestesia, mioclonias e incontinéncia
urinaria (MORO et al., 2003).

As mioclonias ou contragfes tonico-clonicas sdo sinais comuns da cinomose e
podem estar presentes quando ndo h& outros sinais neurolégicos. Acometem um nico
musculo ou grupo de musculos, como auriculares, temporais, reto-abdominal, flexores
dos membros (CORREA & CORREA, 1992; TIPOLD et al., 1992; SUMMERS et al.,
1995; GREENE, 2006). O mecanismo neural para as mioclonias se origina com
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irritacdo local de neurb6nios motores da medula espinhal ou do ndcleo do nervo
craniano. E considerado um sinal patognomdnico da cinomose, porém também pode ser
observada em outras doencas inflamatdrias do sistema nervoso dos cdes (TIPOLD et al.,
1992; GREENE, 2006).

Silva et al. (2007) demonstram que a mioclonia foi o sinal neurolégico mais
prevalente com 38,4% dos cdes afetados. Segundo estes autores, a cinomose sempre
deve ser considerada a primeira opg¢ao no estabelecimento dos diagnosticos diferenciais
frente a um cdo com mioclonia.

Na encefalite do cdo velho, o sinal neurolégico mais comum é a diminuigdo
visual. E uma enfermidade progressiva e acompanhada pelo desenvolvimento de
depressdo mental, andar compulsivo em circulos, mioclonias, hipercinesia e obstinada
vontade de querer manter a cabega pressionada contra paredes ou objetos. O animal
afetado pode manifestar uma mudanca de personalidade e falha em reconhecer pessoas,
objetos e outros animais (CORREA & CORREA, 1992; SUMMERS et al., 1995; VITE,
2005).

10 Enfermidades relacionadas com o virus da cinomose

Silva et al. (2007) demonstraram que a toxoplasmose é a enfermidade mais
freqlientemente associada a cinomose, no entanto, dos 620 casos estudados apenas cinco
apresentaram a co-infeccdo e em apenas um animal foi observado lesdes no encéfalo.

Poucos estudos mencionam a presenca do antigeno do virus da cinomose ou do
RNA viral na medula 6ssea e suas lesdes em cdes infectados. Contudo, o0 RNA do virus
da cinomose tem sido demonstrado na doenca de Paget em tecidos da medula em
humanos. Em cdes, observa-se uma osteoesclerose metafisica em 42% dos cées
infectados com o virus. Esta lesdo foi encontrada em metéfises de Umero, rédio, ulna,
fémur, tibia e fibula, com aumento da densidade medular. As les6es podem variar de
moderada a severa e pode ser encontrada em animais com sintomatologia sistémica ou
neuroldgica (BAUMGARTNER et al., 1995).

Em cées experimentalmente infectados, as alteragcdes foram detectadas com oito
dias apos a infecgdo e se caracterizam por necrose de osteoclastos. Entre 23 e 32 dias
apos a infeccdo, necrose e atrofia de osteoblastos e de células da medula Gssea estéo
presentes. As celulas da medula, osteoclastos e osteoblastos sofrem uma reducgdo

moderada a severa, principalmente nas metéfises. A técnica de imuno-histoquimica
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demonstra a presenca do antigeno viral no citoplasma e nucleo de células mieldides,
osteoblastos, osteoclastos e, ocasionalmente, em ostedcitos. Ndo sdo encontradas lesdes
em animais velhos e ndo ha indicios de persisténcia viral nos tecidos da medula dssea
ou alteracGes permanentes na membrana (BAUMGARTNER et al., 1995).

11 Patologia Clinica

Sabe-se que a resposta hematoldgica varia de um individuo para outro, bem
como a fase da infecgéo viral (SILVA et al., 2005).

A anemia pode ser atribuida a0 aumento da destruicdo dos eritrdcitos ou pela
diminuicdo de sua producdo. A destruicdo é determinada pela presenca do virus no
eritrécito ou pela deposicdo de imunocomplexos na membrana destas células. A queda
da producdo pode ser atribuida a faléncia da medula dssea devido ao estresse
desencadeado pela doenca. Na maioria dos casos, 0s eritrdcitos apresentam-se
normociticos e normocrémicos e ndo ha sinais de regeneracdo medular, como hemacias
nucleadas, policromasia, anisocitose ou corpusculos de Howell-Jolly (SILVA et al.,
2005).

Os achados hematoldgicos freqlientes sdo linfopenia, as vezes combinado com
leucopenia ou leucocitose, anemia, monocitose e raramente trombocitopenia (TIPOLD
et al., 1992). O leucograma é a caracteristica mais variavel e as infeccdes bacterianas
oportunistas no trato digestivo e respiratorio podem ser observadas, justificando a
leucocitose por neutrofilia e o desvio a esquerda (SILVA et al., 2005).

A linfopenia é uma caracteristica consistente, mas pode estar ausente em alguns
casos. Em estudos, Silva et al. (2005) obervaram que cdes jovens infectados
experimentalmente com o virus da cinomose desenvolveram marcada linfopenia,
achado frequente e relevante no experimento.

Segundo Corréa & Corréa (1992) a linfopenia absoluta é causada pela deplecéo
dos tecidos linfoides e depende da cepa viral ser mais ou menos imunossupressora e
ocorre, principalmente, em cdes jovens que desenvolvem rapidamente a enfermidade
sistémica ou sinais neuroldgicos precoces.

Nas observacfes encontradas por Silva et al. (2005), a trombocitopenia é um
achado freqliente. Os autores sugerem que na infeccdo por Morbillivirus ocorre
aumento de anticorpos anti-plaquetas e a trombocitopenia € imunomediada com

remocdo das plaquetas pelo sistema reticulo endotelial.
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As inclusdes citoplasmaticas denominadas corpulsculo de Lentz ou Sinigaglia-
Lentz, que aparecem em algumas células do sangue, em pequeno namero nos linfécitos,
neutrofilos e hemacias, possuem particular relevancia no diagndstico clinico da
cinomose. A ocorréncia dessas inclusdes em leucocitos evidencia a presenca do virus,
mas quando ndo encontradas possuem pouco valor na determinacdo da auséncia do
virus, j4 que sdo observadas somente na fase virémica da doenca (CORREA &
CORREA, 1992; JONES et al., 2000).

No exame bioquimico os achados ndo sdo especificos para a infeccdo, porém,
pode ocorrer hipoalbuminemia ou hiperglobulinemia. Evidente hipoglobulinemia é
encontrada em filhotes infectados antes de nascer ou neonatos com imunossupressao
persistente causada pelo virus (TIPOLD et al., 1992; GREENE, 2006).

Segundo Silva et al. (2005), lesdes no epitélio intestinal causadas pelo virus,
com consequente diarréia, aléem da propria apatia determinada pela doenga levam o
animal a recusar o alimento. Desta forma, a diminuicdo da ingestdo protéica bem como
0 comprometimento intestinal sdo fatores determinantes na reducdo dos niveis séricos
da albumina na cinomose. A elevagdo plasmatica das globulinas é freqiiente em vérias
reacOes inflamatdrias e, em particular, o componente alfa 2 aumenta significativamente
nas infeccGes bacterianas e viricas, notadamente na cinomose.

O liquido cefalorraquidiano (LCR) é um fluido aquoso e incolor que ocupa o
espaco subaracndide, os ventriculos cerebrais e o canal central da medula. Possui
funcbes de protecdo do sistema nervoso contra agentes infecciosos, permitindo a
distribuicdo de elementos de defesa como leucocitos e anticorpos, e auxilia na troca de
metabodlitos entre o sangue e o cérebro (FEITOSA et al., 1997a; GAMA et al., 2005).

A analise do LCR é um dos melhores métodos de diagndstico das afec¢bes do
encéfalo e da medula espinhal. O exame do LCR est4 indicado em todo paciente com
doenca neuroldgica, na qual ndo ha diagndstico 6bvio, incluindo casos com suspeita de
afeccdo intracraniana (PELLEGRINO et al., 2003).

Segundo Gama et al. (2005), as caracteristicas fisico-quimicas do liquor tais
como, coloragéo, aspecto, densidade, pH e glicose, ndo foram capazes de contribuir para
indicar qualquer anormalidade liqudrica nas diferentes fases da cinomose. Por outro
lado, o componente protéico e a celularidade liqudérica mostraram alteracfes
importantes na presenca de sinais neuroldgicos, porém na auséncia destes, ndo
adicionam informacOes capazes de levar a deteccdo precoce de lesdes do SNC em
colaboracédo ao diagndstico da referida enfermidade.
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A turbidez no liquor ocorre geralmente devido a um aumento na celularidade da
amostra, com presenca de 500 ou mais células/uL. No entanto, como demonstrado no
estudo de Feitosa et al. (1997b) a turbidez ndo pode ser creditada exclusivamente a esse
aumento do numero de células, jaA que algumas amostras de liquor limpido
apresentavam 380 leucdcitos/uL, enquanto outras, uma discreta turbidez com 400
leucocitos/pL. Desta forma, afirmaram que o aspecto do liquor ndo é um bom indicativo
da sua normalidade.

Feitosa et al. (1997a) constataram diferencas estatisticas significantes entre os
niveis de CPK no liquor de cdes saudaveis e com cinomose. Segundo a literatura
existente, lesdes no tecido nervoso podem levar a um aumento na concentragdo
liqudrica de CPK, além disso, a degeneragdo da bainha de mielina também pode ser
responsavel por essa elevacdo. Foi observada correlacdo positiva entre os niveis de CPK
no liquor e no soro, que pode estar relacionada com casos de convulsdes, quando ocorre
aumento da atividade da CPK sérica devido aos movimentos musculares intensos e pela
liberacdo das enzimas contidas nos muasculos esqueléticos. No entanto, nem todos os
animais manifestam episddios convulsivos, sugerindo que este aumento ndo se deva
somente & ocorréncia de movimentos musculares intensos, mas também a um decubito
prolongado, decorrente de paresia de membros manifestada em muitos animais.

Durante o estdgio de desmielinizagdo aguda ndo ocorrem reac6es inflamatorias,
e consequentemente, as proteinas e as células do liquor podem estar normais (TIPOLD
et al., 1992; GREENE, 2006).

No estagio crénico com a inflamacgdo, ocorre aumento de proteina (acima de 25
mg/dL), principalmente representado por IgG antivirus e aumento de células (mais que
10/ul) com predominio de linfécitos (CORREA & CORREA, 1992; TIPOLD et al.,
1992; SUMMERS et al., 1995; GREENE, 2006).

O aumento dos anticorpos anti-virus no liquor oferece evidéncia da encefalite
pela cinomose, pois estes anticorpos sdo produzidos no local, e o aumento ndo €
encontrado em animais vacinados ou na cinomose sistémica sem alteracGes
neuroldgicas (GREENE, 2006).

12 Achados anatomo-patoldgicos

No sistema respiratdrio, pode ser detectado um exsudato purulento ou catarral

nas mucosas nasal e da faringe. Nas sec¢fes microscopicas, com freqiéncia sdo
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observados corplsculos de inclusdo citoplasmaticos e intranucleares nas células
associadas ao exsudato (JONES, et al., 2000).

No pulmao, as lesbes podem se manifestar por broncopneumonia purulenta onde
brénquios e alvéolos adjacentes apresentam-se repletos de neutrofilos, mucina, e debris
teciduais. No primeiro estagio o exsudato pode conter sangue, neutréfilos e células
mononucleares que revestem as paredes alveolares constituindo a Unica evidéncia da
infeccdo. Em alguns casos formam células gigantes multinucleadas no revestimento
brénquico, nos septos alveolares e livremente nos alvéolos. S&o encontradas incluses
citoplasméticas e, menos freqiientemente, intranucleares nessas células gigantes, em
celulas mononucleares e nas células epiteliais dos brénquios e bronquiolos (JONES, et
al., 2000). Segundo Damian et a. (2005), as lesdes no pulméo sdo caracterizadas por
bronquiolite necrotizante, necrose em pneumaocitos do tipo 11, pneumonia intersticial e
broncopenumonia supurativa. Entretanto, o virus causa imunossupressdo, permitindo a
associacdo com outros virus e com as bactérias, Bordetella bronchiseptica,
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Klebsiella pneumonae e Escherichia coli.

Na pele, particularmente no abdomen, pode ocorrer dermatite vesicular e
pustular. As vesiculas e pustulas estdo confinadas a camada de Malpighi da epiderme,
mas é comum alguma congestdo da derme subjacente, e ocasionalmente ocorre
infiltracdo por linfocitos. Corpusculos de inclusdo nucleares ou citoplasméticos podem
estar presentes no interior das células epiteliais, especialmente as das glandulas
sebdceas. Nos coxins plantares, a intensa proliferacdo da camada de queratina da
epiderme resulta numa lesdo clinicamente identificavel e caracteristica (JONES, et al.,
2000).

O epitelio do trato urinério, particularmente da pelve renal e bexiga, pode conter
vasos congestos e corpusculos de inclusdo citoplasmaticos ou intranucleares (JONES, et
al., 2000).

O estbmago e intestinos podem conter grande numero de inclusGes
citoplasmaticas e intranucleares no epitélio de revestimento. No intestino grosso, ha
excesso de exsudato mucoso, podendo demonstrar congestdo e infiltracdo de linfocitos
na lamina propria (JONES, et al., 2000).

Em alguns casos, corpusculos de inclusdo podem ser observados no epitélio da
conjuntiva (JONES, et al., 2000).

A cinomose ndo causa lesdes significativas no figado, embora inclusdes possam

estar presentes no epitélio biliar (JONES, et al., 2000).
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No SNC as lesbes podem ser detectadas somente por meios de estudos
microscopicos. A substancia branca subcortical do cérebro é habitualmente poupada e
as lesOes caracterizam-se por éareas de destruicdo com nitida delimitacéo,
particularmente nos tratos mielinizados. Grande nimero de micrdglia, astrocitos e
linfocitos sdo encontrados nos espagos de Virchow-Robin em torno dos vasos e estdo
associados ao aspecto esponjoso da camada branca. Ocasionalmente, células “gitter”
estdo reunidas em torno de areas de necrose na substancia branca. Estas grandes células
fagocitarias sdo originadas da micréglia e possuem citoplasma distendido com granulos
de lipidios, caracteristicas de algumas lesbes cerebrais. Inclusdes intranucleares no
interior dos astrdcitos multinucleados e microglias constituem um achado caracteristico
dessa lesdo. E possivel observar inclusdes intranucleares no interior de astrdcitos
multinucleados e de microglias, constituindo um achado caracteristico. No entanto,
raramente podem ser detectados nos neurénios corpusculos de inclusdo citoplasmaticos
ou nucleares (SUMMERS et al., 1995; JONES et al., 2000).

No cérebro, a lesdo € um tanto parecida, mas a caracteristica microscopica mais
notadvel é o aparente aumento de capilares. Esse aspecto pode ser resultante da
proliferacdo de capilares, ou mais provavelmente, da distensdo e congestdo de vasos
sanguineos e da perda do parénquima circundante, o que faz com que a vascularizacdo
assuma um aspecto mais saliente. Em muitos casos, as lesdes se limitam as folhas
cerebelares, ou véu medular anterior (VON MOLL et al., 1995; JONES, et al., 2000).

Corpusculos de inclusdo viral intranucleares e intracitoplasmaticos estdo
presentes em astrocitos e células da superficie ependimal (SUMMERS et al., 1995;
GEBARA et al., 2004).

Nos achados de Liang et al. (2007), as les6es no cérebro de cées infectados séo
desmielinizacdo e infiltrado de células gliais no cerebelo, pedinculos cerebelares e no
tronco encefalico. O antigeno viral pode estar presente nas camadas cinzenta e branca e
no canal central da medula espinhal. Foi encontrada uma alta porcentagem de
corpusculos de inclusdo (87,5%) neste estudo, sendo que as inclusBes intranucleares
foram mais comuns do que as intracitoplasmaticas.

Na cinomose aguda, lesdes na camada branca séo caracterizadas por alteragdes
vacuolares, moderada microgliose e uma vasta inflamagcdo mononuclear perivascular.
As alteracOes subagudas sdo caracterizadas pelo aparecimento, de moderada a severa
desmielinizacdo, malacia com infiltrado de células gitter, com variadas hipertrofias e
hiperplasias de astrécitos, com poucos astrocitos e gemistocitos multinucleados e um
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minimo a severo infiltrado linfoplasmatico nos espacos perivasculares. As lesdes
cronicas sdo caracterizadas por uma ampla e densa proliferacdo de astrdcitos e
desmielinizacdo com ou sem infiltrado linfoplasméatico nos espacos perivasculares
(LIANG et al., 2007).

Por achados imunohistoquimicos de Von Moll et al. (1995), o antigeno viral foi
encontrado predominantemente na camada cinzenta do cerebelo, menos freqlente no
cérebro e na camada branca do cerebelo. O antigeno foi observado em astrécitos e
neurdnios. Contudo, também foi detectado no endotélio vascular, células da meninge e
linfécitos.

Também ocorrem alteragdes degenerativas nos neur6nios, aparentemente
resultantes da invasdo primaria viral e de lesdes retrégradas secundarias a lesdo axonal.
Ocorre picnose, cromatolise, gliose, e neuronofagia. Raramente, podem ser detectados
nos neurénios corpusculos de inclusdo citoplasmaticos ou intranucleares. Na maioria
dos casos pode estar presente uma leptomeningite, principalmente caracterizada pela
infiltracdo de linfocitos (JONES, et al., 2000).

Na retina, ocorre congestdo, edema, formacdo de manguitos perivasculares com
linfocitos, degeneragdo de células ganglionares, e gliose. Também podem estar
presentes neurite do nervo éptico acompanhada de desmielinizacdo e gliose. Estdo
presentes inclusdes intranucleares na glia da retina e do nervo éptico. As lesdes
conduzem a atrofia retinal de todas as camadas. Habitualmente, também ocorrem
tumefacdo e proliferacdo do epitélio pigmentar da retina. Uma uveite anterior,
caracterizada pela infiltracdo de células mononucleares juntamente com células gigantes
multinucleadas (JONES, et al., 2000).

Na encefalite do cdo velho, a lesdo que mais chama atengdo no SNC € a
significativa formagdo de manguitos perivasculares, quase que exclusivamente por
populagdes de linfocitos. Os manguitos, que sdo muito espessos, estdo presentes tanto
na substancia cinzenta, como na substancia branca. Pode ocorrer desmielinizagédo focal
e necrose disseminada dos neurbnios. Sdo encontrados corpusculos de inclusdo
intranucleares nas células gliais e nos neurénios (SUMMERS et al., 1995; JONES, et
al., 2000).

A presenca de inclusfes intranucleares é algo paradoxal, ja que o virus replica
no citoplasma. Isto pode ser explicado por um estresse celular responsivo desencadeado
pela infeccdo. A inducdo de choque de proteinas comanda uma translocacdo da proteina
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NP viral para o interior do nucleo, onde fica associada com estruturas conhecidas como
corpusculos nucleares (SUMMERS, et al., 1995).

13 Prognéstico

O progndstico é reservado na fase sistémica da enfermidade, pois pode progredir
para a fase neurologica. Nesta fase torna-se desfavoravel, pois a mesma comumente é
progressiva, raramente estacionando, levando a morte em curso agudo ou crénico.
Quando eventualmente o animal escape a morte pode ficar com seqielas inabilitantes
(CORREA & CORREA, 1992).

14 Diagnostico

Em alguns paises o principal diagnostico é baseado nas manifesta¢fes clinicas
dos caes (LATHA et al., 2007). No entanto, a apresentacdo varidvel da clinica da
cinomose pode dificultar o diagndstico da doenca (SHIN et al., 2004).

Segundo Kim et al. (2006), em varios casos a combinacdo de alguns principais
sintomas como: inflamagdo conjuntival, secrecdo respiratoria, diarréia, doenca com trés
semanas ou mais e sinais nervosos sugerem um diagndstico presuntivo da cinomose.

Varios testes foram avaliados em todo mundo para o diagnéstico do virus da
cinomose, como reacdo de imunofluorescéncia indireta, isolamento viral, teste de soro
neutralizacdo, reacdo em cadeia pela polimerase e ELISA. Os métodos sorolégicos, que
mensuram em amostras de soro 1gG ou IgM especificos para o virus, sdo importantes
diagndsticos quando o animal esté na fase aguda da doenca (KIM et al., 2006; LATHA
et al., 2007).

No entanto, segundo Greene (2006), o aumento dos titulos de IgM e de 1gG no
soro sdo ambiguos e podem ambos indicar infecgfes passadas e presentes com ou sem
vacinagdo para cinomose. A analise dos niveis de IgG especifica no liquor pode ser
usado para mensurar anticorpos na fase crénica da infec¢do do SNC.

No intuito de criar novas técnicas de diagndstico, Latha et al. (2007)
identificaram a nucleoproteina como uma excelente escolha, ja& que ela aparece nos
estagios iniciais da infeccdo nas células hospedeiras e em infecgdes naturais ha
producdo de anticorpos diretos. Entdo, o desenvolvimento de ELISA com
nucleoproteina recombinante foi superior aos outros métodos soroldgicos, oferecendo

alta reprodutibilidade, auséncia de reagdo cruzada, facilidade de realizacdo em relacédo a

52
Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.


http://www.pdfdesk.com

deteccdo de anticorpos pela imunofluorescéncia indireta, alem disso, esse método nédo
requer o cultivo viral. Pode ser utilizada para detectar o aumento do titulo de 1gG ou
niveis de IgM especifico visando monitorar a eficacia do programa de vacinagao.

Inclusdes de Lentz representam o efeito citopatico do virus sobre a célula e sua
visualizagdo em hemadcias ou leucocitos confere ao diagnostico um carater definitivo.
Essas inclusdes sdo encontradas em aproximadamente 21% dos animais infectados,
principalmente em neutréfilos, conforme o relato de Silva et al. (2005), com excegéo de
animais recentemente vacinados.

No sistema nervoso central o virus causa lesbes caracterizadas por areas de
necrose bem delimitadas, desmielinizagéo e inclusdes intranucleares principalmente em
astrocitos. A observagdo dessas lesdes em cortes histologicos confirma o diagndstico da
infeccdo pelo virus (SUMMERS et al., 1995; JONES et al., 2000; GEBARA et al.,
2004; GREENE, 2006). O estudo de Damian et al. (2005) mostrou que a
imunohistoquimica é mais sensivel que a deteccdo pela histopatologia de corpusculos de
incluséo, logo deve ser um complemento do diagndéstico histopatoldgico.

A técnica de isolamento viral em cultivo celular é especifica, porém demorada e
pode resultar em falso-negativo se o animal ndo estiver na fase aguda da doenga. O
isolamento viral é dificil na rotina de cultura celular. O sucesso da replicacdo viral
ocorre durante o cultivo direto de tecidos infectados do hospedeiro. Culturas de
macrofagos detectam o virus em 24 a 48 horas, porém foram substituidas pela cultura de
linfocitos caninos para o isolamento do virus. A formacdo de células gigantes, a
caracteristica citopética efetiva do virus da cinomose em vérias culturas de tecido, €
detectada com dois a cinco dias, até que 0 mesmo possa ser isolado por outras células.

Atualmente, a técnica da reacdo em cadeia pela polimerase precedida de
transcricdo reversa (RT-PCR) vem sendo empregada com sucesso na deteccdo do virus
da cinomose em diferentes tipos de amostras biol6gicas provenientes de cdes com sinais
clinicos sistémicos e neuroldgicos (BARRETT, 1999; GEBARA et al., 2004). Segundo
Gebara et al. (2004), é possivel detectar o acido nucléico do virus em urina de caes tanto
com encefalite aguda quanto cronica, evidenciando a virdria. Estes resultados
demonstram que a técnica de RT-PCR é um método eficiente para realizagdo do
diagndstico rapido, precoce e “in vivo” (SAITO et al., 2005; ELIA et al., 2006; SAITO
et al., 2006).

Segundo Frisk et al., 1999, o RT-PCR é um método rapido, sensivel e especifico
para o diagndstico da infeccdo pelo virus da cinomose em cdes. Nos seus resultados, foi
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encontrado o RNA viral pelo RT-PCR em 86% das amostras de soro sangiiineo e 88%
de sangue circulante e liquor de cdes com cinomose confirmada pela
imunohistoquimica. O RNA viral ndo foi encontrado na imunohistoquimica em animais
antigeno-negativo ou em cdes vacinados, sugerindo previamente que a vacinagdo nédo
causa resultados falso-positivos. A degradacdo autolitica do RNA viral causada por
RNAases enddgenas deve ser considerada na possibilidade de resultado falso-negativo.
No entanto, Saito et al. (2006) afirmam que o soro e o sangue periférico ndo sdo
amostras boas para a deteccdo do virus da cinomose pelo RT-PCR quando o céo
apresentar apenas disturbios neurologicos sem envolvimento sistémico da doenca. A
baixa celularidade do liquor pode ser insuficiente para a preparacdo da amostra, que
pode causar um inadequado isolamento do RNA viral.

A maior vantagem do PCR em tempo real é a habilidade de quantificar
particulas virais em amostras clinicas, ao contrério do RT-PCR convencional que é uma
analise qualitativa. Alta carga viral foi demonstrada em tecidos linfoides, como tonsilas,
baco, linfonodos mesentéricos; em visceras e na urina. No SNC, o lobo frontal foi
encontrado uma alta concentracdo viral, sugerindo ser a area mais sensivel para
diagndstico (ELIA et al., 2006).

As vaérias amostras incluindo sangue periférico, swab conjuntival, secre¢do
nasal, urina, liquor, e swab de vagina, tecidos pulmonares, estomacais, intestinal e
urinario podem ser utilizados para o diagndstico de cinomose pela técnica RT-PCR.
Entretanto, o swab conjuntival é o mais apropriado para o diagndstico precoce da
cinomose (KIM et al., 2006).

Shin et al. (2004) levantaram a hipotese de utilizagdo do nested PCR para
diagndstico da referida enfermidade. A efetividade da técnica foi demonstrada em
amostras clinicas incluindo sangue, urina, swab nasal e saliva. Sendo um método ideal
para detecgdo do virus da cinomose em amostras clinicas, apresentou alta sensibilidade
e consisténcia no desempenho laboratorial. Comparativamente ao RT-PCR, mostrou
positividade relevante em todas as amostras testadas (JOZWIK & FRYMUS, 2005).

Segundo Jozwik & Frymus (2005), o resultado de ambos RT-PCR e reacdo de
imunofluorescéncia direta foram positivos em animais poucos dias ap6s a vacinagéo e
confirmou que ambos os métodos podem levar a um diagnostico falso-positivo de
cinomose em cdes vacinados com vacina de virus vivo modificado. Portanto, o tempo
minimo entre vacinacdo e o exame em cdes doentes deve ser de seis semanas para

excluir o resultado falso-positivo. Em seus resultados sugerem que a sensibilidade do
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teste de imunofluorescéncia ¢ 50% menor que o nested PCR. Contudo, RT-PCR
combinado com o nested PCR mostrou-se mais especifico e sensivel método para
diagndstico ante-mortem da cinomose, especialmente nas formas subagudas e crdnicas,
quando o virus ndo se encontra mais em mucosas e membranas e a reacdo de
imunofluorescéncia foi um resultado negativo.

O diagnostico rotineiro do virus da cinomose pela imunfluorescéncia é aplicado
em varias amostras, incluindo conjuntival, nasal e vaginal, usando anticorpos
policlonais ou monoclonais. Este teste ndo é sensitivo e s6 pode detectar antigeno viral
somente em infec¢cBes com trés semanas, quando o virus esta presente em ceélulas
epiteliais (ELIA et al., 2006 apud APPEL, 1987).

O antigeno viral pode ser dificil de detectar em outros tecidos em casos de
cinomose em fase nervosa sem sinais sistémicos, mas pode ser detectado nas células do
liguor com o teste de anticorpos fluorescentes indiretos usando anticorpos anti-virus
(TIPOLD et al., 1992; GREENE, 2006).

15 Tratamento

Infelizmente, ainda ndo existe uma terapia efetiva para a cinomose, apenas
tratamento sintomatico, sendo assim, a cinomose pode ser considerada uma importante
enfermidade na clinica veterinria (TIPOLD et al., 1992; CORREA & CORREA, 1992;
KAJITA et al., 2006).

Apesar de atualmente ndo existirem muitos trabalhos sobre o assunto, Corréa &
Corréa (1992) propdem a administracdo de soro hiperimune especifico (gama
globulinas especificas) de uma s6 vez, distribuindo-o em varios locais por via
subcuténea conforme o volume necessario. Como norma, aplicar o soro hiperimune
necessario de uma sO vez, pois sua acdo é fundamentalmente de soroneutralizagéo.
Devemos de uma sO vez obter a soroneutralizacdo de todos os virus livres, e que se
libertam eventualmente nos préximos dias. O soro homologo permanece ativo no
animal por 15 a 30 dias, baixando seu titulo paulatinamente, seja por soroneutralizag&o,
formando complexos antigeno — anticorpo, com o virus, seja por metabolizagdo e
eliminacdo progressiva. Assim, deve-se estimar a dose para obter um possivel excesso
de anticorpos soroneutralizantes e nunca falta dos mesmos.

No entanto, quando h& alteragGes do sistema nervoso, 0 soro hiperimune pode

ndo impedir o avanco da doenca, pois apenas neutraliza os virus circulantes, ndo
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atuando sobre as particulas virais que ultrapassaram a barreira hematoencefalica. Se o
animal ja foi vacinado pelo menos uma vez, ndo usar o soro, mas sim aplicar uma dose
de vacina, que poderd estimular células-memdria e rapidamente produzir imunidade
ativa (CORREA & CORREA, 1992).

Animais com infeccdo no trato respiratério superior ou pneumonia que
freqlientemente € causada por complicacBes bacterianas secundarias, geralmente por
Bordetella bronchiseptica, deve-se tratar a pneumonia com antimicrobianos de amplo
espectro, ativos principalmente contra Bordetella bronchiseptica, Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp. Podem ser usados como antimicrobianos: ampicilina, cloranfenicol,
florfenicol, ceftiofur, fluorquinolonas e aminoglicosideos. A terapia antimicrobiana
pode ser alterada quando € realizado antibiograma de lavado transtraqueal ou quando
ndo ha resposta ao antimicrobiano de escolha. Devem ser utilizados também
expectorantes ou nebulizacdo (CORREA & CORREA, 1992; GREENE, 2006).

Nos casos de diarréia grave usar antidiarréicos complexos que contenham
pectina, caolim ou outros adsorventes. Comida, agua e medicamentos orais devem ser
suspensos caso haja vomito e diarréia e antieméticos parenterais devem ser utilizados
(CORREA & CORREA, 1992; GREENE, 2006).

A hidratacdo pode ser necessaria e € preciso que seja realizada com solucdo de
Ringer, para hidratar e a0 mesmo tempo manter o equilibrio eletrolitico. A dose
costuma ser equivalente a 5% do peso animal, a cada 12 horas, caso esteja muito
desidratado. Pode-se adicionar 2,5 a 5% de glicose ao Ringer e administrar glicose
como fonte energética para animais anorexicos, fazendo glicose a 25% por via
intravenosa, duas vezes ao dia (CORREA & CORREA, 1992; GREENE, 2006), na dose
de 5 mg/Kg.

Na encefalite multifocal progressiva causadora de tetraplegia, semicoma e
incapacitacdo a eutanasia € recomendada. Anticonvulsionantes devem ser utilizados,
como o fenobarbital na dose de 2 mg/Kg pelas vias intravenosa, intramuscular e oral, a
cada 12 horas. Corticosterdides, como a dexametasona na dose de 2,2 mg/Kg, por via
intravenosa, podem ser utilizados por causa da base imunopatoldgica das lesdes
neuronais e para reduzir o edema cerebral, mantendo a terapia com doses
antinflamatdrias, posteriormente, reduzindo a dose até o final do tratamento. A
imunossupressao causada pelos esterdides é a principal desvantagem, porque a resposta
inflamatoria é responsavel pela retirada do virus (TIPOLD, 1992; GREENE, 2006).
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A terapia com glicocorticoides com dosagens antinflamat6rias pode ter algum
sucesso no controle na dilatacdo pupilar causada pela neurite dptica ou de alguns sinais
associados & inflamacédo crénica da encefalite. A prednisolona é comumente escolhida
entre os glicocorticéides na dose de 2 — 4 mg/Kg, a cada 24 horas, com administracdo
oral. A mioclonia é normalmente intratavel e irreversivel (GREENE, 2006).

Como os macro6fagos e seus produtos, especialmente radicais livres de oxigénio,
sdo importantes na indugéo da destrui¢do do tecido nervoso na cinomose, antioxidantes
como vitamina E e vitamina C podem ser utilizados terapeuticamente (TIPOLD, 1992).

Outras medidas terapéuticas apropriadas podem ser recomendadas ou
executadas, conforme a gravidade da doencga: vitamina A para a protecéo e regeneracao
de epitélios, vitamina C como fator trofico dos tecidos mesenquimais, do
reticuloendotélio e indiretamente do sistema imunopoiético, vitaminas do complexo B
como tbnicas e regeneradoras da fisiologia nervosa, para antialgia e mielopoiese e
estimulantes de apetite (CORREA & CORREA, 1992; GREENE, 2006).

16 Profilaxia

Como ndo existem terapias antivirais comprovadamente eficazes a prevencgéo é a
mais importante atividade veterinaria.

Segundo Vandevelde (2004), o desenvolvimento de estratégias terapéuticas deve
estar relacionado com a modulag¢do imunoldgica. Entretanto, enquanto a modificagdo da
resposta inflamatdria danosa pode ser vidvel, o problema basico relacionado a presenca
do virus no SNC ndo é resolvido. Terapias antivirais especificas contra Morbilivirus ndo
foram avaliadas ainda e por isso a mais importante intervencdo veterinaria € a
prevencéo.

Nos anos 1950 o virus da cinomose foi cultivado pela primeira vez em células e
foi atenuado como virus vacinal para producdo de vacinas com virus vivo modificado
(MOCHIZUKI et al., 2002). Vacinas produzidas com as amostras do virus da cinomose,
isoladas de cdes naturalmente infectados, como as amostras Snyder Hill, Rockborn,
Onderstepoort, adequadamente atenuadas em culturas de células, sdo eficientes em
induzir o estado de imunidade dos animais vacinados, protegendo-os contra a infeccéo
natural (BIAZZONO et al., 2001). Estas cepas, atualmente sdo consideradas velhas,

chamadas de “old CDV” e as cepas novas, chamadas de “new CDV” de vérias partes do
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mundo que possuem o gene e a proteina H com caracteristicas diferentes (MOCHIZUKI
et al., 2002).

A atual estratégia vacinal é baseada em mdltiplas doses de vacinas,
administradas os intervalos de trés a quatro semanas, devido as dificuldades de
mensurar os titulos de anticorpos do filhote de forma rotineira. Apds a administracdo da
primeira dose de vacina, 0s cées ja apresentam titulos de anticorpos em niveis protetores
e, apos a revacinacgdo anual, os titulos perduram por mais de 12 meses, ndo indicando a
necessidade de reforco imediatamente apds um ano (BIAZZONO et al., 2001).

Segundo Chappuis (1995) a via intravenosa ndo é recomendada para a
vacinacgdo. O uso por esta via deve ser com vacinas que possuem apenas 0 antigeno de
cinomose e é possivel observar uma completa protecdo apds 48 horas da aplicagdo, em
relacdo a aplicacdo subcuténea que tem uma resposta com cinco dias apés a aplicagéo.
Porém, a vacinacdo intravenosa pode ser necessaria nos casos emergenciais, como a
contaminacgéo de um filhote antes da primeira dose de vacina.

A epidemiologia molecular tem sido utilizada para tracar a origem das cepas
virais e investigar a dindmica de circulagdo das mesmas em animais susceptiveis.
Segundo Martella et al. (2007), a variagdo de aminodcidos entre as linhagens do virus
da cinomose foi maior que 4 %, onde a maior variacdo (> 8 %) foi observada entre as
cepas de America-1, usadas no desenvolvimento de vacinas vivas modificadas
atualmente comercializadas, e todos 0s outros genotipos do virus da cinomose.

A variacdo genética e antigénica na proteina H entre as cepas “novas” e
“velhas”, pode estar causando uma duvida na eficacia das vacinas atuais (IWATSUKI et
al., 2000).

A partir da demonstracdo da variagdo antigénica, pode-se questionar a
efetividade das vacinas utilizadas nos cées, que sdo protetoras por uma forte e ativa
resposta imune encontrada apds administragdes repetidas. E possivel, entretanto, que a
substituicdo de aminoécidos em certas porc¢des da proteina H de cepas circulantes pode
permitir uma falha na resposta de anticorpos maternais em filhotes ndo vacinados
(MARTELLA et al., 2007).

Segundo Negrao et al. (2006), falhas vacinais podem ser geradas por multiplos
fatores como interferéncia de anticorpos passivos, falhas individuais na resposta imune,
qualidade, conservacdo e variabilidade antigénica do imundgeno e infecgdo anterior a

vacinacéo.
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No final dos anos 1990, epidemias de cinomose ocorreram em cdes vacinados e
a analise molecular do virus isolado destes cdes mostrou-se diferente das cepas vacinais,
como Onderstepoort e Convac (IWATSUKI et al., 1997). Estes achados sugerem a
possibilidade da eficacia protetora das atuais vacinas contra o virus da cinomose foram
insuficientes. Recentemente, foram realizadas mudancas para desenvolvimento de
novas estratégias vacinais contra esta infecgdo usando subunidades vacinais ou vacinas
de DNA (CHERPILLOD et al., 2000). Entretanto, a evolucdo da resposta por linfécitos
T citotoxicos pode ser indispensavel para confirmar a eficacia da vacina “in vivo”. A
estratégia proposta por Hirama et al. (2003) € a utilizacdo do método de linfocitos T
citotoxicos de forma rotineira para avaliar a eficacia de novas vacinas em
desenvolvimento e para determinar a fungdo destes em outras infecgdes caninas.

O método de neutralizagdo sem complemento foi capaz de distinguir duas cepas
antigenicamente diferentes. Houve diferenca na neutralizagdo dos antigenos entre as
cepas distintas quando o complemento foi incluido na reacdo. Este pode ser um
mecanismo imune que explica porque as vacinas de cinomose com cepas “velhas” ainda
sdo funcionais e suficientes para proteger contra a enfermidade (MOCHIZUKI et al.,
2002).

O estudo realizado por Dahl et al. (2004) foi o primeiro a demonstrar que a
vacina de DNA pode induzir a producdo de altos niveis de anticorpos neutralizantes e
uma completa protecéo contra o virus da cinomose no hospedeiro natural.

As vacinas de virus vivo atenuado induzem boa resposta em cées, porém podem
induzir infeccdo virulenta em outras espécies. Como gene da proteina H, quando
aplicado no musculo, pode produzir anticorpos 1gG1 e, surpreendentemente, o DNA da
proteina F produz resposta de 1gG1 e 1gG2a, a vacina de DNA pode ser favoravel na
estratégia vacinal de animais selvagens (SIXT et al., 1998).

No entanto, Barrett (1999) relata que a maior desvantagem da vacina
recombinante € a sua pequena duracdo da sua imunidade quando comparada com a
vacina de virus vivo atenuado convencional.

Em 1987, Max Appel descreveu a questdo da erradicagcdo da cinomose: “a
erradicacdo do virus da cinomose, como vem sendo sugerido pelos relatos com o virus
do sarampo em humanos, pode ser desejavel, mas nao sera possivel. Varias espécies de
carnivoros selvagens que sdo susceptiveis ao virus da cinomose representam uma
constante fonte de infec¢do junto aos cdes doentes que ndo foram apropriadamente
vacinados.” (CHAPPUIS, 1995).
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17 Ribavirina frente aos Paramyxovirus

A ribavirina é uma droga antiviral, andloga a guanosina, inibidora da replicagdo
in vitro de alguns RNA e DNA-virus, incluindo Herpesvirus, Poxivirus, Influenza virus,
Parainfluenza virus, Reovirus, Togavirus, Paramyxovirus e Tumor RNA-virus. “In
vivo”, o espectro antiviral é restrito, com acdo contra Herpesvirus, Influenza,
Parainfluenza, Paramyxovirus do Sarampo e Adenovirus (HAYDEN & DOUGLAS,
1990). No grupo dos Paramyxovirus todos 0os componentes sdo sensiveis a ribavirina,
sendo o virus do sarampo o mais sensivel (CHANG & HEEL, 1981).

No estudo de Leyssen et al. (2005) foi evidenciado o mecanismo de acdo da
ribavirina frente aos Flavivirus e Paramyxovirus “in vitro”. O antiviral causa deplecdo
intracelular dos reservatorios de guanosina tri-fosfato (GTP).

A infecgdo do sarampo pode complicar-se por otite, diarréia, pneumonia ou
encefalite em 10% dos casos, e a infec¢do do sistema nervoso central é muito dificil de
ser tratada por causa da barreia hemato-encefalica (PARDRIDGE, 2003). Apenas um
estudo revelou a passagem da ribavirina através da barreia hemato-encefélica apds
administracdo por aerosol em ratos (GILBERT & WYDE, 1988).

A efetividade da ribavirina oral contra o sarampo foi reportada no México,
Brasil e nas Filipinas. Nestes relatos a dosagem diaria usada foi de 10 mg/Kg de peso
corporal, por cinco a sete dias. Nao foi encontrada anemia e nenhuma alteracéo clinica
ou laboratorial, sugerindo que ndo houve evidéncias de toxicidade. A ribavirina oral é
efetiva no tratamento da infec¢do aguda pelo virus da hepatite A, sarampo e febre de
Lassar (GILBERT & KNIGHT, 1986).

Ainda nao foi estabelecida nenhuma terapia especifica para a SSPE em humanos
(TEKGUL et al., 1999). Porém, a ribavirina tem sido testada nas infeccBes virais e
mostra-se eficiente na estabilizacdo do quadro clinico neurologico (TAKAHASHI et al.,
1998; SOLOMON et al., 2002).

Nos estudos realizados por Hosoya et al. (1989) foram descritas a eficiéncia da
droga frente ao virus da SSPE e a utilizagdo da ribavirina em concentra¢des baixas que
ndo causam citotoxicidade. A ribavirina inibe a replicacdo de varias cepas do virus de
SSPE “in vitro” e “in vivo” em animais experimentais, quando a sua concentragdo
liquorica atinge 7,5 pg/mL (TAKAHASHI et al., 1998; GRANCHER et al., 2004).
Concordando com estes autores, Wyde et al. (2000) demonstraram que a ribavirina foi

eficaz contra o sarampo em ratos quando administrada por via parenteral.
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No experimento de Elia et al. (2007) a ribavirina mostrou-se altamente efetiva na
prevencdo da replicacdo do virus da cinomose “in vitro” em baixas concentragdes,
aproximadamente 6,5-12,5 pg/mL, concordando com os valores encontrados para a

inibicdo do virus do sarampo.
18 Mecanismo de agao

Segundo Gilbert & Knight (1986) existem trés possiveis mecanismos de a¢do da
ribavirina: a diminuicdo na concentragdo intracelular de GTP por uma inibigdo
competitiva da inosina-monofosfato desidrogenase e duas acOes especificas de virus:
inibicdo da formacdo de mRNA e inibicdo da funcdo de codificagdo da RNA
polimerase.

A fosforilagdo intracelular, que forma derivados mono, di e trifosfatos, é
mediada por enzimas da célula hospedeira (adenosina-quinase). A ribavirina
monofosfato compete inibindo inosina-monofosfato (IMP) desidrogenase e interfere
com a sintese da GTP. Conseqlientemente a composi¢do do local do nucleotideo €
marcadamente alterado, impedindo a sintese de é&cido nucléico. A queda da
concentracdo do competidor da guanosina pode potencializar outros efeitos antivirais
(HAYDEN & DOUGLAS,1990; BEAN, 1992; WU et al., 2005). No entanto, quando
aumenta a fosforilagdo ocorre uma leve diminui¢do na sua agdo antiviral (CHANG &
HEEL, 1981).

A ribavirina pode agir como um virus mutante por imitar os pares de bases
adenosina e guanosina, que interagem com as duas timidina e citosina, no genoma viral.
Por isso, a incorporacdo da ribavirina trifosfato no genoma viral pode induzir uma
mutacdo e pode levar a um erro catastréfico no virus. Contudo, como um analogo do
nucleotideo de guanosina, a ribavirina trifosfato é incorporada no lugar da guanosina
monofosfato produzindo um defeito na estrutura para transcricdo do RNA viral,
contribuindo para a diminuicdo da translacdo do genoma viral (CROTTY, et al., 2001;
WU et al., 2005). E segundo Crotty et al. (2001) o principal efeito antiviral da ribavirina
é a mutacgdo letal no genoma viral. No entanto, a efetividade “in vivo” contra RNA virus
depende da acumulacédo da ribavirina e a ribavirina trifosfato em alguns tecidos.

Segundo Bean (1992) a ribavirina inibe a forma¢do do mRNA, como um passo
importante na replicacdo de muitos virus. Ela é capaz de inibir diretamente virus que

sdo dependentes de RNA polimerase, como o Virus da Influenza.
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Entretanto, todos ou nenhum dos precedentes mecanismos de agdo descritos
podem estar acontecendo a qualquer momento, porém dependem do virus infectante.
Esse é um potencial mecanismo para a melhor inibicdo e explicar a falha na deteccdo de
resisténcia viral (GILBERT & KNIGHT, 1986).

Segundo Elia et al. (2007) a ribavirina causa mutagdes no virus da cinomose e
estas acumuladas levam a um erro catastréfico no RNA do genoma viral. Pode ser
especulado que a ribavirina interfere com a RNA polimerase pela competicdo com

nucleosideos naturais e produz erro na terminacéo da cadeia do virus.
19 Propriedades da Ribavirina

Em 1972 a ribavirina foi sintetizada pela combinagdo quimica dos derivados
carboxamide e ribofuranoside, e mostrou que poderia ser um promissor agente antiviral
de amplo espectro. A atividade antiviral da ribavirina é especificamente associada a sua
estrutura. AlteragOes na ribose ou na base resultam em perda significativa da atividade
antiviral (GILBERT & KNIGHT, 1986).

A acéo antiviral “in vivo” depende de alguns fatores como a cepa e quantidade
de virus, a via de infecgdo, a idade e sexo dos animais e a frequéncia e via de
administracdo da droga (CHANG & HEEL, 1981).

A ribavirina comegou a ser comercializada em 1986 na forma de aerosol. As
formas oral e intravenosa ainda estdo sendo estudadas, mas a droga mostrou-se mais
efetiva quando administrada pela forma de aerosol (BEAN, 1992).

Na administracdo oral, a biodisponibilidade é de aproximadamente 33 a 45% em
humanos. O pico plasmatico ocorre entre uma a duas horas apds doses Unicas. Até o
momento, sabe-se que no liquor é alcancado até 70% da concentracdo do plasma e o
pico plasmatico ocorre 30 minutos apds a administracdo intravenosa (HAYDEN &
DOUGLAS,1990; GRANCHER et al., 2004). Cerca de 40% da ribavirina é excretada
pelos rins apds 72 horas da administracdo, e o metabolismo hepético € uma rota
importante para sua eliminacdo (HAYDEN & DOUGLAS, 1990).

Quando administrada por via oral, o tempo de absor¢do da droga é de
aproximadamente duas horas, podendo chegar a 12 horas, desta forma, sugere-se que a
absorcdo ocorra por toda a extensdo do trato gastrointestinal. Um mecanismo para a
absorcdo foi identificado e envolve os transportadores de nucleotideos dependentes de
sodio (PRESTON et al., 1999).
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Contudo, pelo estudo de radioatividade de Lin et al. (2003), foi observado que a
ribavirina é excretada principalmente pela urina, pois a bile € uma via insignificante e a
excregdo pelas fezes foi de 1,4% da dose intravenosa em ratos, e de 0,8% em macacos.

A ribavirina é excretada lentamente e retida em todos os tecidos, exceto o
cerebro. Apds a administracdo oral a maior parte dos produtos excretados da ribavirina
n&o possui base e ribose de sua estrutura. A estimada meia-vida da ribavirina na urina e
eritrocitos é aproximadamente 10 a 12 horas e 40 dias, respectivamente (GILBERT &
KNIGHT, 1986).

Em contraste com as células do sangue e do figado, ocorre uma pequena
acumulacdo da ribavirina no cérebro de ratos e macacos. Esta informacdo sugere que a
ribavirina é capaz de ultrapassar a barreira hemato-encefalica (FERRARA et al., 1981).

No estudo realizado por Bean (1992) a ribavirina ultrapassou bem a barreira
hemato-encefalica, chegando a concentracdo no liquor de 50 a 100% da encontrada no
soro.

Estudos que utilizaram administragcéo de altas doses intravenosas de ribavirina,
em pacientes com SSPE, mostraram concentragdes liquoricas aproximadamente 74%
das encontradas no plasma (HAYDEN & DOUGLAS, 1990; HOSOYA et al., 2001),
sendo eficientes no combate a infeccdo. Segundo Hosoya et al. (2001), o nivel da
ribavirina no liquor alcangou concentracdo ideal de 7,5 pg/mL pela administragdo
intravenosa na dose de 20 mg/Kg.

No entanto, Jeulin et al. (2006) observaram que a ribavirina néo foi capaz de
impedir a morte de hamsters com encefalite pelo sarampo, quando administrada por via
intraperitoneal na dose de 50 mg/Kg ao dia. A melhora da atividade da ribavirina pelas
ciclodextrinas é provavelmente relacionada & acdo destas em membranas bioldgicas,
facilitando sua passagem pela barreira hemato-encefalica.

A meia-vida no plasma foi observada como sendo aproximadamente de 24
horas, mas uma pequena quantidade da droga persiste no plasma por mais de 16 dias
(CHANG & HEEL, 1981).

A ribavirina foi capaz de inibir a replicagdo do virus da cinomose “in vitro” de
forma dose e tempo-dependente. Ainda que a concentragdo ndo citotoxica da droga
bloqueie completamente a replicacdo em 24 horas ap0s a exposicdo, a concentracao €
mantida até 72 horas. Desta forma, pode-se sugerir que a ribavirina afeta o virus ainda
no meio extracelular, de maneira precoce no seu ciclo de replicagdo. Apds 24 horas de
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exposicdo, mesmo em baixa concentragdo a ribavirina reduz o nimero de copias de
RNA (ELIA et al., 2007).

Em 1978, Larsson et al. demonstraram em seus experimentos que a ribavirina
possuia um efeito forte na sintese de DNA e RNA de células néo infectadas, sendo que
a producdo de DNA foi mais sensivel ao efeito da ribavirina. O efeito da ribavirina na
replicacdo viral pode ser reversivel pela guanosina e que guanosina e xantosina causam
uma reducdo na proliferacdo celular. Concluiram que a ribavirina possui um efeito
reversivel apds um longo periodo de tratamento.

Segundo Hosoya et al. (1989) a ribavirina ndo alterou a morfologia celular ou
inibiu a sintese de proteinas na concentragdo de 200 pg/mL, que é alta em relacdo a
concentracdo necessaria para inibir a sintese de DNA e RNA.

No estudo realizado por Elia et al. (2007) a ribavirina demonstrou relativamente
baixa toxicidade na cultura de células VERO; esta citotoxicidade s6 foi observada em
concentragdes 100 vezes maiores das necessarias para inibir a replicacdo do virus da
cinomose. A toxicidade em células VERO causada pela ribavirina pdde ser verificada
pela multiplicacdo celular.

Nos relatos de Browne (1978) foi observado que o aumento da concentragdo da
ribavirina levou a um declinio na sintese de proteinas virais e concomitantemente uma
reintegracdo da sintese de proteinas da célula hospedeira. No entanto, € possivel que a
alta concentragdo seja menos especifica na sua acao e cause alteracbes no metabolismo
do RNA, exceto a capacidade de inibir a IMP desidrogenase.

Na busca de uma dose letal da droga, Jeulin et al. (2006) utilizaram em ratos a
dose de 480 mg/Kg de ribavirina por via intraperitoneal, no periodo de 21 dias e ndo
observaram nenhuma morte entre os animais. E ndo conseguiram chegar a uma dose

letal devido ao volume da droga a ser injetada.
19.1 Viramidine: pro-droga da ribavirina

Viramidine é uma pré-droga, que da origem a ribavirina. Este pode ser ativado e
convertido em ribavirina pela adenosina desaminase “in vitro” (WU et al.,, 2003).
Andlises farmacocinéticas indicam que essa pro-droga possui distribuicdo no figado
melhor do que a ribavirina com a reducdo da propensdo para entrar nos eritrocitos. Por
isso, 0 viramidine é o mais indicado para o tratamento crénico da Hepatite C (WU, et
al., 2005).
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Segundo Barnard (2002), o viramidine possui uma acdo antiviral e
imunomoduladora “in vitro” e “in vivo”, € um potente inibidor da fosforilacdo de
nucleotideos de purina e é capaz de previnir a fosforilacdo da ribavirina “in vitro”. Este

causa uma estabilidade transitoria na ribavirina (WU et al., 2004).
20 Ribavirina e o sistema imune

Mesmo em baixas concentragdes, a ribavirina pode inibir de forma reversivel a
sintese de macromoléculas e a divisdo rapida de células ndo infectadas. Este composto
causa supressdo da sintese de acido nucléico e estimula a mitose de linfécitos humanos
“in vitro”, mas ndo afeta a fungdo de leucdcitos polimorfonucleares. Também é capaz
de inibir a secre¢do de mastdcitos. No entanto, tem efeito imunossupressivo em animais
experimentais e mostra acao terapéutica para virus que induzem tumores transplantaveis
e doencas auto-imunes (HAYDEN & DOUGLAS,1990).

A ribavirina possui efeitos imunoreguladores, pois é capaz de inibir a sintese de
macromoléculas e a divisdo celular, proliferacdo de linfocitos e a sintese de acido
nucléico. As vezes, pode suprimir a producdo de linfocitos B e consequentemente a
formacdo de anticorpos (BEAN, 1992). Em humanos, a ribavirina administrada por via
oral foi capaz de diminuir o nimero de células CD4 e a proliferacdo de linfocitos,
principalmente em altas doses, sugerindo uma possivel toxicidade dos linfocitos
(HEAGY et al., 1991).

Segundo Tam et al. (1999), a ribavirina possui uma atividade imunoreguladora,
sugerida por possuir uma funcdo imunomoduladora capaz de estimular a imunidade
celular mediada por células T, favorecendo a eliminacdo de patgenos intracelulares
virais.

No entanto, Vollmer et al. (2004) afirmam que a ribavirina ndo possui efeito
sobre as celulas B ou na secre¢do de citosinas, sugerindo que esta droga ndo apresenta

efeito estimulante sozinha e diminui a secrecéo de IL-5.
21 Contra-indicac0es e efeitos colaterais da ribavirina

A aplicagdo clinica da ribavirina mostra restricdes devido a alguns efeitos
adversos, especialmente, inducdo de anemia hemolitica. O acumulo dos fosfatos da

droga em eritrocitos leva a anemia, que pode ser causa para descontinuacdo do
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tratamento (WU et al., 2005). A severidade da anemia é mais grave em macacos,
seguidos dos humanos, roedores e cédes (LIN et al., 2003)

Esse efeito é relatado como uma habilidade de células vermelhas de primatas
para acumular a ribavirina. A diferenca entre espécies esta relacionada com a variagdo
da atividade enzimatica de nucleotideos nos tecidos (FERRARA et al., 1981)

Quando incorporada nos eritrocitos, a ribavirina é convertida em metabdlitos
fosforilados. Estes diminuem os niveis de ATP intracelular, resultando na reducéo da
integridade dos eritrécitos por uma desestabilizacdo da membrana e podendo chegar a
hemolise extravascular. A concentracdo celular de ribavirina alcanga niveis estaveis em
duas a trés semanas ap0s o inicio do tratamento, quando ocorre a diminuicdo de
hemoglobina. De forma interessante, as mudangas na concentragao de ribavirina celular
sdo inversamente proporcionais as alterages nos niveis de hemoglobina (INOUE et al.,
2004).

No experimento de Homma et al. (1999) por cromatografia liquida, foi
demonstrado que a concentragdo de ribavirina no eritrdcito é trés vezes maior que a
concentracdo no plasma. Sendo que 74% da ribavirina dos eritrocitos eram metabdlitos
fosforilados, os quais ndo foram encontrados no plasma. A partir deste estudo, 0s
autores sugeriram que a droga € transportada para o interior dos eritrocitos por um
transportador de nucleotideos presente na membrana celular.

A ribavirina administrada sistemicamente, em altas doses, pode causar efeitos
indesejaveis, como anemia por hemolise extravascular, supressdo da medula 0ssea,
aumento de bilirrubina, ferro e acido drico no soro, que sdo reversiveis quando cessa a
administracdo da droga (BEAN, 1992; TAKAHASHI et al., 1998; HOSOYA et al.,
2001).

Ratas prenhes tratadas com ribavirina desenvolveram deformidades
embrionarias no esqueleto, podendo levar até uma reabsorcao fetal. Por isso, esta droga
é contra-indicada em mulheres gravidas (BEAN, 1992).

A ribavirina oral foi observada por piorar as condi¢cbes dos gatos
experimentalmente infectados com calicivirus. Supressdo da medula dssea, perda de
peso, enzimas hepaticas aumentadas e ictericia foram observadas. Porém, esses efeitos
colaterais ndo foram observados em cédes quando recebaram 60 mg/Kg durante duas
semanas (PAPICH et al., 2003)

66
Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.


http://www.pdfdesk.com

Outros efeitos foram reportados, como pruridos, erupcdo cutdnea aguda,
nauseas, depressdo, tosse e sintomas respiratorios em humanos (HAYDEN &
DOUGLAS,1990).

22 Dimetil Sulfoxido como solvente de nucleotideos

A solubilizacdo de nucleotideos em solventes orgéanicos € importante para a
entrada de drogas nucleotideas em membranas celulares. Pelos estudos de West et al.
(1994), a base guanosina € hidrofobica e sua interacdo com DMSO pode torné-la
permeével a substancias lipofilicas, indicando que este pode servir como veiculo de

transporte de drogas nucleotideas por membranas celulares.
23 Propriedades do Dimetil Sulfoxido

23.1 DMSO e membranas celulares

Barreiras bioldgicas como as membranas lipoprotéicas sdo altamente permeaveis
ao DMSO e ndo sao alteradas e nem destruidas pela sua passagem. A droga pode
penetrar em mucosas, ultrapassar a barreira hematoencefélica, membranas microbianas,
celulas e membranas de organelas e, além disso, pode facilitar a penetragdo de vérias
outras substancias através de membranas (BRAYTON, 1986; PAES, 1999).

No experimento de Leekunjorn & Sum (2006) foi observado que a passagem do
DMSO pela regido da interface da membrana € um processo rapido e considerado
passivo, por perspectiva macroscopica, e, entretanto, em perspectiva molecular foi
encontrado processo ativo que requer energia. Essa energia é obtida pelo destacamento
da ligacdo de hidrogénio da agua para o DMSO para a passagem deste pela regido
interfacial. O grupo metil do DMSO, que € hidrofdbico, interage de forma favoravel nas
camadas lipidicas.

23.2 Captura de radicais livres

A partir de 1964, o DMSO passou a ser amplamente estudado e utilizado em
uma gama imensa de pesquisas cientificas através das quais foram descobertas muitas
das suas propriedades farmacolégicas, como a captura e remocéo de radicais hidroxidos
livres. Pela agcdo de seu metabolito dimetil sulfide (DMS), o DMSO remove radicais
livres de oxigénio, o que explica suas propriedades protetoras como acdo
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antinflamatdria, antiisquémica, crioprotecao e radioprotecdo (BRAYTON, 1986; PAES,
1999; LIND et al., 2000; ALI, 2001; KISHIOKA et al., 2007).

A propriedade antioxidante do DMSO pode auxiliar em casos de endotoxemia e
choque séptico como confirmado no recente estudo realizado por Ali (2001), em que a
efetividade do DMSO foi positiva na adesdo intracelular de moléculas e fatores

nucleares em testes com ratos modelos de peritonite séptica.
23.3 Solvente organico

Nos anos de 1980 foi demonstrado que enzimas quando associadas aos solventes
organicos tinham uma melhora na sua eficiéncia (BRINK et al., 1988). As vantagens do
uso de solventes incluem, por exemplo, aumento da solubilidade de substratos
hidrofébicos e uma favoravel alteracdo no equilibrio da reacdo. Os solventes DMSO e
Dimetil formamide (DMF) afetaram gravemente na atividade da catalase no estudo
realizado por Rehan & Younus (2006). Neste mesmo estudo, mostraram que a interacao
antigeno-anticorpo foi mais forte em concentracées de 40% de glicerol, DMF e DMSO.
Os efeitos dos solventes organicos dependem da conformacgédo do antigeno e a acéo da
catalase nestes compostos.

Este composto serve como veiculo e/ou potencializador de antibidticos,
antiprotozoarios, antifingicos, antivirais e agentes quimioterapicos. O DMSO foi
relatado por ter efeito sinérgico com esterdides nas células (BRAYTON, 1986;
SANTOS et al., 2002).

Trata-se de um solvente altamente higroscépico, melhor que a 4gua para muitas
substancias e ao ser hidratado h& ocorréncia de reacdo exotérmica (BRAYTON, 1986;
PAES, 1999; ALI, 2001).

No estudo de Venkatesh et al. (2007) que testam a capacidade aumentar a
permeabilidade de drogas como propanolol, afirmam os autores que o DMSO pode ser
usado como co-solvente para determinar a permeabilidade de drogas pouco soluveis e
novos compostos quimicos, desta forma, sugerem uma classificagdo da droga no
sistema de classificacdo biofarmacéutica.

Segundo Pérez-Pastén et al. (2006) o DMSO é um veiculo comumente usado em
estudos embriotdxicos in vitro e sugere estudos que avaliam a modulacdo da formagéo

de ROS, capaz de induzir a teratogénese “in vitro”, pelo DMSO.
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23.4 Protetor tecidual, antinflamatério e antiisquémico

O estudo realizado por Lind et al. (2000) utilizou 0 DMSO como hepatoprotetor,
e este composto demonstrou efetividade frente ao toxico utilizado, fazendo com que os
valores de ALT voltassem ao normal mais rapido, com menor lesdo ao figado, quando
comparado ao grupo controle. Estes pesquisadores observaram que as lesdes no figado
eram acompanhadas de infiltrados inflamatorios e que podiam contribuir com a les&o.
No entanto, o DMSO foi capaz de diminuir esse recrutamento, a quimiotaxia e a
ativacdo de células inflamatorias.

Kishioka et al. (2007) demonstrou que o0 DMSO previne totalmente o estresse
oxidativo causado pelo thioacetamine, resultando numa diminuicdo da necrose de
celulas hepaticas.

DMSO tem mostrado ser protetor contra lesdes causadas por xenobidticos em
varios oOrgdos e tecidos, incluindo figado, coracdo, duodeno e pulmdes, quando
administrado antes ou simultaneamente com o tdxico. Possui uma agdo protetora dos
nefrons contra a acdo nefrotoxica da gentamicina, relatada em ratos (ALI, 2001).

O estudo de Yoon et al. (2006) mostrou que 0 DMSO possui efeitos complexos
no metabolismo de xenobioticos. Esta substancia possui efeitos variados na atividade de
isoenzimas, sua presenca nas reacdes enzimaticas produz efeitos inibitérios diretos no
metabolismo mediado por estas. A afinidade relativa do DMSO com o substrato das
enzimas pode ter um papel importante como consequéncia dessa interagdo. E neste
estudo revelou que o DMSO diminui a hepatotoxicidade do acetaminofen, na dose de
0,4 mg/Kg, e inibiu a sua ativacdo metabolica na concentragdo 0,02% na reacg&o.
Considerando a variedade de uso dessa substancia em experimentos bioldgicos, estes
autores sugerem uma cuidadosa consideragdo nos efeitos do DMSO no metabolismo
hepatico, podendo ser utilizado com solvente.

O DMSO tem sido utilizado com um crioprotetor de espermatozdides, embrides,
plaguetas, outros componentes do sangue, células tumorais e células de cultura de
tecidos. Em algumas situacGes tem sido considerado superior a glicerina (BRAYTON,
1986).

Da mesma forma, Pérez-Pastén et al. (2006) demonstrou que 0 DMSO impede a
formacdo de ROS e reduz as mal-formacgdes em embrides induzidas por arsénio, mas

néo foi capaz de diminuir a incidéncia de anormalidades.
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Segundo Camici et al. (2006) o DMSO ¢é capaz de suprimir a atividade do fator
tecidual e protege contra a oclusdo trombotica “in vivo”. Este efeito do composto pode
ser atribuido em parte a sua habilidade de impedir a aderéncia e a agregacao plaquetéria
e sugerem 0 composto como uma nova estratégia para o tratamento de sindromes
coronarianas agudas.

Nos relatos de Nagel et al. (2007) o DMSO demonstrou efeitos neuroprotetores
em ratos em diferentes doses quando administrado antes e depois da isquemia
permanente de 24 horas. Estes autores mostram que houve uma atenuac¢ao na destrui¢cao
da barreira hemato-encefalica também. A agdo ocorre frente a formacdo de ROS em
locais sem fagocitose de forma que o DMSO diminui o estresse oxidativos dos tecidos
infartados e 0s que estéo ao redor.

No estudo de Farkas et al. (2004) observou que o DMSO ¢ capaz de prevenir a
producdo de cicloxigenase-2 e a perda de neurdnios. Além disso, confirmaram outros
estudos que o composto pode reduzir o tamanho do infarto em isquemias cerebrais
focais.

Segundo Amemori et al. (2006), a administracdo oral do DMSO é um tratamento
para amiloidose secundaria do trato gastro-intestinal com sintomas e pacientes no
estagio inicial da amiloidose renal.

Em situacdes clinicas, beneficios antinflamatorios da terapia com DMSO sé&o
descritos em lesdes musculares agudas, em alteragbes agudas, trauméticas e
inflamatorias do sistema nervoso central e em condicGes infecciosas ou sépticas. Em
inflamacdes cronicas os resultados s&o menos consistentes, algum sucesso foi relatado
em doengas reumaticas, artrites crénicas e cistite intersticial. Este composto contribui na
manutencdo da microcirculagcdo e reduz a destruicdo celular pela inflamagdo. Como
mecanismo de acdo foi observado que inibe a migragéo de células inflamatdrias, modula
a resposta imuno-mediada, inibe a producdo de anticorpos e inibe a proliferagcdo de

fibroblastos, que pode ser importante nas condigdes cronicas (BRAYTON, 1986).

23.5 Efeitos no Trato Gastro-intestinal

Cochran et al. (1983) foi o primeiro a relatar que 0 DMSO pode proteger contra
a ulceracdo gastrica causada por estresse em ratos. O mecanismo dessa acdo foi
sugerido baseado na captura de radicais livres pelo DMSO. No entanto, foi comprovado
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que este composto € antagonista da deple¢do do GSH resultante de Glceras causadas por

estresse ou quimicos (ALI, 2001).
23.6 Antimicrobiano

“In vitro”, em concentracGes de 5-50%, apresenta atividade bacteriostatica ou
bactericida contra véarias bactérias patogénicas, incluindo M. tuberculosis,
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Salmonella spp., Proteus spp. e E. coli. “In
vivo”, o0 DMSO reduz a flora oral e a flora axilar normal. N& mostrou nenhuma
significancia em efeitos benéficos ou deletérios na atividade antimicrobiana
(BRAYTON, 1986).

23.7 Antifungico

O DMSO na concentracdo até 10% afetou significantemente o crescimento de
dermatéfitos “in vitro” testados no experimento de Randhawa (2006). Entretanto, na
concentragdo de 1% inibiu o crescimento de M. canis e T. mentagrophytes. E possivel
que iniba a formacdo de microfilamentos que s&o essenciais para o crescimento normal
de hifas e pode potencializar os efeitos antimicoticos de azoles, que interferem na
formac&o de erdosterol na sintese de membranas fungicas.

Na concentragdo de 1% o DMSO ndo mostrou atividade antifungica “in vitro”,
mas na concentracdo de 5-45% é efetivo contra a levedura Candida albicans
(BRAYTON, 1986).

23.8 Indicacg0Oes aprovadas para uso

Nos Estados Unidos, o DMSO foi aprovado apenas para 0 uso em cistite
intersticial em humanos, tratamento de edemas e traumas em cavalos, e como aplicacéo
Optica em cdes (ALI, 2001). A despeito de todas as propriedades apresentadas pelo
DMSO é surpreendente o registro de poucos trabalhos orientados para seu uso em
pesquisas cientificas como carreador de drogas. Coube a Paes (1999), lancar méo do
DMSO objetivando aumentar o poder de penetragdo da isoniazida em lesdes
tuberculosas e, provavelmente, também para melhor penetracdo através da espessa e

complexa membrana celular do Mycobacterium bovis.
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23.9 Efeitos no sistema nervoso

O DMSO pode manifestar efeitos na fungéo neurocondutora e pode ser levado
em conta quando usado como veiculo para componentes neurotéxicos (ALI, 2001). Este
vem sendo usado em estudos de neurofisiologia com objetivo de aumentar a
solubilidade de drogas insoliveis a agua (LU & MATTSON, 2001). No estudo de
Tsvyetlynska et al. (2005) em medula espinhal, sugere que 0 DMSO age na transmissao
sinaptica do glutamato, ajudando na locomoc¢do dos animais. No entanto, Rosenberg et
al. (2007) demonstraram no seu estudo que o0 DMSO possui uma habilidade de controlar
0s danos na barreira hemato-encefalica.

“In vitro”, na concentragdo maior que 25% de DMSO, inibe a velocidade
condutora de nervos que pode até ser completamente eliminada. O grande efeito
analgésico do DMSO no sistema nervoso central é relatado, porém os receptores de
opiddes ndo estdo envolvidos. Em situacdes agudas, a captura de ROS pode prevenir a
destruicéo de tecidos por radicais e a irritagéo local de nervos (BRAYTON, 1986).

23.10 Metabolismo e excrecao

Quanto a metabolizacdo, 0 DMSO ¢é oxidado em DMSO, (dimetil-sulfone) no
sistema microssomal hepatico na presenca de NADPH, e oxigénio molecular (PAES,
1999).

O DMSO é excretado sob a forma de dois metabdlitos: DMS (dimetil-sulfide) e
DMSO, rapida e eficientemente, sendo 0s pulmdes e rins o0s principais 6rgaos
envolvidos e sua excregdo fecal é irrisdria. Quando cessa a exalacdo do produto, isto
coincide com o desaparecimento dos metabdlitos na urina e € indicio que o DMSO
circulante foi inteiramente metabolizado (PAES, 1999). Sabe-se que ap6s 12 horas da
administragdo cerca de 25 a 27% da dose é excretada na urina sem alteragdes na forma
(ALI, 2001).

24 Dimetil Sulfoxido e os eritrécitos

Santos et al. (2002), chegaram ao resultado que o DMSO penetra pela membrana
do eritrocito e causa um aumento da osmolaridade dentro e fora da célula, prevenindo

hemdlise devido ao gradiente osmoético. Além disso, foi observado que os indices de
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agregacdo eritrocitaria das amostras com DMSO foram significativamente menores do

que os indices de aliquotas sem o referido composto.
25 Efeitos colaterais e contra-indica¢des do Dimetil Sulféxido

Em humanos efeitos colaterais foram observados no estudo de Amemori et al.
(2006) apds doses orais, como nauseas, vOmito, anorexia, erupgdes de pele e
bradiarritmia ou hipotensdo. Porém, o efeito colateral significante foi o odor na
respiracdo e o sabor na boca semelhante ao alho, devido a excre¢do pulmonar de uma
pequena porcentagem do DMSO como DMS. Este odor as vezes poder ser intenso e
causar desconforto ao paciente, fazendo com que ele descontinue o tratamento (DAVIS
et al., 1990; STRONCEK et al. 1991).

O DMSO ¢é uma substéncia relativamente toxica e sua aplicacdo topica pode
causar uma dermatite irritante e uma reacdo urticariforme de contato que ndo é mediada
por reacdo imunoldgica, sendo possivel & liberacdo da histamina pela ativagdo de
mastdcitos (RANDHAWA, 2006).

O DMSO ¢é bem tolerado em altas doses, ndo causando alteragdes cardiacas e no
peso corporal (ALI, 2001). Em cdes, elevadas doses, podem levar a halitose, anemia,
hemoglobindria e aumento dos niveis de transaminase. E, precedendo a morte ocorre
prostracdo, convulsdo, dispnéia, hipotensdo, edema pulmonar e parada respiratoria,
porém sua DL 50 é entre 2,5 a 8,9 g/Kg (BRAYTON, 1986; PAES, 1999). A terapia
intravenosa é cerca de 1 g/Kg, em solucdo de 10-45%, administrado lentamente, em
gatos, cées e cavalos (BRAYTON, 1986).

Observagdes clinicas e estudos em animais sugerem que o DMSO pode ser
responsdvel por uma neurotoxicidade apos a infusdo de células tronco de sangue
periférico criopreservadas com o composto (CAVALETTI et al., 2000; TOPACOLGU
et al., 2004). Os resultados de Muller et al. (2007) confirmaram algumas reacoes
adversas e a neurotoxicidade, em particular apés a infusdo das células, ocorreu com
baixa frequéncia. Além disso, nenhuma neurotoxicidade foi encontrada em pacientes
com doenca cerebral pré-existente. Protanto, estes autores sugerem que a
neurotoxicidade fatal causada pelo DMSO representa um efeito colateral raro.

Outros autores observaram que o DMSO pode afetar a irrigacdo do cérebro por
uma vasoconstriccdo, podendo causar uma alteracdo na funcdo neuronal (WEI et al.,
1998).

73
Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.


http://www.pdfdesk.com

No entanto, Ali (2001) sugere que o DMSO possui efeitos sobre a fungéo
neuroldgica e esta pode ter como causa a veiculagdo de drogas neurotdxicas. Sugerindo,
desta forma, que a toxicidade ndo deve ser induzida pelo DMSO, mas como
consequéncia da capacidade de aumentar a permeabilidade membranas celulares
tornando os tecidos mais vulneraveis para substancias toxicas.

Em altas concentragdes de DMSO ¢ possivel observar efeitos toxicos
irremediaveis tanto “in vitro” como “in vivo”. No estudo realizado por Aita et al.
(2005), o grupo de ratos tratados com 8 g/Kg de DMSO manifestou efeitos téxicos, no
entanto, 0s grupos tratados com 2 ou 4 g/Kg né@o apresentaram alteragdes. Foi sugerido
que a apoptose de linfécitos no timo é manifestada na dose de 8 g/Kg, resultante de um

choque toxico.
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Objetivos
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O presente trabalho tem por objetivos:

1. Testar a eficacia da ribavirina em cdes acometidos de cinomose na fase
neuroldgica.

2. Testar a eficacia do DMSO como permeante de membranas bioldgicas e
atuando como vetor da ribavirina para o interior do sistema nervoso central (SNC).

3. Awvaliar os efeitos colaterais e toxicos da ribavirina nos cées através de
monitoramento hematoldgico e provas bioquimicas de fungdo hepatica e renal.

4. Avaliar a resposta imunoldgica no sistema nervoso central através do exame
de liquor, colhido de forma seriada, com intervalo de 15 dias, antes e ap0s o tratamento
com a ribavirina e sua associagdo com o DMSO.

5. Adaptar uma dose e via de administracdo adequada da ribavirina em cées.
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Materiais e Métodos
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1 Delineamento experimental

O experimento foi composto com a formacdo aleatoria de dois grupos de cdes
naturalmente infectados com o virus da cinomose apresentando sinais neurolégicos.
N&do houve critério clinico para a divisdo dos grupos, os animais foram incluidos pela
ordem de atendimento.

Apo6s o atendimento clinico, foi realizada a triagem, com a verificagdo da
possibilidade de tratamento com a ribavirina, pois ndo entraram nos grupos animais que
estavam sendo tratados com outros medicamentos ou com mais de 10 dias de sinais
clinicos nervosos. Foram colhidas as amostras de sangue, urina e liquor dos animais.
Estes receberam o tratamento sintomatico e a ribavirina e sua associagdo com o0 DMSO
de acordo com o0s grupos durante 15 dias consecutivos. Neste periodo, 0s animais
ficaram internados para melhor avaliacdo clinica didria, realizacdo de exames

complementares e garantia de administracdo das drogas.
2 Animais

A principio foram selecionados 26 animais com sinais neuroldgicos compativeis
com cinomose, no entanto, seis destes animais vieram a ébito em um curto periodo, com
menos de sete dias e, por isso, ndo foram considerados na avaliacdo estatistica. Este
critério foi realizado por ndo termos informacGes a respeito do tempo necessario de
administracdo da ribavirina para inibir a replicacdo viral “in vivo”, entdo o descarte teve
como objetivo manter a fidelidade dos dados.

Os 20 cdes utilizados com sinais clinicos neurolégicos foram diagnosticados a
partir do histdrico de vacinacdo, desenvolvimento clinico da doenca, exame fisico e pela
reacdo de imunofluorescéncia direta do sangue. Os animais com estratégia vacinal
correta ndo foram incluidos no estudo.

Para a inclusdo na pesquisa, alguns sinais neuroldgicos caracteristicos deveriam
estar presentes, como: paresia, ataxia, mioclonias e/ou cegueira. Os animais que
apresentavam convulsbes ndo foram incluidos na avaliacdo estatistica porque vieram a
6bito com menos de sete dias de tratamento. Com o intuito de diminuir a influéncia da
resposta imune da fase crbnica nos resultados, incluimos apenas animais que

apresentavam no maximo 10 dias de sinais neurolégicos.
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Foram incluidos no estudo apenas animais de dois meses a seis anos de idade,
com excecdo de um com 13 anos de idade, que apresentou imunofluorescéncia direta
positiva no liquor, demonstrando que estava na fase aguda da enfermidade. Ndo houve

distingéo entre sexo e raga dos animais.
3 Grupos Experimentais

Os 20 animais foram divididos em dois grupos de 10, atendidos na Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP — Botucatu, pelo servico de Enfermidades
Infecciosas dos Animais, no periodo de mar¢o a novembro de 2007.

O grupo 1 (G1) foi composto por animais com sinais clinicos neurolégicos que
receberam o antiviral (Ribavirina) durante 15 dias consecutivos e um tratamento de
suporte e sintomético, incluindo suplementacdo vitaminica (A, B, C, E) como
imunoestimulantes, fluidoterapia nos casos de desidratagdo e, as vezes, combinada com
glicose nos casos de anorexia, antimicrobianos no combate as infecgdes secundarias,
protetores de mucosa, como a ranitidina e antieméticos, como metoclopramida.

O grupo 2 (G2) foi formado pelos animais que também apresentaram sintomas
neuroldgicos e que receberam, além do tratamento de suporte e sintomatico, a ribavirina
em associagdo com o DMSO.

O grupo controle (GC) foi composto por animais que foram tratados
anteriormente pelo servico de Doengas Infecciosas dos Animais, porém sem o uso do
antiviral. O levantamento destes animais foi realizado ao acaso, levando em
consideracdo apenas os critérios utilizados nos outros dois grupos. Foram selecionados
10 animais pelo prontuéario do Hospital Veterindrio onde foi possivel avaliar o tempo de
evolucdo da doenga e a mortalidade neste grupo. Como ndo é uma rotina o uso da
imunofluorescéncia direta nos diagndsticos de cinomose na Disciplina de Enfermidades
Infecciosas dos Animais, todos o0s animais deste grupo ndo possuiam o diagndstico

laboratorial.
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4 Doses e drogas experimentais

A Ribavirina® foi administrada em altas doses por via oral com objetivo de
atingir a concentragdo adequada no liquor e interferir na replicacdo viral. A dosagem
intravenosa adequada em humanos é de 20 mg/Kg nos casos de panencefalite subaguda
esclerosante, causada pelo virus do sarampo, no entanto, a droga disponivel na forma
injetavel no Brasil é extremamente cara e inviabiliza sua utilizacdo em animais
domésticos. A concentracdo no liquor capaz de inibir a replicacdo viral deve ser alta,
aproximadamente 7,5 pg/mL, e considerando-se a sua prolongada eliminagéo do soro,
foi administrada na dose de 30 mg/Kg, a cada 24 horas, durante 15 dias.

Para melhor ajuste da dose, sem interferir na concentracdo do medicamento, a
ribavirina na forma de capsulas foi diluida em agua destilada estéril ou em Solugéo
Fisioldgica a 0,9%, na proporcéao de oito capsulas de 250 mg do principio ativo para 50
mL, armazenada em frascos estéreis de cor ambar em geladeira. Sendo assim, a solugdo
obtida possuia a concentracdo de 40 mg/mL da ribavirina para ser administrada por via
oral. A manipulacdo da droga foi realizada no Laboratério de Diagndstico
Microbioldgico da Disciplina de Enfermidades Infecciosas dos Animais Domésticos da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP-Botucatu/SP.

Com objetivo de manter a estabilidade do medicamento, algumas medidas foram
tomadas para evitar a contaminagcdo da solugdo antes e durante a manipulacdo. Para
diminuir a carga microbiolégica do ambiente foi utilizada luz ultra-violeta durante 20
minutos e limpeza da bancada com &lcool 70% antes do procedimento. No momento da
diluicdo, foi utilizado bico de Bunsen ou capela de fluxo laminar, com objetivo de
diminuir a contaminacdo do material. Além do uso de luvas de estéreis, os materiais
como tesouras, pincas, tampas e lacres foram previamente esterelizados com luz
utlravioleta e alcool 70%. O frasco para armazenamento da droga foi autoclavado apds a
lavagem, em temperatura de 121°C por 15 minutos.

Apoés a diluicdo, o frasco foi fechado com tampas de borracha, lacrado e
armazenado em geladeira. Para a retirada da medicacdo foram utilizadas seringas e
agulhas estéreis para evitar a contaminagao.

O DMSO foi administrado por via intravenosa na dose de 20 mg/Kg de peso

vivo, a cada 24 horas, no mesmo momento que o antiviral, no periodo de 15 dias. Para

2 Ribavirina: Ribaviron C® BIOLUNIS Farmacéutica Ltda.
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evitar reagcdes a medicacdo, o composto foi diluido na concentragdo de 10 a 20% em

agua destilada ou em Solucdo Fisioldgica a 0,9% esteéreis.
5 Ambiente e alimentacado dos caes

Os animais foram internados nos periodo de 15 dias para garantir que o
medicamento fosse administrado corretamente, na dose e horério determinados. Da
mesma forma, foi realizada avaliacdo clinica diaria dos animais e exames
complementares rotineiramente. Os animais ficaram em canis de alvenaria, com grades
de ago inox, em uma sala separada do prédio da Disciplina de Enfermidades Infecciosas
dos Animais, do Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP-Botucatu/SP.

A sala de internacdo dos animais possui telas em portas e janelas, com area
externa isolada, porém sem controle de temperatura e umidade. A higieniza¢do do
ambiente foi realizada todos os dias, com desinfetante (Hipoclorito de s6dio) e agua. Os
canis foram forrados com papel de jornal, que era trocados duas a trés vezes ao dia,
evitando que os animais ficassem sobre as fezes e urina.

A alimentagéo dos animais foi caseira, basicamente de arroz e carne, oferecida
duas vezes ao dia, sem quantidade pré-determinada. A agua foi oferecida a vontade e
trocada duas vezes ao dia.

Os animais que apresentavam anorexia e desidratacdo por ndo ingerir agua
recebiam fluidoterapia, com reposicdo energética de glicose na dose de 5 mg/Kg. Os
animais que apresentavam vomito foram mantidos em jejum no periodo de 12 horas até

ndo apresentarem mais 0s sinais clinicos e receberam fluidoterapia durante este periodo.
6 Exames Complementares

Todos os animais foram avaliados laboratorialmente, por meio de hemograma,
analises bioquimicas e exames de urina, com o objetivo de identificar os efeitos
colaterais da droga e acompanhar a evolugcdo da doenca. No periodo de 15 dias,
referentes ao tempo de tratamento com a ribavirina, foram realizados hemogramas no
10, 4°, 7°,10°, 12° e 15° dias nos dois grupos. Os exames biogquimicos e de urina foram
realizados nos dias 1° 5° 10° e 15° ap6s o atendimento dos animais no Hospital
Veterinario, UNESP — Botucatu. A colheita de liquor foi realizada no momento em que
o animal chegou ao Hospital Veterinario e apds 15 dias de tratamento com ribavirina.
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O sistema hepatobiliar foi avaliado a partir da atividade sérica da alanina-
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e gama-glutamiltransferase (GGT), e
da concentracdo de albumina e bilirrubinas. O sistema renal foi avaliado pela
mensuracao dos residuos nitrogenados, uréia e creatinina no soro, e pelo exame de urina
tipo |.

As amostras de sangue foram colhidas com seringas e agulhas estéreis e
descartaveis, no volume de aproximadamente oito mL, sendo entdo acondicionadas em
tubos com EDTA e sem o anticoagulante. O local da puncéo foi a veia jugular e, apds a
colheita, as amostras foram levadas diretamente ao Laboratério Clinico Veterinario, da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP — Botucatu/SP, para o devido
processamento.

As amostras de urina foram colhidas com auxilio de sondas uretrais estéreis e
descartaveis ou por cistocentese com seringas estéreis e descartaveis, também levadas
imediatamente ao Laboratdrio Clinico Veterinario para a analise.

Para obtencdo do liquor foi utilizado o procedimento descrito por Pellegrino et
al. (2003), o qual relatam que para maior segurancga deve-se retirar de uma sé vez, um
mL de liquor para cada cinco quilos de peso corporal. Em nosso procedimento foram
obtidas cerca de 20 gotas de liquor por animal. O material foi colhido em tubo
esterilizado, sem adigdo de anticoagulantes.

O liquor foi obtido da cisterna cerebelomedular, por ser mais indicativo de
lesBes cerebrais. O animal foi posicionado em decubito lateral e o pescogo flexionado
em 90° & coluna, com o nariz mantido paralelo a mesa. No local da puncdo, fez-se
tricotomia e assepsia da pele e introducédo de uma agulha descartavel e estéril, na linha
média, direcionada para o espago atlantoccipital. O fluido foi obtido por gotejamento e
dividido no momento da colheita em trés tubos, para evitar contaminagdo pelo sangue
durante o procedimento, por isso, preferencialmente, utilizou-se o terceiro tubo para a
analise.

Para a colheita de liquor foi necessario anestesiar todos os animais. O protocolo
anestésico foi igual para todos, sendo a dose ajustada com relacéo as condices fisica e
de consciéncia. Utilizou-se como medicamento pré-anestésico a associacdo de
acepromazina com o diazepam administrada por via intramuscular, na dose 0,05 mg/Kg
e 0,2 mg/Kg, respectivamente. Apds 30 minutos, o tiopental foi administrado por via
intravenosa, na dose maxima de 10 mg/Kg, com o objetivo de obtengdo do estado de

hipnose dos animais.
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6.1 Hemograma

Para a realizacdo do hemograma as amostras de dois a quatro mL de sangue
foram acondicionadas em tubos com EDTA a 7,5%°. Ap6s chegada ao laboratério, foi
confeccionada a ldmina de esfregaco sangiiineo e corada por corante a base de
Romanowsky (Panotico rapido), para realizagdo da contagem diferencial de leucdcitos,
observacdo da morfologia das células e a realizacdo da estimativa do numero de
plaquetas. Parte da amostra foi colocada em tubos capilares e centrifugada em
microcentrifugas por cinco minutos na rotacdo de 11.500 rpm e apds foi verificado o
volume globular pelo cartdo de leitura de micro-hematdcrito e a densidade plasmatica
por refratometria, resultando no valor de proteina total plasmatica.

A contagem total de leucdcitos e heméacias foi realizada em contador
automéatico®. Quando foi observada na lamina de esfregaco sangiiineo uma pequena
quantidade de plaquetas dificultando a estimativa, foi realizada a diluicdo do sangue
com Liquido de Brecher (oxalato de aménio 1%) e feita a contagem manual das
mesmas em hemocitémetro padrdo (Cémara de Neubauer). Para a determinagdo de

hemoglobina, utilizou-se o hemoglomindmetro®, considerado um método colorimétrico.
6.2 Analises Biogquimicas

Para a realizacdo das provas bioquimicas as amostras foram acondicionadas em
tubos sem anticoagulante, com gel ativador da coagulagcdo, no volume de trés a quatro
mL de sangue. ApOs a coagulacdo do mesmo, as amostras foram centrifugadas na
rotacdo de 3.000 rpm durante oito minutos, e o soro foi separado e transferido para
tubos menores e processado em espectofotometro®. Nestas analises foram utilizados kits
comerciais para determinacdo por método cinético, da creatinina®, enzimaticos da
uréia®, ALT®, FA®, GGT>, e colorimétricos da proteina total sérica’, albumina® e

bilirrubinas®.
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6.3 Urinalise

As amostras de urina foram acondicionadas nas préprias seringas onde foram
colhidas, com o objetivo de diminuir a contaminagdo, no volume aproximado de 10 mL.
Da mesma forma, foram levadas e processadas imediatamente apds a colheita. Foi
separado cinco mL da amostra em tubos e centrifugados na rotagédo de 1.500 rpm
durante cinco minutos, permitindo desta forma, descartar o sobrenadante e o 0,5 mL
restante foi utilizado para confeccionar Iamina para a observacdo do sedimento urinario
em microscopio éptico, em aumento 40x. A outra parte da amostra foi utilizada para o
exame fisico-quimico, sendo o exame fisico realizado pela observagdo, verificando cor
e turbidez. Foram utilizadas tiras reagentes® para a avaliacdo de pH, proteinas, glicose,
alteracdo de urobilinogénio, presenca de bilirrubina e sangue oculto. A densidade foi
obtida por refratometria e para determinacdo de sais biliares foi utilizado o teste com sal

de enxofre.
6.4 Andlise do liquor

Devido a rapida lise celular no ambiente de baixo teor protéico do liquor, a
contagem de células e as preparagOes citologicas do fluido foram realizadas dentro de
30 a 60 minutos apds a colheita.

Foram avaliados o volume, cor, aspecto, densidade e a presenca de codgulos na
amostra. As alteragdes registradas como partes do exame fisico foram classificadas
como discretas, moderadas ou intensas. A mensuracdo da densidade foi realizada com
uso do refratdmetro.

O exame quimico do liquor foi realizado com tiras reagentes® e foram avaliados
pH, estimativa de proteinas, glicose e sangue oculto. A quantificacdo de proteinas totais
do liquor requer um método bioquimico com a utilizacdo de espectrofotémetro, pois a
tira reagente € um método semi-quantitativo. Também como parte do exame quimico,
foi realizado um teste qualitativo de proteinas ( Teste de Pandy), que detecta 0 aumento
de globulinas. Para a realizagéo, utilizou-se uma gota da amostra em um mL do reativo
de Pandy (solucdo saturada de fenol), e a presenca de turbidez da solucédo foi

considerada positiva e entdo classificada em cruzes (+, ++ ou +++).

8 Combur Teste - Roché®
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Para contagens de hemacias e células nucleadas utilizou-se o hemocitdmetro
padrdo (Camara de Neubauer). Para contagens de células nucleadas em liquor ndo-
diluido, foram preenchidas ambas as cdmaras do hemocitdmetro. Todas as células
nucleadas presentes na area da camara foram contadas para obtencdo de nimero total
por microlitro. A contagem de hemacias foi realizada de modo semelhante.

Como o liquor normalmente apresenta baixa celularidade, hd a necessidade de
concentracdo destas células atraves da citocentrifugacdo, que foi realizada colocando-se
a amostra em um citofunil acoplado a uma Iamina de microscopia e cetrifugada a 800
rpm durante cinco minutos. As preparagdes de citocentrifugacdo foram secas ao ar livre
e coradas com o corante de base Romanowsky. Na objetiva de imersdo do microscépio
optico, realizou-se a leitura da lamina preparada, visando a contagem de no minimo 50

celulas nucleadas.
7 Reacao de Imunofluorescéncia Direta

A técnica de reacdo de imunofluorescéncia direta foi realizada nas amostras de
sangue de todos os animais. Para esta forma de diagndstico foi necessaria pequena
quantidade de sangue periférico, colhido preferencialmente nas veias cefalicas e
safenas, em seringas agulhadas estéreis e imediatamente foram realizadas as laminas de
esfregaco sanglineo.

As laminas foram encaminhadas para o Laboratério de Imunologia da Disciplina
de Enfermidades Infecciosas da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
UNESP-Botucatu/SP. Apds secagem das ldminas em temperatura ambiente por no
minimo 30 minutos, estas foram fixadas com solucdo de acetona e metanol na
proporcdo de 75/25 respectivamente. As laminas foram marcadas com esmalte em
formatos de pogos e nestes foram adicionados 50-70 pL de conjungado comercial
diluido nas proporcGes de 1:5 de diluente PBS e foram incubadas por 30 minutos em
camara Umida a 37°C. Apo0s este periodo as laminas foram enxaguadas trés vezes com
PBS a 8,5%, durante 3 minutos cada enxagiie, e posteriormente lavadas com &agua
destilada. As laminas foram secas nas extremidades e realizadas as montagens com
glicerina e laminula. A leitura foi realizada em microscopio de fluorescéncia em

aumento de 400x.
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8 Analise estatistica

Os grupos experimentais foram comparados entre si pelos testes: t de Student, U
de Mann-Whitney, de ? ou Exato de Fischer, segundo a caracteristica de distribuicéo
das variaveis, ou seja, se tinham distribuicio Normal, Livre ou eram variaveis
categoricas, respectivamente. A evolugdo dos animais, bem como o aparecimento de
efeitos colaterais foi comparado entre os grupos pelo teste de Log-Rank (método de
Collet). Para todas as analises foi utilizado um nivel de confianca de 5% (TRIOLA,
2005).
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Resultados
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1 Animais

Foram selecionados para o estudo 26 animais que apresentavam sinal clinico
neuroldgico compativel com cinomose, apresentando entre dois meses a seis anos de
idade, exceto um animal com 13 anos que apresentava sinais nervosos, histérico de
vacinacgdo incompleta e imunofluorescéncia direta do liquor positiva. Destes, apenas 20
animais compuseram o experimento, pois receberam a ribavirina por mais de sete dias.

Os 20 animais foram divididos em dois grupos de 10, sendo o grupo 1 (G1)
composto por animais que receberam apenas a ribavirina e o grupo 2 (G2) os animais
que receberam o antiviral e sua associagdo com o DMSO. No G1 apenas trés animais
apresentavam raca definida, enquanto no G2 apenas quatro possuiam raca (Tabela 01).

Os animais foram divididos aleatoriamente, sendo que o G1 foi composto por
cinco fémeas e cinco machos e apenas trés animais apresentaram imunofluorescéncia
direta de sangue negativo. O G2 foi composto por quatro fémeas e seis machos e dois
deles foram negativos na imunofluorescéncia direta (Tabela 01).

No levantamento dos animais do GC foram incluidas seis fémeas e quatro
machos, porém nestes animais ndo foi realizado imunofluorescéncia direta, pois sdo
dados obtidos de prontuarios anteriores ao experimento, no periodo de dezembro de
2006 a fevereiro de 2007. Porém, para inclusdo no grupo controle foi utilizado todas as
outras caracteisticas clinicas encontradas nos outros dois grupos experminetais. Este
grupo serviu como parametro de mortalidade dos animais com cinomose que receberam

apenas o tratamento sintomatico.
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TABELA 01 - Relagéo de animais que compuseram 0s dois grupos experimentais, com

idade, sexo, raca e resultado da reacdo de imunofluorescéncia direta no esfregaco

sanguineo.

Grupo Animal Idade Sexo Raca** IFD*
Gl Catita 8 meses Fémea SRD +
Gl Bill 5 anos Macho Poodle -
Gl Berbela 2 anos Fémea SRD +
Gl Max 2 anos Macho SRD +
Gl Rananka 3 anos Fémea SRD +
Gl Mel 2 anos Fémea Daschund +
Gl Titica 3 anos Fémea SRD +
Gl Mico 4 anos Macho SRD +
Gl Fofinho 2 anos Macho Poodle -
Gl Nick 1 ano Macho SRD -
G2 Sheik 4 anos Macho SRD +
G2 Preta 4 meses Fémea SRD +
G2 Filo 13 anos Fémea Waimaraner +
G2 Princesa 4 anos Fémea Poodle +
G2 Nina 1 ano Fémea Border Colie +
G2 Marlon 3 anos Macho SRD +
G2 Zubu 10 meses Macho Pit Bull +
G2 Bethoven 6 anos Macho SRD -
G2 Kiko 2 anos Macho SRD +
G2 Skol 5 anos Macho SRD -

* IFD: imunofluorescéncia direta
** SRD: sem raga definida
+: animal positivo
-: animal negativo

Com relacdo ao tempo de evolugdo da doenca, os animais, para serem incluidos
nos experimento, deveriam apresentar no maximo 10 dias de sinais nervosos. Os
animais do GC apresentaram média de seis dias de evolucdo dos sinais neurologicos
quando foram atendidos no Hospital Veterinario. Contudo, os animais do Gl
apresentaram média de cinco dias de sinais nervosos para o inicio do tratamento e o G2
apresentou média de seis dias de alteracdo neuroldgica para o inicio do tratamento

(Tabela 02).
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TABELA 02 — Tempo de evolucdo dos sinais neurolégicos entre 0s grupos.

Grupo Média + desvio-padrao*
Controle 6,40 + 3,06

Gl 5,00 + 3,20

G2 6,20 + 2,57

* Tempo de evolugdo em dias
Estatistica: Analise de Variancia (F=0,6559; p=0,5270)

Foi possivel observar que ndo houve diferenca significativa (p=0,5270) entre 0s
grupos, permitindo a melhor padronizacdo dos resultados frente ao estagio da
enfermidade.

Para auxiliar no diagnéstico da cinomose foi utilizada a reacdo de

imunofluorescéncia direta e na Tabela 03 podemos observar a analise destes dados.

TABELA 03 — Resultado da reacdo de imunofluorescéncia direta de esfregaco

sanguineo dos animais nos grupos 1 e 2.

Grupo Positiva Negativa
G1 7 (70%) 3 (30%)
G2 8 (80%) 2 (20%)

Estatistica: teste do 2 ( 2=0,2667; p=0,6056)

Esta analise ndo apresentou diferenca significativa entre os resultados positivos e
negativos. Contudo, podemos observar que a maioria dos animais apresentou resultado
positivo, permitindo o diagndstico final da enfermidade. Este resultado nos permite
afirmar que 70% dos animais do G1 e 80% dos animais do G2 apresentavam viremia,
uma vez que este método identifica o antigeno viral na amostra de sangue, sugerindo
que estavam na fase aguda da cinomose, na qual ocorre replicagéo viral intensa e, por

isso, é a fase ideal para a utilizagdo do antiviral.
2 Avaliacdo dos grupos experimentais

Os grupos 1 e 2 foram analisados frente ao grupo controle com rela¢éo ao indice
de mortalidade, como demonstra a Tabela 04.
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TABELA 04 - Evolucdo da cinomose na fase neuroldgica entre os grupos.

Grupo Melhora Obito
Controle 5 (50%) 5 (50%)
Gl 7 (70%) 3 (30%)
G2 8 (80%) 2 (20%)
Estatistica: teste do 2( °=2,100; p=0,3499).
G1: grupo 1
G2: grupo 2

Apesar de ndo ocorrer diferenca significativa (p=0,3499) entre os grupos, pode-
se observar uma queda no indice de mortalidade com o tratamento, porém quando se
utilizou a ribavirina associada ao DMSO (G2) esta queda se tornou mais evidente com
apenas 20% de 6bitos.

A partir da avaliacdo clinica didria dos animais foi criada uma representacdo
gréafica da evolugdo da doenca entre os grupos, demonstrando a a¢éo da ribavirina e sua
associacdo com o DMSO (Figura 01). Neste observamos a melhora clinica indicada no
eixo y pelo nimero 1 e ébito de todos os animais pelo zero. Também foi considerado os

animais que vieram a Gbito no decorrer do tratamento.

FIGURA 01 - Representacdo grafica da avaliacdo clinica diaria dos animais dos dois
grupos experimentais.

1.00: melhora do quadro clinico
0.00: piora do quadro clinico
G1: grupo 1
G2: grupo 2
Através do grafico podemos observar que 0s animais do G1 comecaram a

apresentar melhora clinica a partir do sexto dia da administragdo da ribavirina, porém
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no décimo dia de tratamento a maior parte apresentou piora e variagcbes no estado
clinico nos dias seguintes.

Os animais do G2 apresentaram elevacdo na curva a partir do sétimo dia de
administracdo das drogas, que foi mantida até o décimo dia e apds este periodo
demonstraram variagdo no estado clinico.

Os resultados sugerem que a acdo da ribavirina resulta em melhora clinica ao
redor do sétimo dia de administracdo. Além disso, a variacdo encontrada apds o décimo
dia pode sugerir uma acdo do sistema imune no SNC, ja que nao foi utilizado nenhum
antinflamatério ou imunomodulador, porém esta informacéo sera verificada através do

exame do liquor.
3 Evolucéo da doenca frente aos dados epidemioldgicos

O historico vacinal foi considerado um critério de selecdo dos animais, por isso,

animais que apresentavam histdrico vacinal correto, ndo foi incluido no experimento.

TABELA 05 - Relag&o entre a evolucéo da doenga com o historico vacinal dos animais.

Histérico GC Gl G2
vacinal Melhora Obito  Melhora Obito  Melhora  Obito
N&o ética 3(75%) 1(25%) 3 (60%) 2 (40%) 2 (100%) 0
Semvacina 2 (50%) 2 (50%) 4 (80%) 1(20%)  4(80%) 1 (20%)
Desconhecido 0 1 (100%) 0 0 1 (100%) 0
Incompleto 0 1 (100%) 0 0 1(50%) 1 (50%)

Estatistica: teste de * ( %=2,348; p=0,5035)
GC: grupo controle
G1: grupo 1
G2: grupo 2
%: porcentagem

Este tipo de anélise é de fundamental importancia com relagdo a evolugdo da
doenca e a presenga de imunidade celular. Por isso, 0s animais agrupados com historico
de vacinacdo desconhecido estdo em menor nimero, demonstrando que ndo nos oferece
resultado significativo. Os animais foram encontrados na rua e posteriormente
apresentaram sintomatologia neuroldgica depois que chegaram ao domicilio.

Dos trés animais agrupados com historico vacinal incompleto, um foi
contaminado quando filhote e ndo havia recebido a dose de refor¢o. Os outros dois

pertencentes ao G2, eram adultos e ndo receberam a revacinacgao anual.
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Os resultados ndo apresentaram nivel de significAncia estatistica. No entanto, é
possivel verificar que os indices de melhora clinica ou Obito ndo variaram
percentualmente entre os grupos quando 0s animais receberam esquema vacinal
incorreto, agrupados na Tabela 05 como animais com histdrico de vacinacdo ndo ética.
Os animais que ndo foram vacinados demonstraram aumento na porcentagem de
melhora clinica quando receberam o tratamento experimental. Neste grupo houve boa
resposta terapéutica, embora os animais nao apresentassem memaria imunolégica, como
pode ocorrer com aqueles que receberam vacina néo ética.

Ao analisarmos animais com rela¢do ao sexo e raca frente a evolugdo da doenca,

observamos que ndo houve diferencas significativas.

TABELA 06 — Relacéo entre a evolugédo da doenca frente ao tempo de desenvolvimento

dos sinais neuroldgicos até o inicio do tratamento.

Tempo de GC G1 G2

evolucdo  Melhora Obito Melhora Obito Melhora Obito
Oa7dias 3(42,9%) 4(57,1%) 5(714%) 2(28,6%) 5(714%) 2 (28,6%)
7a10dias 2(66,6%) 1(333%) 2(66,6%) 1(33,3%) 3 (100,0%) 0

Estatistica: teste de 2, sendo que ndo houve diferenca significativa p>0,05
GC: grupo controle
G1: grupo 1
G2: grupo 2
%: porcentagem

A analise do tempo de evolucéo dos sinais neuroldgicos frente a melhora clinica
dos animais ndo demonstrou diferenga significativa entre os grupos. Nos intervalos
criados ndo vimos correlagdo a0 momento em que se iniciou o tratamento, com o
desfecho da doenca, porém, assim como em outros tratamentos, sabemos que o ideal é
iniciar a utilizacdo das drogas o mais rapido possivel. Com estes resultados, observamos
apenas que o tempo para o inicio do tratamento de até 10 dias de sinais neuroldgicos

ndo alterou a eficacia da droga.
4 Evolugdo da doenca frente aos sinais clinicos e as lesdes neuroldgicas

Os principais sinais neurolégicos encontrados no GC foram mioclonias (60%),
ataxia (40%) e paralisia de membros (30%), sendo que outros sinais como choro
noturno, tremores e nistagmo (20%), convulsdes, fraqueza muscular, andar em circulos

e sialorréia (10%) também foram encontrados (Tabela 07).
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No grupo que recebeu apenas a ribavirina (G1) os principais sinais foram ataxia
e deficits de locomogdo (80%), sendo que neste Ultimo foram agrupadas alteragdes na
propriocepcdo e sensibilidade superficial e profunda dos membros, em seguida
encontramos mioclonias, alteracbes em nervos cranianos, paresia de membros,
tremores, desvio de cabeca e hipermetria (40%), ataxia (30%), com menor frequéncia
nistagmo e espasticidade de membros (20%) e outros sinais como giro ortoténico do
pescoc¢o, atrofia muscular, choro noturno, estrabismo e balangar de cabega (10%),
relacionados na Tabela 07.

O grupo que recebeu a associagdo da ribavirina com DMSO (G2) apresentou
sinais como ataxia, tremores e alteracbes em nervos cranianos (80%), mioclonias
(70%), hipermetria, desvio de cabeca, paresia de membros, déficits de locomocéao e
espasticidade (30%), nistagmo, andar em circulos e balancar de cabeca (20%), e
opistétono, giro ortotdnico do pescoco, hiperexcitabilidade e estrabismo (10%), que
também foram relacionados na Tabela 07.
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TABELA 07 — Relagdo dos sinais clinicos neurolégicos encontrados nos diferentes

grupos, no momento que foram atendidos no Hospital Veterinario.

Sinais GC G1 G2
Ataxia 4 (40%) 8 (80%) 8 (80%)
AlteracBes em nervos cranianos 4 (40%) 8 (80%)
Andar em circulos 1 (10%) 2 (20%)
Apatia 3 (30%)
Atrofia muscular 1 (10%)
Balancar de cabeca 1 (10%) 2 (20%)
Choro noturno 2 (20%) 1 (10%)
Convulsdes 1 (10%)
Déficits de locomocéo 8 (80%) 3 (30%)
Desvio de cabeca 4 (40%) 3 (30%)
Espasticidade de membros 2 (20%) 3 (30%)
Estrabismo 1 (10%) 1 (10%)
Fraqueza muscular 1 (10%)
Giro ortotonico do pescoco 1 (10%) 1 (10%)
Hipermetria 4 (40%) 3 (30%)
Hiperexcitabilidade 1 (10%)
Mioclonias 6 (60%) 4 (40%) 7 (70%)
Nistagmo 2 (20%) 2 (20%) 2 (20%)
Opist6tono 1 (10%)
Paresia de membros 3 (30%) 4 (40%) 3 (30%)
Tremores 2 (20%) 4 (40%) 8 (80%)
Sialorréia 1 (10%)
GC: grupo controle
G1: grupo 1
G2: grupo 2

%: porcentagem

Com objetivo de identificar o quadro clinico favoréavel a utilizacdo da ribavirina,
localizamos a lesdo nervosa através dos sinais presentes e comparamos a evolucdo da

enfermidade para melhora clinica ou dbito pela Tabela 08.
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TABELA 08 — Relagao das lesbes neurolégicas nos grupos e a evolugdo da doenca.

G1 G2
Estrutura* Melhora Obito Melhora Obito Melhora Obito
Cerebelo
Com lesdo 0 2 (100,0%) | 7 (70,0%) 3 (30,0%) 7 (87,5%) 1 (12,5%)
Sem lesdo 5 (62,5%) 3 (37,5%) 0 0 1 (50,0%) 1 (50,0%)
Substancia
branca
Com lesdo 0 1 (100,0%) | 7 (70,0%) 3 (30,0%) 0 1 (100,0%)
Sem lesdo 5 (55,6%) 4 (44,4%) 0 0 8 (88,9%) 1 (11,1%)
Encéfalo
Com lesdo 3 (100,0%) 0 4 (57,1%) 3 (42,9%) 6 (75,0%) 2 (25,0%)
Sem lesdo 2 (28,6%) 5 (71,4%) | 3 (100,0%) 0 2 (100,0%) 0
Medula
espinhal
Com lesdo 3 (75,0%) 1 (25,0%) 3 (60,0%) 2 (40,0%) | 1 (100,0%) 0
Sem lesdo 2 (33,3%) 4 (66,7%) 4 (80,0%) 1 (20,0%) 7 (77,8%) 2 (22,2%)
Nervo
periférico
Com lesdo 1 (100,0%) 0 2 (66,7%) 1(33,3%) | 2 (100,0%) 0
Sem lesdo 4 (44,4%) 5 (55,6%) 5 (71,4%) 2 (28,6%) 6 (75,0%) 2 (25,0%)
Nucleo de
nervo
Com lesdo 3(50,0%) 3 (50,0%) 2 (50,0%) 2 (50,0%) 5 (83,3%) 1 (16,7%)
Sem lesdo 2 (50,0%) 2 (50,0%) 5 (83,3%) 1 (16,7%) 3 (75,0%) 1 (25,0%)
Par NC Il
Com lesdo 0 0 1 (100,0%) 0 1 (100,0%) 0
Sem lesdo 5 (50,0%) 5 (50,0%) 6 (66,7%) 3 (33,3%) 8 (80,0%) 2 (20,0%)
Par NC |11
Com lesdo 0 0 1 (100%) 0 2 (66,7%) 1 (33,3%)
Sem lesdo 5 (50,0%) 5 (50,0%) 6 (66,7%) 3 (33,3%) 6 (85,7%) 1 (14,3%)
Par NC IX
Com leséo 0 0 0 2 (100,0%) 0 0
Sem lesdo 5 (50,0%) 5 (50,0%) 7 (87,5%) 1 (12,5%) 8 (80,0%) 2 (20,0%)
Par NCV
Com lesdo 0 1 (100,0%) | 7 (70,0%) 3 (30,0%) 0 0
Sem lesdo 5 (55,6%) 4 (44,4%) 0 0 8 (80,0%) 2 (20,0%)
Par NC VI1II
Com lesdo 0 1 (100,0%) | 1 (100,0%) 0 0 0
Sem lesdo 5 (55,6%) 4 (44,4%) 6 (66,7%) 3 (33,3%) 8 (80,0%) 2 (20,0%)
Par NC X
Com leséo 0 0 0 2 (100,0%) 0 0
Sem lesdo 5 (50,0%) 5 (50,0%) 7 (87,5%) 1 (12,5%) 8 (80,0%) 2 (20,0%)
Par NC XI
Com lesdo 0 0 7 (70,0%) 3 (30,0%) 1 (50,0%) 1 (50,0%)
Sem lesdo 5 (50%) 5 (50%) 0 0 7 (87,5%) 1 (12,5%)
Par NC XII
Com leséo 0 0 1 (100,0%) 0 0 0
Sem lesdo 5 (50,0%) 5 (50,0%) 6 (66,7%) 3 (33,3%) 8 (80,0%) 2 (20,0%)
Sistema
Vestibular
Com lesdo 0 1 (100,0%) | 3 (75,0%) 1 (25,0%) 3 (75,0%) 1 (25,0%)
Sem lesdo 5 (55,6%) 4 (44,4%) 4 (66,7%) 2 (33,3%) 5 (83,3%) 1 (16,7%)
Tronco
encefalico
Com lesdo 1 (100,0%) 0 2 (40,0%) 3 (60,0%) 5 (71,4%) 2 (28,6%)
Sem lesdo 4 (44,4%) 5 (55,6%) | 5 (100,0%) 0 3 (100,0%) 0

Estatistica: teste de 2, ndo houve diferenca significativa (p>0,05); *Estrutura: localizagdo clinica da lesdo neuroldgica
GC: grupo controle; G1: grupo 1; G2: grupo 2

%: porcentagem
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Os resultados comparativos das lesdes no SNC frente a evolucdo da enfermidade
ndo foram estatisticamente significativos, porém algumas analises clinicas puderam ser
realizadas.

A partir destes dados, podemos observar que no GC apenas dois animais
apresentavam lesdes cerebelares, ao contrério do que foi encontrado nos outros dois
grupos, porém acima de 70% dos animais que apresentavam esta lesdo chegaram a
melhora clinica com o0 uso da ribavirina e sua associa¢do com o DMSO.

As lesBes na substancia branca sdo dificeis de serem distinguidas quando
associadas as outras lesdes, por isso foram identificadas por tremores em animais que
ndo apresentavam sinais de acometimento do cerebelo e/ou do sistema vestibular.
Contudo, poucos animais foram identificados apresentando estas lesdes, apesar da
cinomose ser considerada uma enfermidade desmielinizante.

No caso de animais com lesdo encefélica foram considerados os sinais referentes
ao nivel de consciéncia, alteragcdes na visdo, convulsdes, andar em circulos e algumas
alteracbes na locomocdo, como a diminuicdo da propriocepgdo. Nos dois grupos
tratados, verificamos que os animais sem lesdes encefalicas tiveram favoravel indice de
melhora, porém mesmo sendo uma lesdo grave, 0s animais destes grupos com
alteracbes encefalicas mostraram um melhor resultado frente ao tratamento da
enfermidade.

As lesBes de medula espinhal também foram pouco comuns e séo referentes aos
sinais clinicos de paresia de membros e diminuicdo de sensibilidade, ja que as
mioclonias foram separadas no grupo de lesdes em nucleo de nervos. A associacdo de
sinais nervoso na cabega com deficits de locomogdo também foram considerados neste
grupo, ja que pode haver um comprometimento de medula espinhal cervical. Contudo,
0s dados entre os trés grupos mostraram uma semelhanca no indice de melhora clinica,
independente do tratamento utilizado.

Com relacdo aos dados referentes as lesdes de nervos periféricos, 0s sinais como
ataxia, diminuicdo de propriocepcdo e déficits de locomogdo foram considerados,
apesar destes sinais caracterizarem melhor a lesdo em outras regides. Estes dados
possuem pouco Vvalor clinico, j& que a cinomose € uma enfermidade de acomete
principalmente SNC.

A mioclonia foi considerada uma lesdo em nucleo de nervos medulares e
cranianos. Sendo este sinal considerado caracteristico da cinomose, observamos que nao

houve diferenca percentual nos dados dos grupos controle e de animais tratados com a
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ribavirina. A partir destes resultados podemos sugerir que 0 DMSO aumentou o poder
de difusdo da ribavirina pelo SNC, proporcionando uma melhor acdo local nestas
lesBes. Além disso, foi possivel verificar na avaliacdo clinica diaria que estes animais do
G2, além da melhora clinica, tiveram também uma atenuacdo destes sinais no periodo
de tratamento.

As alteragbes em nervos cranianos foram pouco encontradas nos animais do
grupo controle, e nos grupos tratados estas foram caracterizadas por sinais como
cegueira, diminuicdo de reflexos pupilares, estrabismo, diminuicdo de sensibilidade de
face, desvio de cabeca, nistagmo, dificuldade de degluti¢do, atrofia dos musculos do
pescoco e ptoses palpebral, labial e auricular. Nos casos de nistagmo, foram separados
0S animais que apresentavam o nistagmo vertical ou posicional, quando os sinais se
associavam a presenca de sindromes vestibulares ou cerebelares.

No G1 encontramos com mais freqiiéncia alteracbes nos pares de nervos
cranianos V e XI, referentes aos sinais de reflexo palpebral, sensibilidade de face e
atrofia da musculatura de pescoco, respectivamente, sendo que 70% dos animais que
apresentavam estes sinais obtiveram melhora clinica.

As lesdes no sistema vestibular foram observadas em quatro animais nos dois
grupos tratados, sendo que trés deles evoluiram para a melhora clinica. Estas lesdes
foram caracterizadas por ataxia, andar em circulos, desvio lateral da cabeca, em alguns
casos nistagmo horizontal, vertical, rotacional e posicional, dificuldade de manter-se em
estacdo e diminuicdo da propulsdo extensora.

No entanto, as lesdes em tronco encefalico mostraram uma relevancia, ja que no
G1 60% dos animais foram a Obito e apresentavam sinais como associacdo de lesdes
pupilares com outras alteracfes em pares de nervos cranianos, ataxia com diminuicdo de
propriocepcdo, incordenacdo e paresias. Entretanto, no G2 observamos que 71,4%

destes animais sobreviveram com melhora clinica.
5 Exames complementares

Os exames hematoldgicos e bioquimicos foram analisados através do teste t de
Student e a diferenca significativa considerada entre os grupos 1 e 2 foi de p < 0,05. Os
hemogramas foram colhidos nos dias 1, 4, 7, 10, 12 e 15 do tratamento, foi feita a média
para cada dia de forma que podemos avaliar efeitos colaterais da ribavirina e sua
associacdo com o DMSO sobre as hemacias e sugerir alteracbes na medula Gssea de
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caes. As analises bioquimicas foram avaliadas da mesma forma, porém foram realizadas
quatro colheitas nos dias 1, 5, 10 e 15. Estes dados estdo relacionados na tabelas

seguintes.

TABELA 09 — Média, desvio padrao e nivel de significancia da contagem de hemaécias.

Gl G2 Estatistica
Dias Média* Desvio Média* Desvio Valor de p
padréo padréo

1 4.791.000 857586,41 4.448.333  1221428,62 0,4008
4 5.152.000 1436259,03  6.034.000  994877,99 0,1277
7 4.884.000  993570,44  5.529.000  1289508,52 0,2262
10 4.708.888 641588,74 5.637.777 517536,90 0,0038
12 4.943.333  1095935,67  5.377.500  1371253,34 0,4795
15 4.052.500 1209530,61  4.592.057  807881,34 0,3118

Estatistica: teste t de Student, sendo que valores de p<0,05 indicam diferenca significativa entre os grupos
*Meédia da contagem de células/pL
G1: grupo 1; G2: grupo 2

FIGURA 02 — Representacdo grafica da variagdo das médias da contagem de hemécias
entre 0s dois grupos.
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G1: grupo 1; G2: grupo 2
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Através destes dados podemos observar que 0s animais do G1 mantiveram
média baixa na contagem de hemadcias, demonstrando um quadro de anemia durante
quase todo o periodo de tratamento. No entanto, os animais do G2 tiveram resposta
frente a infeccdo viral resultando em aumento na contagem de hemécias no quarto dia
de tratamento.

Contudo, apenas no décimo dia observamos diferenca significativa (p=0,0038)
na contagem de hemacias entre os dois grupos evidenciando a atividade antiviral da
ribavirina com associagdo ao DMSO em resposta a anemia, conseqiiente ao estresse
causado pelo virus da cinomose. A partir do 12° dia verificamos queda nesta contagem
que foi avaliada junto a outros dados, podendo sugerir alteragdo na medula déssea pela
acado da ribavirina.

Foi possivel considerar também que o DMSO potencializou a a¢do da ribavirina
ou minimizou possiveis danos na medula 6ssea nos animais do G2, ja que as médias da
contagem de hemacias mantiveram médias superiores a partir do quarto dia de

administracdo das drogas.

TABELA 10 — Média, desvio padrdo e nivel de significAncia da concentracdo de

hemoglobina.
Gl G2 Estatistica
Dias Média* Desvio Média* Desvio Valor de p
padréo padréo

1 10,38 1,83 10,29 2,61 0,8620

4 11,28 2,89 13,07 2,56 0,1599

7 11,06 2,27 12,61 2,51 0,1650

10 10,51 1,67 11,92 1,89 0,1129

12 10,78 2,58 11,64 2,44 0,4931

15 8,65 2,62 10,83 1,14 0,0489

Estatistica: teste t de Student, sendo que valores de p<0,05 indicam diferenca significativa entre os grupos.
*Meédia da concentragdo de hemoglobina em g/dL
G1: grupo 1
G2: grupo 2

Desta forma podemos observar que os resultados da dosagem de hemoglobina
foram compativeis com a contagem de hemécias, demonstrando que a anemia
encontrada ndo € causada por hemolise, para confirmacdo deste resultado podemos

avaliar a dosagem de bilirrubina indireta. No entanto, foi encontrada uma diferenca
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significativa no 15° dia entre os dois grupos, a qual é resultante de uma queda acentuada

na concentragdo globular de hemoglobina no G1.

TABELA 11 — Média, desvio padrao e nivel de significancia do volume globular.

Gl G2 Estatistica
Dias Média* Desvio Média* Desvio Valor de p
padréo padréo

1 30,80 5,37 31,58 7,45 0,8270
4 33,10 8,25 39,10 7,17 0,0998
7 32,10 5,88 37,50 7,17 0,0820
10 30,67 512 36,33 4,18 0,0205
12 32,22 7,82 36,00 6,76 0,3060
15 24,25 5,63 29,63 4,60 0,0551

Estatistica: teste t de Student, sendo que valores de p<0,05 indicam diferenca significativa entre os grupos
* Média do volume globular %
G1: grupo 1
G2: grupo 2

Estes resultados confimram os resultados da contagem de hemécias e a dosagem
de hemoglobina, demonstrando que no quarto dia de tratamento os animais do G2 néo
demonstravam mais o quadro de anemia. E concordando com os dados anteriores,
obtivemos uma diferenca significativa no décimo dia de tratamento entre os dois
grupos, demonstrando estatisticamente que a resposta dos animais que receberam a
associacdo da ribavirina com o DMSO teve uma resposta favoravel ao combate da

infecgdo pelo virus da cinomose.
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TABELA 12 — Média, desvio padrao e nivel de significancia na contagem de plaquetas.

Gl G2 Estatistica
Dias Média* Desvio Média* Desvio Valor de p
padréo padréo

1 174.730 80763,67 172.450 83599,74 0,8241
4 220.115 112382,90 253.187 79573,41 0,4574
7 242.332 144493,25 266.170 114242,02 0,6872
10 313.494 182334,32 235.216 64305,58 0,2421
12 207.991 82347,40 210.028 117202,94 0,9672
15 193.428 88530,21 179.481 48739,08 0,7022

Estatistica: teste t de Student, sendo que valores de p<0,05 indicam diferenca significativa entre os grupos
* Média da contagem de plaquetas/pL
G1: grupo 1
G2: grupo 2

A média da contagem de plaquetas revela uma leve trombocitopenia no primeiro
dia, no qual os animais ainda ndo haviam recebido o tratamento. E no Gltimo dia de
tratamento o G2 revelou uma média mais baixa com relacdo ao G1, porém nenhuma das

comparacgdes entre os grupos mostrou nivel de significancia.

TABELA 13 - Média, desvio padrdo e nivel de significancia entre 0s grupos com

relacdo a contagem de total de leucdcitos.

Gl G2 Estatistica
Dias Média* Desvio Média* Desvio Valor de p
padréo padrao

1 8.530 3984,43 7.690 5421,89 0,8657
4 7.865 3212,48 13.116 7035,61 0,0457
7 7.271 2834,43 11.622 7732,06 0,1120
10 6.252 2875,65 12.433 8405,21 0,0532
12 8.536 4257,72 9.388 3735,03 0,6693
15 5.291 3097,44 7.079 2614,01 0,2328

Estatistica: teste t de Student, sendo que valores de p<0,05 indicam diferenca significativa entre os grupos.
* Média da contagem de células/pL

G1: grupo 1

G2: grupo 2
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FIGURA 03 - Representacdo grafica da variacdo das médias da contagem total de
leucécitos entre os dois grupos.
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Com relagdo a série branca, os resultados demonstraram que ndo houve
leucopenia na média da contagem total de leucdcitos no primeiro dia. Porém no quarto
dia de administragéo da droga houve uma diferenca significativa entre os resultados do
G1 e G2, mostrando que o grupo que recebeu a ribavirina associada com o DMSO
obteve uma resposta imunolégica melhor do que os animais do G1. Esta diferenca na
resposta imunoldgica, apesar de ndo apresentar nivel de significancia estatistica, foi
consideravel até o décimo dia de tratamento. No 15° dia as contagens de leucdécitos
cairam nos dois grupos, sendo que o G1 apresentou leucopenia, que pode ser responsiva
a0 uso da ribavirina conforme a literatura.

Estes resultados nos permitem afirmar que o DMSO melhorou a acdo da
ribavirina sobre o virus, que ficou evidenciado pela resposta imune.

A anélise feita com as médias de neutrofilos ndo mostrou nivel de significancia
entre 0s grupos, em nenhum momento do tratamento, e a partir destas ndo foram

observadas neutrofilia ou neutropenia.
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TABELA 14 - Média, desvio padrdo e nivel de significancia entre os grupos com

relacdo a contagem de linfocitos.

Gl G2 Estatistica
Dias Média Desvio Média Desvio p
padréo padréo
1 712 439,07 866 822,60 0,6029
4 450 277,64 1.439 2274,59 0,1891
7 775 1259,92 1.024 1564,99 0,6998
10 281 210,28 1.071 1885,21 0,2296
12 359 346,42 1.367 2493,28 0,2460
15 188 160,55 687 997,64 0,1840

Estatistica: teste t de Student, sendo que valores de p<0,05 indicam diferenca significativa entre os grupos.
* Média da contagem de células/pL

G1: grupo 1

G2: grupo 2

FIGURA 04 — Representacdo grafica da variacdo das médias da contagem linfécitos
entre 0s dois grupos.
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Foi observado que a linfopenia encontrada na primeira colheita ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos e os valores médios semelhantes indicam uma
alteracdo encontrada comumente em animais com cinomose.

No entanto, podemos observar que a linfopenia no G1 foi persistente em todos
0s momentos, ao contrario da encontrada no G2, apesar de ndo apresentar resultados
com significancia estatistica. Contudo, 0 aumento no nimero de linfocitos na referida
enfermidade é clinicamente significante com relacdo & melhora dos animais,
demonstrando novamente que a associa¢do da ribavirina com o DMSO foi mais eficaz
na melhora clinica e hematoldgica destes animais.

O resultado deste experimento demonstra uma sensibilidade dos linfécitos ao
tratamento com a ribavirina, ja que no 15° dia todos os animais apresentaram uma
linfopenia, sendo que a média do G1 mostrou-se extremamente baixa e a média do G2
caiu drasticamente.

Em nossas anélises ndo observamos nenhuma alteragdo significativa no niamero
de eosindfilos nos dois grupos. No entanto, houve variagdo na quantidade de mondcitos
demonstrada na tabela 15.

TABELA 15 - Média, desvio padrdo e nivel de significancia na contagem de

mondacitos.
Gl G2 Estatistica
Dias Média* Desvio Média* Desvio Valor de p
padréo padréo

1 579 386,25 653 490,59 0,7060

4 682 402,03 1.717 1140,57 0,0145

7 819 328,20 1.201 1072,80 0,2954

10 676 276,53 1.663 2118,97 0,1847

12 643 290,08 1.022 393,02 0,0377

15 439 514,74 818 665,41 0,2236

Estatistica: teste t de Student, sendo que valores de p<0,05 indicam diferenca significativa entre os grupos.
*Meédia da contagem de células/pL
G1: grupo 1
G2: grupo 2
Os valores médios da contagem de mondcitos estiveram aumentados com
relagdo aos valores de referéncia apenas no grupo que recebeu a ribavirina associada ao

DMSOQO. Este aumento pode ser observado no quarto dia ap6s a administragdo das
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drogas e apresentou significancia frente ao G1. No décimo dia este aumento ndo teve
significancia estatistica, porém frente aos valores normais destas células, apresenta uma
alteracéo e esta monocitose pode ser considerada uma resposta da medula 6ssea frente a
infeccdo, quando comparamos com as informagdes anteriores.

N&o foram encontros corpusculos de inclusdo que caracterizavam a infecgdo
pelo virus da cinomose nas amostras obtidas dos animais que compuseram 0S grupos
experimentais.

Os testes bioguimicos ndo apresentaram resultados estatisticamente
significantes, porém alguns dados podem ser discutidos clinicamente.

TABELA 16 — Média e desvio padrdo dos valores encontrados nos dois grupos na

dosagem de uréia no soro.

Gl G2
Dias Média* Desvio padrao Média* Desvio padrao
1 35,30 16,51 32,92 9,02
5 39,14 25,79 30,43 9,60
10 37,88 16,81 35,22 11,79
15 29,11 7,02 27,69 7,38

Estatistica: teste t de Student, sendo que ndo houve diferenca significativa entre os grupos.
*Meédia da dosagem em mg/dL
G1: grupo 1
G2: grupo 2

Os dados referentes aos valores médios da dosagem de uréia no soro sangiineo
foram levemente aumentados, podendo identificar um grau de desidratacdo no inicio e
durante o tratamento. Porém, no 15° dia todos os animais apresentam estes valores
normalizados, demonstrando melhora clinica compativel com o que foi verificado nas
avaliagdes diérias, pois a maior parte dos animais quando se iniciou o tratamento
ingeriam pouca quantidade de &gua e ao final deste ja tinham normalizado esta ingestéo.
Além disso, muitos animais chegaram desidratados por apresentarem sintomas
sistémicos simultaneamente, como diarréia ou vOmito, que cessaram durante o
tratamento.

As dosagens de creatinina, ALT e FA no soro sangiiineo mantiveram suas
médias dentro dos valores de referéncia normais, ndo apresentando nenhum valor

clinico e estatistico, o que demonstra que a ribavirina ndo exerceu efeitos hepatotoxicos.
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No entanto, encontramos algumas alteracdes nos valores médios de GGT, porém
guando comparados estatisticamente ndo apresentaram significancia.

A dosagem de gama-glutamiltransferase (GGT) do soro sangiiineo mostrou
valores médios altos a partir do quinto dia de administragdo da ribavirina associada com
0 DMSO, no entanto dois fatores podem ter lavado a esse aumento, tanto a associacao
das duas drogas ou a acdo do antibiotico escolhido com mais frequiiéncia no grupo, como
o cloranfenicol, que pode ter sido potencializado pelo DMSO.

FIGURA 05 — Grafico representando as variagdes das médias de proteina, albumina e
globulina do soro dos dois grupos.
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*Meédia da dosagem de proteinas, albumina e globulina em g/dL
G1: grupo 1
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Através do grafico podemos avaliar as duas fragdes medidas frente aos valores
da proteina total sérica. As curvas apresentam uma semelhanca justificada por ndo haver
diferenca significativa entre as médias dos dois grupos. Para o0 nosso estudo é
importante verificarmos a queda nos valores de globulina no decorrer do tratamento,

principalmente a partir do décimo dia de administracdo das drogas. Esta queda esta
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diretamente relacionada a resposta do sistema imune por uma diminuicdo do antigeno
viral, que resulta na queda de proteinas totais.

A queda simultanea da fracdo de albumina pode ser justificada por uma resposta
do organismo em manter a osmolaridade sangliinea aos altos valores de globulina.

Da mesma forma que as outras anélises bioquimicas, a bilirrubina total sérica e
suas fracbes ndo demonstraram resultados significativos em suas médias quando
comparadas entre os dois grupos. Além disso, estas ndo apresentaram médias alteradas
com relacdo aos padrbes estabelecidos para cdes, ndo demonstrando significancia
clinica em seus resultados.

No entanto, este resultado negativo para a dosagem de bilirrubinas foi um
achado importante considerando que um dos efeitos colaterais mais freqiiente da
ribavirina em humanos é a hemdlise extravascular e conseqliente aumento na dosagem
de bilirrubinas.

As amostras de urina foram colhidas em quatro momentos durante o tratamento
dos animais do grupo 1 e 2, nos dias 1, 5, 10 e 15. Quando se analisou o aspecto da
urina, ndo foi encontrado resultado significativo entre as amostras, porém observamos
que na primeira colheita dois animais apresentavam a urina discretamente turva e dois
animais apresentavam a urina turva, sendo que apenas um animal pertencia ao G2.
Desta forma, quando analisamos os resultados da presenca de bactéria na urina
encontramos um resultado significativo (p=0,0232) entre os grupos, demonstrando que
trés animais do G1 apresentavam cistite na primeira colheita. Para sugerirmos este
achado clinico verificamos também a presenga de leucécitos e heméacias, porém néo
apresentaram resultado significativo na primeira colheita, nem mesmo encontramos
alterac6es clinicas significantes nestas amostras.

As amostras mantiveram-se limpidas e com baixa quantidade de bactérias em
sua maioria por todo o experimento e desta forma podemos afirmar que a colheita
seriada, preferencialmente por cistocentese, ndo causou infeccdo urinaria nos cées,
mesmo naqueles que apresentavam imunossupressdo, e 0 uso de antimicrobianos curou
a cistite inicial.

Os resultados da densidade urinaria ndo apresentaram significancia estatistica e
clinica, considerando os valores de referéncia para cdes. Da mesma forma, os valores de

pH urinario também nédo apresentaram alteracGes significativas.
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TABELA 17 — Representacdo média dos valores de proteina na urina entre os dois

grupos e nivel de significancia.

Dais G1* G2** Valor de p
1 0 <30 0,6305
5 30 30 0,1333
10 30 30 0,9626
15 0 > 30 0,0541
Estatistica: teste ndo paramétrico de Mann-Witney, sendo que valores de p<0,05 indicam diferenca significativa entre
0s grupos.

*Meédia da dosagem de proteina na urina dos animais do grupo 1, em mg/dL
**Média da doagem de proteina na urina dos animais do grupo 2, em mg/dL

Estes resultados ndo apresentaram nivel de significancia quando comparados 0s
grupos. Os valores de proteina na urina ndo foram relevantes clinicamente, ja que o
animal pode excretar alguma proteina na urina sem que haja uma lesdo glomerular ou
infeccdo de alguma parte do trato urinario ou em trato genital. No entanto, os valores de
proteina na colheita do 15° dia de tratamento foram mais altos e significativos
clinicamente no G2. Este leve aumento ndo estd relacionado com outras alteragdes
encontradas na urinalise destes animais, portanto podemos sugerir que a ribavirina
guando associada ao DMSO pode causar uma sobrecarga renal.

As alteragdes na concentracdo de glicose na urina ndo foram significativas
estatistica e clinicamente. Esta dosagem sofreu influéncia da fluidoterapia aplicada nos
animais no 1° e 15° dias, sendo que alguns animais receberam solucdo de glicose a 5%
guando anestesiados.

Os niveis de acetona e alteragdo do urobilinogénio ndo mostraram resultado
significativo estatisticamente e clinicamente. Da mesma forma, a dosagem de
bilirrubina ndo mostrou significancia entre os grupos, porém no G1 observamos a média
do 10° dia de tratamento indicando presenca de bilirrubina na urina, que clinicamente
possui importancia, sugerindo uma lesdo hepatica concordando com os dados
bioquimicos de GGT no soro sanguineo.

Os dados de sangue oculto também ndo apresentaram significado estatistico,
porém observamos que a partir da terceira colheita os valores aumentaram no G2. No
entanto, devemos levar em consideracdo a alta sensibilidade das tiras reagentes e a
auséncia de outros sinais associados, podendo sugerir uma contaminagdo das amostras

no momento da pungdo. Da mesma forma, verificamos um aumento no numero de
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hemacias no sedimento urinario de animais do G2 no décimo dia de tratamento (Tabela
18).

TABELA 18 — Relacdo do numero de hemacias no sedimento urinario nos dois grupos e

nivel de significancia.

@
[

Dias Caracteristica*
1 1-3
8-12

Raras

G2 Valor de p
0,6746

Ausentes
5 50-60
15-20
5-10
Raras

0,1483

Ausentes
10 80-100
20-25
8-12
3-6
Raras

0,2276

Ausentes
15 50-55
10-12
6-10
Raras
Ausentes 2 5

Estatistica: teste do Qui-quadrado, sendo que valores de p<0,05 indicam diferenca significativa entre os grupos.
*Contagem de hemdcias por campo no aumento de 40x

G1: grupo 1

G2: grupo 2

0,1957
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TABELA 19 — Relagdo do nimero de leucocitos no sedimento urinario nos dois grupos

e nivel de significancia.

(0]
=
(9)
N

Dias Caracteristica*
1 5-7
2-4

Raras

Valor de p
0,5253

Ausentes
5 3-5

Raras

0,4597

Ausentes
10 1-3
1

0,4354

Raras

Ausentes
15 15-18
Raras

Ausentes 4 4

Estatistica: teste de Qui-quadrado, sendo que valores de p<0,05 indicam diferenga significativa entre os grupos.
*Contagem de hemdcias por campo no aumento de 40x

G1: grupo 1

G2: grupo 2

0,6258

w o &~ A O P A O O O W — O
W k| o0 NN, O N O o1 O B

Através dos dados referentes a contagem de leucécitos no sedimento urinario,
podemos afirmar que a infeccdo do trato urinario ndo foi um achado clinico relevante.

Na anélise dos sedimentos urinarios ndo foi encontrado alteragdo com
significancia estatistica, porém quando analisamos os dados separadamente verificamos
que dois animais do G1 apresentaram cilindros hialinos na urina durante o tratamento.
Esses cilindros ocorrem por um aumento na permeabilidade do glomérulo e precipitacdo
de proteinas nos tdbulos renais, contudo foram encontrados em pouca quantidade e
podem ser considerados referentes a alguma mudanca na temperatura dos animais,
como a febre, e por ndo estarem associados a outros achados clinicos ndo apresentam
relevancia.

Ainda na andlise do sedimento, observamos que dois animais do G1 e trés
animais do G2 apresentaram cilindros granulosos na urina. Estes cilindros possuem
significado clinico na identificacdo de lesbes renais, porém estas estruturas foram

observadas em momentos diferentes do tratamento. Apenas um animal apresentou estes
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cilindros no primeiro dia, demonstrando que apresentava lesdo renal e obteve melhora,
ndo sendo mais identificado em outros exames e sem mais outros sinais associados. Um
animal do G1 apresentou estes em dois momentos, no 5° e 10° dias de tratamento,
porém no ultimo dia ndo foi mais identificada a estrutura. Ao mesmo tempo, um animal
do G1 e um do G2 apresentaram os cilindros no 10° dia, sendo que no exame seguinte
ndo apresentavam mais. E somente um animal do G2 apresentou os cilindros no ultimo
dia de tratamento. Com estes dados podemos sugerir que a ribavirina por ser eliminada
pelo rim pode levar a alteracdo no 6rgéo.

A presenca de cristais estd associada a alteracdo no pH da urina e observamos
que alguns animais apresentaram a formacdo de cristais em alguns momentos. Dois
animais do G2 apresentaram a formacgéo de cristais de fosfato triplo, um no 5° dia e
outro no 10° dia, e estdo relacionados com a alcalinizagdo da urina. Esta alcalinizagéo
pode estar relacionada com a alimentagdo dos animais, que foi basicamente composta
por arroz e carne, ou seja, ndo balanceada. Os cristais de oxalato de célcio, urato amorfo
e de bilirrubina também foram observados, porém com menor incidéncia.

As colheitas de liquor foram realizadas em dois momentos, no primeiro dia que
0s animais chegaram ao Hospital Veterindrio e apos 15 dias de tratamento com a
ribavirina e sua associacdo com DMSO.

Quando analisamos as caracteristicas do liquor podemos observar que apenas
um animal do G1 no primeiro momento apresentou cor avermelhada do liquor,
demonstrando que ndo houve diferenca significativa entre 0os grupos e, a partir desse
dados, podemos afirmar que ndo houve contaminagdo significativa das amostras no
primeiro dia de colheita. JA4 no segundo momento, apds 15 dias de tratamento, trés
animais do G1 e um animal do G2 apresentaram mudancas na coloragdo, porém esses
resultados ndo demonstraram niveis de significancia.

A turbidez do liquor pode ser atribuida ao aumento da celularidade, geralmente
com contagem superior a 500 células/pL e ao aumento da proteina. Na primeira colheita
observamos que apenas um animal do G1 apresentou turbidez da amostra. E na segunda
colheita, quatro animais apresentaram o liquor discretamente turvo, sendo que apenas
um animal compde o G2. No entanto, estes resultados ndo apresentaram nivel de
significancia.

A densidade liqudrica nas duas colheitas de todos os animais se manteve dentro

dos padrdes normais e ndo apresentou diferenga significativa. Da mesma forma, ndo
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foram observadas alteragdes no pH liqudrico, que deve ser um valor préximo ao pH

sanguineo, e estes variaram de 8 a 9, mantendo-se dentro dos valores normais.

TABELA 20 — Média, desvio padrdo e nivel de significancia dos valores de proteina no

liquor dos dois grupos.

Gl G2
Amostra Média* Desvio Média* Desvio Valor de p
padréo padréo
1 44,85 27,66 40,09 26,25 0,6978
2 45,35 25,92 40,98 24,55 0,7512

Estatistica: teste t de Student, sendo que valores de p<0,05 indicam diferenca significativa entre os grupos.
*Dosagem média de proteinas no liquor, em mg/dL

Amostra 1: antes do tratamento

Amostra 2: apds 15 dias de tratamento

G1: grupo 1

G2: grupo 2

O resultado da dosagem de proteina no liquor nos permite afirmar que os
animais do G1 apresentavam valores mais altos, superiores aos valores normais. Estes
resultados ndo apresentaram nivel de significancia, porém quando comparamos com 0S
resultados de turbidez verificamos que os trés animais do G1, que apresentaram
mudancas no aspecto do liquor, possuem aumento da dosagem de proteina acima de 40
mg/dl. No entanto, o animal do G2 que apresentou turbidez do liquor obteve uma
dosagem de 30 mg/dl de proteina. Da mesma forma, observamos que animais que
apresentavam niveis proteicos superiores a 40 mg/dl, ndo mostraram alteracdes no
aspecto do liquor, demonstrando que ndo h& relagcdo entre a dosagem de proteina e a
turbidez da amostra.

Os niveis de glicose no liquor devem ser semelhantes, cerca de 70%, aos niveis
encontrados no sangue. Os animais incluidos no experimento apresentaram dosagem
normal entre 40 mg/dl e 80 mg/dl, e estes resultados ndo apresentaram diferencas
significativas.

O teste de Pandy é um método semi-quantitativo para detectar a presenca de
globulinas no liquor. Na primeira colheita apenas quatro animais apresentaram
positividade neste teste, sendo trés animais do G1 e 1 do G2. Dos trés animais do G1
apenas um manteve a positividade deste teste na segunda colheita, porém como o teste €
medido por cruzes, observamos que este animal teve uma diminui¢cdo da turbidez
produzida pelo reagente, 0 nimero de cruzes no primeiro momento era de trés e se

reduziu para uma cruz na segunda amostra.
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No G2 observamos que o animal que apresentava positividade na primeira
amostra passou a ndo apresentar mais na segunda. No entanto, verificamos que outro
animal apresentou positividade na segunda colheita.

A contagem de hemécias ndo apresentou resultado significativo e clinicamente
ndo apresenta importancia na referida enfermidade. A presenca de hemacias no liquor
pode ser considerada uma forma de contaminag@o da amostra no momento da colheita,
da mesma forma que a coloracdo avermelhada observada.

Entretanto, a contagem de células nucleadas é de extremo valor para nosso
estudo. Os nossos resultados ndo apresentaram diferencas significativas entre os dois
grupos, porém observamos um aumento dessa contagem em todos os animais e nos dois

momentos da analise (Tabela 20).

TABELA 21 — Média, desvio padrdo e nivel de significancia da contagem de células

nucleadas no liquor dos animais dos dois grupos.

Gl G2
Amostra Média* Desvio Média* Desvio Valor de p
padréo padréo
1 65,80 62,71 65,00 87,51 0,9815
2 37,86 36,13 19,00 20,76 0,9999

Estatistica: teste t de Student, sendo que valores de p<0,05 indicam diferenca significativa entre os grupos.
*Media da contagem de células nucleadas/pL

Amostra 1: antes do tratamento

Amostra 2: apds 15 dias de tratamento

G1: grupo 1

G2: grupo 2
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FIGURA 06 — Representacdo gréfica da contagem de células nucleadas no liquor nos

dois grupos.
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G2: grupo 2

A partir dos dados relacionados acima podemos observar que houve uma queda
na contagem de células nucleadas entre a primeira e a segunda colheita, sendo que nos
animais tratados com ribavirina em associagdo com o DMSO a diferenca da contagem
foi claramente evidente em relacdo ao G1, ap6s os 15 dias de tratamento.

Apesar de encontrarmos turbidez no liquor de alguns animais, ndo foi
encontrada nenhuma amostra com mais de 500 células/uL que possa explicar a
alteracéo no aspecto do fluido.

Apos a contagem diferencial destas células nucleadas, verificamos que todos 0s
animais apresentavam pleocitose linfocitica, sendo este um achado clinico caracteristico

de doencas causadas por virus, como a cinomose.
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TABELA 22 - Média, desvio padrdo e nivel de significancia da porcentagem de
linfocitos no liquor dos animais dos dois grupos.

Gl G2
Amostra Média* Desvio Média* Desvio  \/a10r de p
padréo padréo
1 69,20 28,66 69,90 34,69 0,9613
2 82,57 19,76 91,00 10,85 0,3157

Estatistica: teste t de Student, sendo que valores de p<0,05 indicam diferenca significativa entre os grupos.
*Media da porcentagem de linfocitos em 50 células

Amostra 1: antes do tratamento

Amostra 2: apds 15 dias de tratamento

G1: grupo 1

G2: grupo 2

FIGURA 07 — Representacdo grafica da porcentagem de linfécitos no liquor nos dois
grupos.
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Ao contrario do que observamos com as células nucleadas, a porcentagem de
linfocitos aumentou apds o tratamento com a ribavirina em associagdo com o DMSO.

Apesar de ndo apresentar resultado estatistico significativo, a contagem de linfocitos
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nos revelou que o processo imunolégico desencadeado pelo virus da cinomose nao

cessou com a utilizagéo das drogas, como podemos verificar na Tabela 23.

TABELA 23 — Mediana e nivel de significAncia da contagem diferencial de linfécitos

no liquor dos animais dos dois grupos, nos diferentes momentos.

Amostra 1 Amostra 2 Valor de p
Med i 31,42 28,57 0,0313
G2 22,54 8,65 0,3125
Mediana* ’ ’ ’

Estatistica: teste t de Student, sendo que valores de p<0,05 indicam diferenca significativa entre os grupos.
*Mediana da contagem diferencial de linfocitos em 50 células

Amostra 1: antes do tratamento

Amostra 2: apds 15 dias de tratamento

G1: grupo 1

G2: grupo 2

Quando calculamos os valores absolutos dos linfécitos no liquor observamos
que 0s dois grupos apresentaram uma queda nesta contagem. Apesar de encontrarmos
uma diferenga significativa no G1 (p=0,0313) entre as medianas desta contagem,
observando os valores do G2 verificamos que esta queda foi mais acentudada.

Da mesma forma que a contagem total de células nucleadas, as células
mononucleares acompanharam essa queda apds o tratamento. Nao houve diferenca

significativa entre os grupos nos dois momentos de colheita.

6 Efeitos Colaterais

A partir das avaliagdes clinicas diérias e os exames complementares verificamos
algumas alteracdes que sugerem efeitos colaterais do uso da ribavirina. No inicio do
tratamento observamos que 0S animais comecaram a apresentar hiporexia ou anorexia
durante o periodo de administracdo da droga e alguns animais apresentaram vomitos
esporédicos. Estes sinais associados a sensibilidade abdominal demonstraram que
alguns animais desenvolveram uma gastrite com a administracdo oral da ribavirina.

No entanto, apds as nossas primeiras observacOes frente a esses sinais, todos 0s
animais que iniciavam o tratamento recebiam protetores de mucosa, como a ranitidina,
diariamente até cessar a administracdo da droga. Verificamos, desta forma, uma

suavizacao destes sinais de irritacdo gastrica.
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Como foi relatado anteriormente, observamos uma queda de leucdcitos
acentuada proximo do 15° dia de administracdo da droga. Essa imunossupressédo foi
comparada entre 0s grupos e ndo apresentou um nivel de significancia (p=0,5436).

Com relagdo aos efeitos na medula 6ssea, utilizamos os dados dos hemogramas e
foram analisados todos os tipos celulares, hemacias, plaquetas e leucécitos. Foi sugerido
a partir da queda simultanea destas células que poderia haver comprometimento de
medula 6ssea em um grau que ndo exerceu efeitos colaterais sobre a mesma e nao

comprometeu a sobrevida dos animais, mostrando ser uma agéo transitoria.
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Discussao
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Para compor 0s grupos experimentais, ndo houve distingdo de sexo e raga entre
0s animais selecionados. Os resultados de Headley & Graga (2000) demonstraram que
ndo ha diferenca de susceptibilidade a infec¢do pelo virus da cinomose entre machos e
fémeas. Da mesma forma, Corréa & Corréa (1992) afirma que a enfermidade ndo tem
predilecdo por sexo ou raga. No entanto, alguns autores afirmam que racas
braquiocefalias apresentam menor prevaléncia da doenca, de mortalidade e de seqielas
comparadas com as racas dolicocefélicas (HEADLEY & GRACA, 2000; GREENE,
2006).

Com relagdo a idade dos animais, alguns autores afirmam que a maior incidéncia
da cinomose coincide com a época da diminuicdo da taxa de anticorpos maternos, entre
60 e 90 dias de idade (CORREA & CORREA, 1992). No entanto, Greene (2006) relata
que animais com trés a seis meses de idade sdo mais susceptiveis e Headley & Graca
(2000) afirmam que a susceptibilidade € maior em animais neonatos e jovens, porém
todos os autores concordam com a maior incidéncia quando ha uma queda nos titulos de
anticorpos maternos. Por isso, somente incluimos no estudo animais com mais de dois
meses de idade.

Headley e Graga (2000) encontraram nos seus resultados 63% dos casos de
encefalite pela cinomose em animais com menos de um ano e meio, sugerindo que 0s
maiores indices de mortalidade nesta forma acontece ao redor de um ano de idade.
Concordando com esses dados, Silva et al. (2007) encontraram uma taxa de 49,5% dos
casos com alteragdes neurolégicas em animais com menos de um ano de idade, sendo
que 48% dos animais com estes sinais estavam na faixa etaria de um a nove anos de
idade e 2,5% possuiam mais de 10 anos. Em nossos resultados registrados na Tabela 01,
os animais selecionados se encontravam dentro da faixa etaria de maior incidéncia da
fase neuroldgica citada pelos autores.

Contudo, Corréa & Corréa (1992) quando descrevem as apresentagdes clinicas
da cinomose, afirmam que a encefalite do cdo velho é comumente observada em
animais com mais de seis anos de idade. No entanto, Greene (2006) relata que é uma
enfermidade rara, crbnica, resultante da persisténcia viral no SNC, acometendo apenas
animais imunocompetentes. Por isso, ndo foram incluidos animais com mais de seis
anos de idade no estudo.

Atraveés do estudo da patogenia da doenca, verificamos que a infeccdo do tecido
epitelial e SNC ocorrem no periodo de oito a nove dias p6s-infec¢do e que no periodo
de nove a 14 dias apés a disseminagdo nestes tecidos ha producao de anticorpos contra o
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virus (GREENE, 2006). No entanto, Vandevelde & Zurbriggen (2005) afirmam que
quando uma efetiva resposta imune antiviral neutralizante é ausente na fase aguda da
cinomose, anticorpos IgM anti-virus aparecem nas duas primeiras semanas da infecgéo.
Além disso, alguns autores relatam que os anticorpos contra 0 virus interagem com
macrofagos infectados em lesdes no SNC, causando sua ativagdo com liberacdo de
ROS. Esta atividade por sua vez pode levar a destrui¢do de oligodendrdcitos e bainha de
mielina (TIPOLD et al., 1992; SUMMERS et al., 1995; GEBARA et al., 2004;
GREENE, 2006; STEIN et al., 2006). Portanto, ndo utilizamos animais com evolucgéo
clinica neurologica muito avancada com objetivo de minimizar esta influéncia do
sistema imune na progressao da enfermidade. Assim os animais foram selecionados no
maximo com 10 dias de evolugdo dos sinais nervosos, sendo que as médias nos grupos
foram de seis dias, sugerindo gue os animais estavam na fase aguda da enfermidade.

Para o diagnostico da cinomose podem ser empregadas as técnicas de ELISA
(LATHA et al., 2007), imunofluorescéncia (MEGID et al, 2000) e RT-PCR (SAITO et
al, 2000; GEBARA et al.,, 2004). Em virtude do custo, essas técnicas Sdo pouco
utilizadas e chega-se na suspeita clinica baseando-se na historia, sintomatologia e
achado hematoldgico (SLVA et al., 2005; GREENE, 2006). Do mesmo modo descrito
na literatura, os animais do experimento foram selecionados a partir de suspeitas
clinicas. Todos os animais apresentavam historico de contato com outros animais
doentes, ou que tinham acesso a rua, ou enfermidades com carater imunossupressor
anteriormente. A maior parte dos animais, antes de chegar ao Hospital Veterinario com
sintomatologia neuroldgica, apresentou sinais sistémicos da enfermidade. Além da
verificagdo do historico clinico, foram avaliados com relagdo ao historico vacinal, pois
animais com vacinacdo correta ndo foram incluidos. Apos analise dos sinais clinicos,
somente foram incluidos os animais com sintomatologia nervosa, pois encontramos na
literatura, que em regides endémicas, a principal suspeita para estes sinais deve ser
cinomose (SAITO et al., 2005; MORETTI, et al., 2006; SILVA et al., 2007).

Além disso, utilizamos a reacdo de imunofluorescéncia direta de esfregaco
sangliineo como diagndstico final. Segundo Tipold et al. (1992), para um diagnostico
conclusivo de cinomose, a imunofluorescéncia direta de esfregagos e fluidos corporais é
rotineiramente utilizada. Infelizmente, este método sé confirma cinomose até trés
semanas apds a infecgdo, porque depois desse tempo o virus desaparece dos tecidos
epiteliais (JOZWIK & FRYMUS, 2005). No entanto, Greene (2006) descreve que a

técnica requer equipamentos especiais e segundo o autor, 0 antigeno é primeiramente
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encontrado no sangue no periodo de dois a cinco dias apds a infecgdo e a técnica de
imunofluorescéncia direta utilizando as amostras de esfregaco conjuntival, liquor, ou
sangue € Util no diagnostico na fase aguda da doenca.

Em nossos resultados pudemos observar que animais com tempo maior que
cinco dias apos a infeccdo apresentaram resultados positivos na imunofluorescéncia
direta de esfregaco sangliineo. Verificamos que 70% dos animais do G1 e 80% dos
animais do G2 apresentaram positividade neste método, demonstrando que estavam na
fase aguda da enfermidade e, provavelmente os animais negativos haviam ultrapassado
esta fase, ja que os sinais clinicos da doenca eram patentes. Segundo alguns autores, a
fase aguda da cinomose é caracterizada por replicagdo viral intensa, causando os danos
no SNC e no sistema imune (SUMMERS et al., 1995; MORO & VASCONCELOS,
1998; KUMAGAI et al., 2004; GREENE, 2006).

No entanto, a imunofluorescéncia direta de esfregaco sangliineo ndo deve ser
considerada um método de diagndstico ideal para este estudo, ja que todos os animais
apresentavam a fase neuroldgica da cinomose e a amostra utilizada na reagdo foi o
sangue. Todos 0s animais que mostraram negatividade no exame foram incluidos no
experimento, ja que apresentavam um histérico clinico e alteragcBes neurolégicas
compativeis com cinomose.

Segundo Elia et al. (2007) a ribavirina causa mutac¢6es no virus da cinomose que
levam a um erro catastrofico na formacdo do genoma viral. Pode ser especulado que a
ribavirina interfere com a RNA polimerase pela competicdo com nucleosideos naturais
e produz erro na terminagdo da cadeia de RNA do virus. Além disso, a ribavirina afeta o
virus ainda no meio extracelular, de maneira precoce no seu ciclo de replicagdo. Por
isso, tentamos fazer com que a maior parte dos animais fosse incluida nos grupos
experimentais no momento ideal para a agéo da droga.

Quando correlacionamos os dados de animais que apresentam viremia,
identificados pela imunofluorescéncia direta (Tabela 03), e os dados de melhora clinica
frente aos grupos experimentais (Tabela 04) observamos uma semelhanga nos
resultados, ja que 70% dos animais do G1 e 80% dos animais do G2 alcancaram uma
melhora clinica. Podemos sugerir que a ribavirina foi capaz de impedir a replicagdo
viral ndo somente no SNC, mas também nas particulas virais encontradas ainda na
circulagdo sanglinea, impedindo a progressdo da doenga.

No estudo de Elia et al. (2007) foi observado que a relacdo entre o efeito da
droga e o tempo de exposi¢do mostrou que a atividade antiviral em altas concentracdes
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ocorre no periodo de 24 horas. Entretanto, em baixas concentracdes a eficacia da droga
foi obtida apds 48 horas de exposicdo. Porém, este estudo refere-se a eficacia da
ribavirina frente ao virus da cinomose “in vitro”. Quando analisamos a eficacia da
ribavirina em animais naturalmente infectados com o virus da cinomose, observamos
uma melhora dos sinais na maior parte dos mesmos a partir do sétimo dia de
administracdo da droga.

Em nosso estudo foi realizada uma avaliaco clinica diaria permitindo identificar
uma variacdo do estado clinico destes animais a partir do décimo dia de administracgao.
Através destes dados podemos sugerir que o sistema imune pode influenciar no quadro
geral do animal, com relagdo a producdo de ROS, citocinas e anticorpos anti-mielina
consequiente a acdo viral, que tem inicio ao redor de trés semanas pdés-infeccdo
(BURGE et al., 1989; TIPOLD et al., 1992; SUMMERS et al., 1995; WUNSCHMANN
et al., 1999; GRONE et al., 2000; MARKUS et al., 2002; STEIN et al., 2004; GREENE,
2006; STEIN et al., 2006).

Todos os virus isolados pertencem a um mesmo Sorotipo e as varias amostras
isoladas produzem enfermidades com duracdo e sinais clinicos distintos; algumas
causam enfermidade de mediana patogenicidade, enquanto outras causam enfermidade
aguda, altamente letal, com ou sem encefalite aguda, e outras, ainda, levam a encefalite
tardia, ap6s uma enfermidade branda, ou mesmo apds a recuperacdo da fase aguda
(CORREA & CORREA, 1992).

Como em nosso estudo ndo foram identificadas as cepas virais e conhecendo as
suas diferencas de patogenicidade, podemos sugerir que alguns animais n&o
sobreviveram & infeccdo, ndo por uma falha da ribavirina e sua associacdo com o
DMSO, mas pela gravidade da enfermidade.

Segundo Biazzono et al. (2001) varios fatores interferem na qualidade e duracéo
da resposta imune a vacinagdo, como a amostra viral utilizada, a massa antigénica ou o
titulo vacinal e o grau de atenuagdo do antigeno viral. Existem também os fatores
relacionados ao préprio hospedeiro, como a variagdo individual na capacidade de
resposta a uma mesma vacina, 0 estado nutricional, parasitismo, os estados de
imunodeficiéncia de causa genética ou ndo e fatores relacionados as condicOes
ambientais. Concordando com os dados descritos pelos autores animais que receberam a
vacina de forma correta ndo foram incluidos no nosso estudo, pois segundo eles as
vacinas atuais sao eficientes em induzir o estado de imunidade dos animais, protegendo-

0s contra a infecgdo natural.
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Contudo, em nosso estudo verificamos que ndo houve diferencga entre os grupos
tratados e o grupo controle com relagdo ao histdrico vacinal e, no entanto, animais que
ndo foram vacinados apresentaram indices melhores de recuperagdo no tratamento
experimental.

Segundo Corréa & Corréa (1992), a cinomose na fase neuroldgica é progressiva,
raramente estacionando, levando a morte em curso agudo ou crénico, e sempre
deixando sequelas que podem ser inabilitantes, quando eventualmente o animal
sobreviva. Observamos em nosso estudo que a eficacia da ribavirina ndo foi
influenciada pelo periodo de evolucdo apresentado pelos animais ao inicio do
tratamento. Podemos sugerir que a ribavirina como forma de tratamento na fase
neuroldgica da cinomose, torna o progndéstico da enfermidade mais favoravel. Também
verificamos que nenhum dos animais tratados, cuja melhora do estado clinico foi
evidente, apresentou sequielas incompativeis com a vida normal.

No estudo de Silva et al. (2007) com 620 casos, a forma neurolégica da
cinomose foi caracterizada por uma grande variedade de sinais, nas quais 0S cées
apresentavam um 0nico sinal clinico ou uma combinacdo deles, sendo que este
levantamento também foi realizado no atual estudo, concordando com estes dados. No
entanto, os autores relataram que a mioclonia foi o achado mais comum em 38,4% dos
animais, j& em nosso experimento verificamos que no GC este sinal foi observado em
60% dos animais e em 70% dos animais do G2, porém em apenas 40% dos animais do
G1. Com relacdo ao estudo de Silva et al. (2007) foram encontrados 2,1% dos casos
com opistétono e 1,9% com tremores, entretanto, em nosso estudo verificamos que
apenas um animal (10%) apresentava opistétono no G2 e que 0s tremores apresentaram
maior relevancia, ocorrendo em 20% dos animais no GC, 40% no G1 e 80% no G2.
Esta discrepancia de valores percentuais nos dois trabalhos pode ser explicada pelo
tamanho amostral dos dois grupos experimentais.

As disfungbes motoras e posturais observadas por Silva et al. (2007) foram
ataxia em 25%, paresias em 20,5% e desvio lateral da cabeca em 1,9% dos animais. No
nosso estudo, verificamos que 40% dos animais do GC apresentavam ataxia e 30%
apresentaram paresias de membros. J& nos grupos tratados observamos que 30% dos
animais do G1 e 80% dos animais do G2 apresentaram ataxia, as paresias foram
encontradas em 40% no G1 e 30% no G2, sendo que estes resultados ndo mostram
discrepancia com relagéo ao estudo anterior. No caso de animais com desvio lateral de

cabega, verificamos que no GC ndo foram incluidos animais com este sinal e no G1 e no
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G2 encontramos 40% e 30%, respectivamente. Da mesma forma, sugerimos que as
alteracdes nos valores percentuais se ddo pela diferenga no tamanho da amostra.

Nos relatos de Silva et al. (2007) foram listadas outras manifestacdes clinicas
encontradas como ambulacdo ou andar em circulos, sonoléncia, vocalizagdo,
agressividade, inquietacdo, incapacidade de reconhecer os proprietérios, automutilag&o,
sialorréia, trismo mandibular, retengdo ou incontinéncia urinaria, rigidez e atrofia
musculares, pressdo da cabeca contra objetos e disfagia. Em nossos resultados
encontramos alguns sinais semelhantes aos citados pelos autores como andar em
circulos, choro noturno, hiperexcitabilidade, sialorréia, espasticidade e atrofia muscular.
Outros sinais que ndo foram citados pelo referidos autores foram encontrados em nossos
animais como alteragbes em nervos cranianos, apatia, balango ou tremores de cabeca,
déficits de locomocdo, estrabismo, fraqueza muscular, giro ortoténico do pescoco,
hipermetria e nistagmo, sendo que estes sinais também foram relatados por outros
autores (CORREA & CORREA, 1992; TIPOLD et al., 1992; GREENE, 2006).

Apesar da literatura descrever alteracfes oculares e no trato optico, observamos
em nosso estudo uma baixa incidéncia destas lesdes e sinais clinicos destas alteragdes.
Apenas dois animais dos grupos tratados apresentaram sinais de cegueira ou alteragdes
pupilares, como midriase, porém nestes casos observamos uma melhora no quadro
clinico independente da associagdo com o DMSQO, sendo que estes sinais estacionaram
com o tratamento e 0s animais apresentaram sequelas.

No que se refere as alteracdes hematoldgicas, a anemia pode ser atribuida ao
aumento da destruicdo dos eritrocitos ou pela diminuicdo de sua produgdo. A destruigdo
¢ determinada pela presenca do virus no eritrocito ou pela deposicdo de
imunocomplexos na membrana desta célula. A queda da produgdo pode ser atribuida a
faléncia da medula 6ssea devido ao estresse desencadeado pela doenca. Na maioria dos
casos, 0s eritrdcitos apresentam-se normociticos e normocrémicos e ndo ha sinais de
regeneracdo medular, como hemécias nucleadas, policromasia, anisocitose ou
corpusculos de Howell-Jolly (SILVA et al., 2005).

Silva et al. (2005) encontraram um indice de 61% de casos com anemia. No
entanto, Amude et al. (2007) observaram que apenas 12,5% dos animais com cinomose
tinham anemia. Nos 20 animais incluidos em nossos estudos, 17 (85%) apresentavam
um quadro de anemia. Concordando com os achados de Silva et al. (2005), os eritrécitos

apresentaram-se normociticos e normocrémicos e ndo houve sinais de regeneragdo
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medular, concluimos que nossos animais apresentavam uma alteracdo na medula éssea
devido ao estresse desencadeado pela doenga.

Entretanto, verificamos que houve uma resposta ao inicio do tratamento nos dois
grupos no quarto dia de administracdo da droga, porém os animais do G1 mantiveram
uma média baixa da contagem de hemadcias, demonstrando um quadro de anemia
durante todo o periodo de tratamento. No G2 esta média mostrou-se melhor do quarto
ao décimo dia de tratamento, o que nos permite sugerir que o0 DMSO potencializou a
acdo da ribavirina ou minimizou possiveis danos na medula dssea destes animais e nas
membranas das hemacias.

Segundo os autores, Hayden & Douglas (1990), a ribavirina sistémica causa uma
anemia relacionada com a dose, por hemoélise extravascular e, em altas doses, causa
supressdo de medula 6ssea com diminuigcdo de elementos eritrdides. Podemos sugerir a
partir de nossos resultados que a ribavirina na dose de 30 mg/Kg, a cada 24 horas no
periodo de 15 dias foi levemente toxica a medula de cdes, porém sabemos que estes
efeitos sdo reversiveis quando cessa a administracdo da droga.

No entanto, Papich et al. (2003) afirmam néo ter encontrado efeitos colaterais da
ribavirina em cdes, na dose de 60 mg/Kg durante duas semanas.

Nestes achados hematoldgicos podemos evidenciar duas caracteristicas do
DMSO. O composto potencializou a ac¢do da ribavirina pela observagdo da suavizacéo
do estresse da medula 6ssea no quarto dia de tratamento por uma diminuicdo do
antigeno viral no organismo. O DMSO tem efeito sobre as membranas de hemacias
como foi descrito por Santos et al. (2002), pois uma grande quantidade da droga €
dissolvida na membrana, direcionando as alteracdes nas suas propriedades. Podemos
afirmar também que este composto pode ter preservado 0s precursores eritroides
amenizando os efeitos da ribavirina na medula déssea e levando os indices menores de
anemia no G2.

Os resultados da dosagem de hemoglobina sdo compativeis com os achados de
outros autores, quando afirmam que as hemécias de cdes sdo mais resistentes a hemdlise
causada pela ribavirina. No nosso estudo a dosagem no decorrer do tratamento foi
compativel com os achados encontrados na contagem de hemécias, demonstrando que a
anemia ndo € causada por hemolise.

A concentracdo celular de ribavirina alcanca niveis estaveis em duas a trés
semanas apds o inicio do tratamento, quando ocorre a diminuicdo de hemoglobina. De

forma interessante, as mudancgas na concentragéo de ribavirina celular séo inversamente
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proporcionais as alteraces nos niveis de hemoglobina (INOUE et al., 2004). Da mesma
forma que observamos em nossos resultados, no 15° dia de administracdo foi encontrada
uma diferenca significativa entre os dois grupos, a qual foi resultante de uma queda
acentuada na concentracdo globular de hemoglobina no G1.

No entanto, podemos sugerir que o DMSO pode ter ajudado a diminuir essa
alteragio causada pela ribavirina no G2. E possivel que este composto diminua a
degradacéo da ribavirina pela adenosina-quinase dentro dos eritrocitos, impedindo o seu
acumulo e posterior perda da hemoglobina. Esta sugestdo pode ser feita a partir do
estudo de Yoon et al. (2006), que mostrou que o0 DMSO possui efeitos variados na
atividade de isoenzimas, sua presenca nas rea¢fes enzimaticas produz efeitos inibitérios
diretos no metabolismo mediado por estas. A afinidade relativa do DMSO com o
substrato das enzimas pode ter um papel importante como conseqliéncia dessa
interacdo.

A média da contagem de plaquetas revelou uma leve trombocitopenia no
primeiro dia, quando os animais ainda ndo haviam recebido o tratamento. Tipold et al.
(1992) afirmam que a trombocitopenia é um achado raro na cinomose e no estudo de
Amude et al. (2007) ndo foram encontrados animais com esta alteracdo e, no entanto,
Silva et al. (2005) afirmam que a trombocitopenia € um achado frequente. Sabe-se,
apenas, que para o género Morbillivirus ja se observou aumento de anticorpos anti-
plaguetas. A trombocitopenia é provavelmente do tipo imunomediada com remocao das
plaquetas pelo sistema reticulo endotelial. Esta explicacdo também é citada nos estudos
de Rima & Duprex (2006) e concluiram que é um achado transitorio que desaparece
com trés a quatro semanas apés a infec¢do por Morbillivirus.

Durante o periodo de tratamento ndo houve alteragbes significativas na
contagem de plaquetas, porém no Gltimo dia de tratamento, 0 G2 revelou uma média
mais baixa em relagdo ao G1, sendo que os dois grupos apresentaram uma leve
trombocitopenia de significado irrelevante.

O leucograma é a caracteristica mais varidvel com as contagens abrangendo
leucopenia a leucocitose. InfeccGes bacterianas oportunistas no trato digestivo e
respiratdrio podem ser observadas e isso justifica a leucocitose por neutrofilia e o desvio
a esquerda e neste mesmo estudo, os autores encontraram 46% de leucopenia, 8% de
leucocitose por neutrofilia 54% de desvio a esquerda (SILVA et al., 2005).

Em nossos resultados observamos que a média da contagem de leucdcitos

estavam dentro dos padrdes normais. Dos 20 animais incluidos no experimento, apenas
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cinco (25%) deles apresentavam leucopenia, um (5%) apresentou leucocitose e 70% dos
animais apresentavam valores normais na contagem de leucdcitos. Desta forma,
verificamos que 0s nossos resultados ndo eram concordes com 0s autores citados.

Segundo Moro & Vasconcellos (1998) a infecgdo resulta em leucopenia devido a
linfopenia que se inicia uma semana ap0s a infeccdo e que pode persistir até a
convalescéncia. O animal com infeccdo persistente permanece com baixa contagem de
leuctcitos. A replicacdo do virus nas células linfoides € seguida por um extenso periodo
de imunossupressdo e segundo Schobesberger et al. (2005) a queda significativa de
linfécitos foi observada no periodo de trés dias apés a infeccdo, antes da viremia.

Esta imunossupresséo e funcdo imune anormal aumentam a susceptibilidade as
infeccbes secundérias, que podem influenciar na letalidade da doenca (HASS &
BARRETT, 1996; KAJITA et al., 2006).

No entanto, os resultados da média da contagem de leucécitos se mantiveram
dentro dos valores normais durante o periodo de tratamento, contudo com uma queda no
altimo dia. Porém, no quarto dia de administracdo da ribavirina verificamos uma
diferenca significativa entre os resultados do G1 e G2, mostrando que 0 grupo que
recebeu a ribavirina associada com o DMSO obteve uma resposta imunoldgica melhor
do que os animais do G1, demonstrando potencializacéo da acdo da ribavirina sobre o
virus.

No estudo de Silva et al. (2005), em 85% dos casos de cinomose foi encontrada
linfopenia. J& no experimento de Amude et al. (2007) a alteracdo na contagem de
linfocitos foi de 37,5% dos casos. Em nossos animais encontramos um indice de 75%
de linfopenia, concordando com os valores dos primeiros autores.

Outros autores afirmam que a ribavirina tem efeito supressor de linfocitos e
sugerem uma possivel toxicidade nestas células, principalmente em altas doses por via
oral (HEAGY et al., 1991; BEAN, 1992).

Em nosso estudo verificamos que a contagem total de leucécitos teve uma
queda, que foi acompanhada de uma linfopenia acentuada no ultimo dia de
administracdo, concordando com Heagy et al. (1991) e Bean (1992), desta forma,
podemos concluir que a dose da ribavirina foi alta o suficiente para causar uma possivel
toxicidade nos linfocitos.

Contudo, sabemos que os efeitos colaterais da droga sdo reversiveis e mesmo
ndo tendo acompanhado os animais apds este periodo, com base nos trabalhos
existentes, apos cessar a administracdo espera-se que a contagem destas células retorne
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aos valores normais. Desta forma, sugerimos novos estudos que acompanhem os
animais que receberam a ribavirina e apresentaram leucopenia com linfopenia por um
periodo mais longo, apds cessar a administragdo da droga.

No entanto, podemos observar que a linfopenia no G1 foi persitente em todos 0s
momentos, ao contrario da encontrada no G2. Segundo Moro & Vasconcellos (1998) a
linfopenia encontrada na cinomose € causada por uma destruicdo de linfécitos devido a
replicacdo virica no tecido linféide, o que também pode prejudicar a funcdo dos
linfocitos ou de subpopulagfes dos mesmos. Sendo este quadro importante na infeccéo
pelo virus da cinomose, é observado linfopenia prolongada e deplecdo linféide
sistémica.

Desta forma, podemos concluir que a ribavirina quando associada ao DMSO
apresentou melhor agdo sobre o virus, fazendo com que o organismo do animal
responda na producdo de resposta imune. Podemos sugerir que o DMSO seja
responsavel por difundir a droga nos 6rgaos linféides, impedindo a replicacdo viral e a
deplecdo dos mesmos (Tabela 14).

Nos estudos de Silva et al. (2005) foram encontrados 8% de animais que
apresentavam leucocitose por neutrofilia. E Amude et al. (2007) verificou o indice de
12,5% de neutrofilia. Em nosso estudo observamos uma frequéncia de 10% de
neutrofilia nos 20 animais, concordando com os dados dos dois autores. Quando
observamos os dados de Amude et al. (2007) com relacdo ao indice de neutropenia
(12,5%), verificamos que a nossa incidéncia foi maior com 20% dos casos.

A analise feita com as médias de neutréfilos ndo mostrou nivel de significancia
entre 0s grupos e a partir destas ndo foi observado neutrofilia ou neutropenia com base
na estatistica. Porém, o que indica que a ribavirina ndo causou alteracbes em
neutréfilos. Da mesma forma, ndo observamos alteracGes significativas no nimero de
eosinofilos nos dois grupos.

No entanto, encontramos valores médios da contagem de mondcitos aumentados
com relacdo aos valores de referéncia apenas no grupo que recebeu a ribavirina
associada ao DMSO. Este aumento pode ser observado no quarto dia apos a
administracdo das drogas e se manteve até o décimo dia. Sugere-se que esta monocitose
pode ser considerada uma resposta da medula déssea, quando comparamos com as
informacdes anteriores, ja que ndo ha relatos de literatura sobre alteragdes nestas células
referente a cinomose, ribavirina e DMSO.
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No exame bioguimico de fungdo hepatica e renal, os achados ndo sdo especificos
para a infecgdo (TIPOLD et al., 1992; GREENE, 2006). E no nosso estudo nédo foram
encontrados resultados com diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais.

Os dados referentes aos valores médios da dosagem de uréia no soro sangiineo
foram levemente aumentados, podendo identificar um grau de desidratacdo no inicio do
tratamento. Porém, no 15° dia todos o0s animais apresentaram estes valores
normalizados, demonstrando uma melhora clinica compativel com o que foi verificado
nas avaliacOes diarias. As dosagens de creatinina mantiveram suas medias dentro dos
valores de referéncia normais.

Quando associamos estes dados bioquimicos com os dados da urinalise, em que
observamos a presenca de cilindros granulosos no sedimento urinario e um aumento na
dosagem de proteina na urina, principalmente em animais do G2 e no 15° dia de
tratamento, podemos afirmar que houve uma leve alteracdo renal sem maior
importancia.

Da mesma forma, as dosagens bioquimicas de funcdo hepéatica (ALT, FA e
GGT) ndo apresentaram diferenca estatistica entre 0s grupos, mantendo suas médias
dentro dos padrées de referéncia para cées, o que demonstra que a ribavirina e 0 DMSO
ndo exerceram efeitos hepatotdxicos, apesar de sabermos que a metabolizacdo destas
ocorre no figado, como descrito por Hayden & Douglas (1990) e Paes (1999),
respectivamente.

Apesar de encontrarmos valores alterados na dosagem de gama-
glutamiltransferase (GGT) a partir do quinto dia de administragcdo das drogas no G2,
podemos identificar fatores responsaveis por este aumento, como a utilizacdo de
anitimicrobianos. Neste grupo o medicamento mais utilizado foi o cloranfenicol que
também possui metabolizacdo hepética. No entanto, estas altercbes na fungdo hepética
ndo mostraram significancia na clinica dos animais.

Segundo Greene (2006), a elevacdo plasmatica das globulinas € freqliente em
varias reagdes inflamatérias e, em particular, o componente alfa 2 aumenta
significativamente nas infec¢Bes bacterianas e viricas, notadamente na cinomose.

Os nossos resultados concordam com as informagdes citadas pelo autor. Foi
observado que houve uma queda nos valores de globulina no decorrer do tratamento,
principalmente a partir do décimo dia de administracdo das drogas. Esta queda pode

estar relacionada a resposta do sistema imune por uma diminuicdo do antigeno viral,
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identificando novamente a eficAcia da ribavirina sobre a replicacdo do virus da
cinomose.

A ribavirina administrada sistemicamente, em altas doses, pode causar efeitos
indesejaveis, como anemia por hemdlise extravascular e aumento de bilirrubina no soro,
0s quais sdo reversiveis quando cessada a administracdo da droga (BEAN, 1992;
TAKAHASHI et al., 1998; HOSOYA et al., 2001).

Verificamos, em nosso estudo, que a bilirrubina total sérica e suas fragcbes ndo
apresentaram medias alteradas com relacdo aos padroes estabelecidos para cées, sendo
este um achado importante que discorda da literatura existente, que se refere,
principalmente, a utilizagéo da droga em humanos.

Quando avaliamos os dados da urinalise associados as dosagens bioquimicas de
bilirrubina, podemos afirmar que a ribavirina ndo causou hemolise extravascular em
hemécias caninas, mesmo quando usamos a dose de 30 mg/Kg, a cada 24 horas durante
um periodo de 15 dias. Contudo, as heméacias caninas demonstraram maior resisténcia a
acado da ribavirina.

Em relacdo aos dados de exames de liquor, a turbidez do mesmo ocorre
geralmente devido a um aumento na celularidade da amostra, com presenga de 500 ou
mais células/uL (FEITOSA et al., 1997b). Porém, segundo Cook & Denicola (1988), a
mesma ja pode ser observada em amostras contendo mais de 200 leucécitos/uL.

No estudo de Feitosa et al., (1997b) foram observadas duas amostras do grupo
de animais com cinomose que possuiam liquor discretamente turvo, sendo que um deles
apresentava 400 leucocitos/puL. Apesar de haver uma pleocitose no liquor dos dois
animais, a turbidez ndo pode ser creditada exclusivamente a esse nimero de células, ja
que outros caes do mesmo grupo apresentavam amostras de liquor limpido, com até 380
leucocitos/pL.

No nosso estudo observamos que apenas um animal do G1 apresentou turbidez
da amostra e apresentava acima de 200 células/uL. E na segunda colheita, quatro
animais apresentaram o liquor discretamente turvo, sendo que apenas um animal
compde o G2. Porém estes quatro animais ndo apresentaram celularidade acima de 100
leucocitos/pL, concordando com os achados referentes a celularidade nos estudos de
Feitosa et al. (1997b). Sendo que esta turbidez pode estar associada com a presenca de
hemacias, como foi encontrado em nosso estudo. Os quatro animais que apresentaram
turbidez na segunda colheita, encontramos contagem de hemécias acima de 2.000
celulas/pL.
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De acordo com os resultados de Gama et al. (2005), ndo encontramos alteragdes
significativas em coloracdo, aspecto, densidade, pH e glicose. Entretanto, Feitosa et al.
(1997b) afirmam que houve elevacdo da densidade do liquor em casos de pleocitose e
de aumento dos niveis protéicos, porém a avaliagdo da mesma € insuficiente por si s6
para estabelecer o diagndstico de uma anormalidade.

Segundo Greene (2006) a encefalomielite desmielinizante aguda e néo
inflamatoria ndo causa alteragdes no liquor de animais com cinomose. O aumento da
proteina e na celularidade sdo caracteristicas das fases subagudas e crénicas.

No entanto, o componente protéico e a celularidade liquérica mostraram
alteracOes importantes na presenca de sinais neuroldgicos no estudo realizado por Gama
et al. (2005).

Feitosa et al. (1997b) concluiram em seus estudos que os altos niveis de proteina
(acima de 200 mg/dL) sdo encontrados em animais com uma porcentagem maior de
plasmaécitos no liquor, uma vez que todos os estudados se encontravam com alteracfes
neuroldgicas ha mais de 10 dias e sugerem que, além da producdo de anticorpos contra
0 virus, a desmielinizacdo j& estivesse ocorrendo por uma resposta imune e ndo por uma
acdo viral direta, levando também & produgdo de anticorpos contra a bainha de mielina.
Em funcdo dos resultados encontrados por eles, um liquor normal pode apresentar até
65 mg/dL de proteinas.

Entretanto, no nosso estudo foram incluidos animais com no méximo 10 dias de
alteracBes neurologicas, discordando dos dados dos autores acima. No estudo observou-
Se que poucos animais apresentaram taxas de proteina acima de 65 mg/dL, fazendo com
que as médias destas dosagens ficassem abaixo deste valor.

Contudo, alguns autores afirmam que no estagio crénico, com a inflamacéo
ocorre aumento de proteina (acima de 25 mg/dL), principalmente representado por 1gG
antivirus da cinomose (CORREA & CORREA, 1992; TIPOLD et al, 1992;
SUMMERS et al., 1995; GREENE, 2006).

No estudo de Feitosa et al. (1997) também foi realizado o teste de Pandy, com
objetivo de identificar a quantidade de globulinas, sendo que todos os animais
portadores de cinomose apresentaram positividade neste teste, sendo possivel constatar
que aqueles animais com niveis protéicos totais elevados apresentavam também maior
turbidez no teste e uma maior porcentagem de plasmaécitos, sugerindo que o0 aumento
dos niveis protéicos ocorreu por uma producdo local de anticorpos e ndo por uma lesdo

na barreira hemato-encefalica.
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Em nossos resultados podemos observar que houve um aumento da proteina no
liquor dos animais, porém apenas quatro animais apresentaram positividade neste teste,
demonstrando que este aumento de proteina acima de 25 mg/dL pode ter sido causado
pela produgdo local de anticorpos conforme a literatura. Porém 10 animais
apresentavam o aumento na dosagem de proteina total, apresentando negatividade no
teste de Pandy, demonstrando que pode haver um aumento sem que haja producgéo de
anticorpos locais. Esta diferenga encontrada no teste de Pandy pode estar relacionada
com o tempo de evolucdo, ja que nossos animais apresentavam o tempo méximo de 10
dias de evolucdo da doenca, sendo a fase aguda da enfermidade, que ainda ndo ha
producéo de anticorpos locais.

No entanto, dos trés animais do G1, apenas um manteve a positividade na
segunda colheita, sendo que houve diminuicdo da turbidez da reagdo, nos permitindo
afirmar que houve diminuigdo da producdo de anticorpos apos o inicio do tratamento,
com intervalo de 15 dias entre as colheitas. No G2 observamos que o animal que
apresentava positividade na primeira amostra passou a nao apresentar mais na segunda.
E verificamos ainda que outro animal, mesmo recebendo a ribavirina associada com o
DMSO, apresentou positividade na segunda colheita, desta forma, podemos afirmar que
houve producéo de anticorpos, nesse caso.

A contagem de células nucleadas é de extremo valor para nosso estudo. Os
resultados ndo apresentaram diferencas significativas entre os dois grupos, porém
observamos uma diminuicdo dessa contagem em todos 0s animais e nos dois momentos
da anélise. Estes valores médios da contagem de leucocitos foram comparados com 0s
achados de Feitosa et al. (1997b), que afirmam a ocorréncia de pleocitose em amostras
com mais de oito células/pL. Estes autores encontraram no grupo de cdes com cinomose
uma pleocitose variando de 19 a 400 células/uL. Em nosso estudo encontramos uma
variacdo de duas a 265 células/uL na primeira colheita, porém na segunda amostra
verificamos uma variacao de duas a 100 células/pL.

Nos relatos de Gama et al. (2005) foi observado que 50% dos animais infectados
e com sintomatologia neuroldgica apresentavam pleocitose, com mais de oito
células/uL. A auséncia de células no liquor, em cdes com cinomose e sinais nervosos,
esta associada a estagios iniciais e agudos desta fase da referida enfermidade.

Em nosso estudo encontramos 30% dos animais com valores normais desta
contagem, porém verificando-se as médias encontradas em cada grupo, podemos

afirmar que os animais apresentavam pleocitose.
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No entanto, quando avaliamos as amostras dos dois grupos, percebemos que
houve uma queda nos valores médios da contagem de células nucleadas entre a primeira
e a segunda colheita, confirmando a diminuicdo da resposta imune no local,
concordando com os dados do teste de Pandy com relagédo a eficacia da ribavirina frente
ao virus da cinomose. Portanto, podemos afirmar também que o DMSO potencializou a
penetracdo do antiviral no SNC através dos resultados obtidos na andlise da contagem
de células nucleadas, ja que a diminuicdo desta foi claramente evidente quando
analisamos graficamente (Figura 06).

Em casos de cinomose a pleocitose ocorre predominantemente por um aumento
de linfdcitos, havendo também a presenca de mondcitos, macrofagos e raros neutrofilos
(FEITOSA et al., 1997b). Concordando com os dados obtidos por estes autores,
verificamos que todos os animais apresentavam pleocitose linfocitica, sendo que em
nosso estudo comparamos 0s outros tipos celulares de forma agrupada.

Ao contrério do que encontramos nas celulas nucleadas, o percentual de
linfocitos aumentou e, podemos afirmar que o indice percentual das outras células
mononucleares, conforme citadas na literatura, diminuiu. Segundo Feitosa et al.
(1997b), no liquor de animais com cinomose foi possivel observar uma relacéo direta
entre 0 numero de plasmécitos e os niveis protéicos. Esta relagdo também foi
encontrada em nossos estudos quando comparamos a queda nos valores de células
mononucleares, 0 componente protéico e o teste de Pandy, sugerindo, desta forma que a
producdo local de anticorpos diminuiu apds o tratamento, sendo que a associa¢do da
ribavirina com o DMSO foi mais eficaz em impedir a replicacdo viral no SNC.

Apesar da auséncia de manguitos perivasculares, numerosas células CD8+ sdo
encontradas nas lesfes agudas desmielinizantes e também distribuidas difusamente no
parénquima cerebral, correlacionado de forma desigual com areas de infec¢do viral. No
liquor destes animais altos titulos de 1L-8 foram encontrados, isto sugere que a ativacao
inicial das células da microglia serve como uma alavanca para a invasdo de células T no
SNC (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

A partir destes relatos podemos afirmar que a presenca de linfocitos no liquor,
mesmo apods o tratamento, pode significar uma resposta a essa producdo de citocinas,
desencadeada na presenca do antigeno viral, que induzem a migracéo de mais células e
podem manter a inflamagdo no SNC, resultando em resposta imuno-mediada, conforme

descrito por Winschmann et al. (1999) e Markus et al. (2002). Estas complicacGes
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imunoldgicas podem ser responsaveis pelo 6bito de alguns animais que ndo chegaram
ao final do tratamento.

No entanto, quando analisamos os valores absolutos de linfécitos, verificamos
que houve uma diminuicdo desta contagem, porém ndo houve normalidade nestes
valores. Estatisticamente, o G1 apresentou significancia entre as medianas, contudo o
G2 demonstrou uma queda mais acentuda destes valores. O fato de ndo encontrarmos
resultados estatisticos no grupo que recebeu a ribavirina associada ao DMSO pode ser
referente a variabilidade de resultados encontrados neste grupo, ja que utilizamos testes
ndo paramétricos nesta analise.

Desta forma, podemos afirmar que a eficacia da ribavirina pode ter sido
prejudicada pela acdo do sistema imune e sugerimos novos estudos que utilizem a
associagédo do antiviral com imunomoduladores, com objetivo de minimizar os efeitos
deletérios do sistema imune no SNC.

Além dos efeitos colaterais encontrados nos exames hematoldgicos, observamos
através das avaliacOes clinicas diarias que 0s animais comegaram a apresentar hiporexia
ou anorexia durante o periodo de administracdo da droga e alguns animais apresentaram
vOmitos esporadicos. Estes sinais demonstraram que a administracdo oral da ribavirina
pode levar a um quadro de irritacdo gastrica, podendo evoluir para gastrite.

Segundo Hayden & Douglas (1990) outros efeitos colaterais podem ser
encontrados, como pruridos, erupcdo cutdnea aguda, nauseas, depressdo, tosse e
sintomas respiratorios em humanos. No entanto, em nosso estudo experimental, ndo

observamos nenhum destes efeitos indesejaveis relatados.
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Conclusoes
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Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

1. A ribavirina demonstrou atividade efeitva contra o virus da cinomose em

animais na fase neurolégica, com melhora sensivel do quadro clinico.

2. O DMSO mostrou-se capaz de potencializar a acdo antiviral da ribavirina,
aumentando o seu poder de difusdo tecidual, tornando sua acdo mais eficaz frente ao

virus da cinomose.

3. Os efeitos colaterais encontrados pela utilizagdo da ribavirina foram: leve
alteracdo em medula déssea observada pela anemia, imunossupressdo expressa por

linfopenia, branda leséo renal e gastrite.

4. A ribavirina foi capaz de diminuir a expressdo do antigeno viral com
consequente diminuicdo da producdo de anticorpos no SNC, porém manteve uma

pleocitose linfocitica no liquor.

5. A dose de 30 mg/Kg por via oral, a cada 24 horas, durante 15 dias foi eficaz
contra a infeccdo viral. O monitoramento através de exames complementares deve ser
realizado rotineiramente com intuito de acompanhar o surgimento de efeitos colaterais,

mesmo que estes sejam reversiveis com a suspensdo do tratamento.
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Neuropatologia da Cinomose
Resumo

A cinomose é uma enfermidade infecto-contagiosa, que afeta naturalmente os cées,
causada um Paramyxovirus, do género Morbilivirus, de apresentacdo clinica aguda,
subaguda e crénica. De ocorréncia mundial, sem sazonalidade, sem predilecdo de sexo
ou racga, apresenta maior incidéncia em animais jovens, podendo acometer todas as
idades. A transmissdo ocorre principalmente por aerossois e goticulas contaminados.
Apb6s o contato do virus com o epitélio do hospedeiro ocorre replicagdo viral nos
macrofagos e disseminacdo. Entre quatro e seis dias ocorre nova replicagdo causando
aumento inicial na temperatura corporal e leucopenia. No periodo de 8 a 10 dias, ocorre
disseminacdo viral nos epitélios e no sistema nervoso central. A encefalite aguda
acomete animais jovens ou imunossuprimidos e é caracterizada por lesdo viral direta. A
encefalite multifocal em adultos acomete frequentemente animais entre quatro a seis
anos, apresentando curso cronico. A encefalite do cdo velho, comum em cdes com mais
de seis anos, caracteriza-se por panencefalite e € uma forma rara, resultante da
persisténcia viral nos neurdnios. As lesdes desmielinizantes classicas iniciam trés
semanas pos-infeccdo e durante periodo de intensa imunossupressdo, sendo
consequéncia da replicacdo viral no interior de oligodentrdcitos. A desmielinizacdo na
fase crbnica coincide com a recuperacgdo do sistema imune, caracterizada pela redugéo
ou perda das proteinas virais, com aumento da regulacdo do complexo de
histocompatibilidade maior e infiltracdo de células inflamatdrias. O curso clinico e o
padrdo neuroldgico da encefalomielite variam de acordo com a cepa viral e a idade que
o animal foi infectado. O liquor pode indicar anormalidades na fase crénica com
aumento de proteinas, principalmente por IgG antivirus e aumento do numero de
celulas, com predominio de linfécitos. Em cortes histologicos é possivel confirmar a
infeccdo com a observacdo de lesdes caracterizadas por areas de necrose bem
delimitadas, desmielinizacdo e corpusculos de inclusdo. O isolamento viral em cultivo
celular € especifica, demorado e pode resultar em falso-negativo, exceto na fase aguda.
A técnica da reacdo em cadeia pela polimerase, precedida de transcrigdo reversa vem
sendo empregada com sucesso na deteccdo viral. O diagndstico pode ser confirmado
pela técnica de imunofluorescéncia direta em fluidos corporais, porém o aumento dos
titulos de IgM e 1gG no soro é ambiguo e pode indicar infec¢bes passadas e presentes

com ou sem vacinagdo. Caes infectados podem apresentar imunossupresséo, permitindo
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a infeccdo por agentes oportunistas, como o Toxoplasma gondii. Vacinas produzidas
com as amostras virais adequadamente atenuadas sdo eficientes em proteger os animais
contra a infeccdo natural.

PALAVRAS-CHAVE: Cinomose, Morbilivirus, neuropatologia, encefalite,

desmielinizagéo.
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Canine Distemper Neuropathology
Abstract

Canine Distemper, is an infectious disease of acute, subacute, and chronic clinical
appearance, caused by a Morbilivirus, family Paramyxovirydae. Of worldwide
distribution, no seasonal occurrence, susceptibility between males and females, or racial
preference has been described. Young dogs are generally more susceptible to infection,
demonstrating a relationship between susceptibility and age. Canine Distemper virus is
generally transmitted as an aerosol infection to the upper respiratory tract. After
entering of the virus and invasion of epithelial tissues, viral replication into
macrophages and spreading occur. Four to six days after initial infection, a new
replication starts, causing a rise in body temperature and leucopenia. Eight to ten days
after inoculation the virus invades various epithelial tissues and the central nervous
system. Acute encephalitis, which occurs early in the course of infection in young or
immunosuppressed animals, is characterized by direct viral injury. Multifocal
encephalitis of chronic evolution often occurs in adult dogs between four to six years
old. The old-dog encephalitis is a rare form of the disease characterized by
panencephalitis that may be a persistent infection with a defective virus, usually present
in animals older than six years. Characteristic demyelinating lesions are observed
around three weeks post infection, during a period of massive virus-induced
immunosuppression, as a consequence of viral replication inside oligodendrocites. The
chronic demyelination coincides with the recovery of the immune system, characterized
by reduction or lost of viral proteins, followed by upregulation of the major
histocompatibility complex and inflammatory cells infiltration. The clinical course and
neurological pattern of the encephalomyelitis varies depending on the virulence of the
virus strain, and host age. Abnormalities like increases in protein, because elevated 1gG
levels, and cell count, with a predominance of lymphocytes, are detectable in
cerebrospinal fluid in dogs suffering the chronic stage of the disease. It is possible to
confirm infection on histologic examination by the observation of well delimited
necrotic areas, demyelination and inclusion bodies. Isolation technique of virulent
canine distemper virus in cell cultures is very specific and false-negative results will
occur if the animal is not entere the acute phase. The reverse transcription polymerase
chain reaction has shown to be useful for viral detection. A final diagnosis is based on

the demonstration of viral antigens in scrapings and body fluids by immunofluorescence
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test. Augment in titles of IgM and IgG in serum is ambiguous because it just indicates
previous and/or present infections, even in vaccinated animals. Immunosupression
induced by canine distemper virus probably collaborates with varieties of opportunistic
agents, i.e. Toxoplasma gondii. Live attenuated vaccines have been used successfully
for many years to control wild-type morbilivirus infection.

KEY WORDS: Canine Distemper, Morbilivirus, neuropathology, encephalitis,

demyelinating.
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Neuropatologia del moquillo canino
Resumen

El moquillo canino es una enfermedad infecto-contagiosa, de curso clinico agudo,
causada por un Morbilivirus de la familia Paramyxoviridae. Tiene presentacion
mundial, sin estacionalidad, sin predileccion por sexo 0 raza, se presenta con mayor
incidencia en animales jovenes, pero puede atacar animales de cualquier edad. La
transmision ocurre principalmente por aerosoles y gotas contaminadas. Una vez que el
virus entra en contacto con el epitelio del huésped, ocurre replicacién dentro de los
macrofagos y ulterior diseminacion. Despues de cuatro a seis dias se presenta una nueva
replicacion que causa aumento inicial en la temperatura corporal y leucopenia. Dentro
de un periodo de 8 a 10 dias, ocurre diseminacion viral en los epitelios y en el sistema
nervioso central. La encefalitis aguda se manifiesta en animales jovenes o
inmunosuprimidos y se caracteriza por lesion viral directa. La encefalitis multifocal en
los adultos ataca frecuentemente animales entre los cuatro y los seis afos, y tiene un
caracter cronico. La encefalitis del perro viejo, comdn en animales mayores de 6 afios,
se caracteriza por la presencia de panencefalitis, la cual es una forma rara que resulta de
la persistencia viral en las neuronas. Las lesiones desmielinizantes clasicas comienzan
tres semanas después de la infeccion durante periodos de inmunosupresion intensa,
como consecuencia de la replicacion viral dentro de los oligodendrocitos. La
desmielinizacién en la fase crénica coincide con la recuperacion del sistema inmune,
caracterizada por la reduccion o pérdida de las proteinas virales, con aumento de la
regulacién del complejo mayor de histocompatibilidad e infiltracion de células
inflamatorias. EIl curso clinico y el patron neuroldgico de la encefalomielitis son
variables dependiendo de la cepa viral y de la edad en la cual el animal fue infectado. El
liquido cefalorraquideo indica anormalidades en la fase cronica con aumento de
proteinas, principalmente de IgG antivirus y aumento del numero de células, con
predominio de linfocitos. En los cortes histolégicos es posible confirmar la infeccion
con la observacién de lesiones caracterizadas por areas de necrosis bien delimitadas,
desmielinizacion y cuerpos de inclusién. La técnica de aislamiento viral en cultivo
celular es especifica, lenta y puede resultar en falso-negativo si el animal no se
encuentra en la fase aguda. La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa por
trascripcion reversa ha sido empleada con éxito en la deteccion viral. El diagndstico

puede ser realizado por medio de la técnica de inmunofluorescencia directa en fluidos
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corporales. EI aumento de los titulos de IgM e 1gG en el suero es ambiguo y puede
indicar infecciones anteriores y actuales con o sin vacuna. Los perros infectados pueden
presentar inmunosupresion, lo que permite la infeccion por agentes oportunistas, como
Toxoplasma gondii. Las vacunas producidas con muestras virales atenuadas

adecuadamente, son eficientes para proteger a los animales contra la infeccidén natural.

PALABRAS-CLAVE: Moquillo canino, Morbilivirus, neuropatologia, encefalitis,

desmielinizacién.
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1. Introducéo

1.1 Aspectos etio-epidemioldgicos

A cinomose é uma doenca infecto-contagiosa, causada por um RNA-virus da
familia Paramyxoviridae, género Morbilivirus. Enfermidade que possui trés formas de
apresentacdo clinica: aguda, subaguda e cronica, com manifestacfes gastroentéricas,
respiratérias e neuroldgicas. Foram descritas trés formas de encefalite causada pelo
virus da cinomose: encefalite dos cées jovens, encefalite em cées adultos e encefalite do
cdo velho (CORREA & CORREA, 1992).

O virus possui simetria helicoidal, pleomorfismo e muitos sao aproximadamente
esféricos medindo ao redor de 100-250 nm de diametro (GREENE, 2006). A sua
estrutura é formada por um nucleocapsideo contendo o genoma viral, que consiste na
nucleoproteina (NP) e no complexo polimerase incluindo proteinas P e L. Exibe duas
glicoproteinas no envelope viral: a maior, hemaglutinina (HA), possui atividade de
hemoaglutinacdo, fixacdo do virus na celula hospedeira e é responsavel pelo tropismo
celular; a proteina de fusdo (F) proporciona a ligacdo entre a membrana celular e o
envelope viral e a formacgdo sincicial (STERN et al., 1995; VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 2005).

Enfermidade de ocorréncia mundial afeta animais das familias Canidae,
Mustelidae, Procyonidae, Viverridae, Felidae, Ursidae e mamiferos aquaticos. Porém, é
0 mais importante agente infeccioso que acomete a populacdo canina (CORREA &
CORREA, 1992; TIPOLD et al, 1992; SUMMERS et al., 1995; HEADLEY &
GRACA, 2000; GEBARA et al., 2004).

O virus da cinomose é pantrdpico, apresenta diversas cepas, sendo algumas mais

neurotropicas e mais virulentas. Esta enfermidade pode ocorrer em qualquer época do
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ano, mas acomete os cdes principalmente no inverno, sem predilecdo de sexo ou raca
(CORREA & CORREA, 1992).

A taxa de infeccdo é maior do que o nimero dos animais que manifestam a
enfermidade, estimando-se em até 75% de cdes suscetiveis que eliminam o virus, sem

qualquer sinal clinico da doenca (CORREA & CORREA, 1992; GEBARA et al., 2004).

A transmissdo ocorre principalmente por aerossois e goticulas contaminadas, de

secrecdes respiratorias, fezes e urina (CORREA & CORREA, 1992).

2. Desenvolvimento

2.1 Patologia

A quebra e a ativacdo das glicoproteinas, em alguns Paramyxovirus e
Ortomyxovirus, dependem de proteases tissulares especificas, que determinam o
tropismo, restringindo a fusdo para tecidos selecionados. O processo de fusdo inicia
com o contato do receptor celular com a proteina HA, que muda sua conformacéo,
transmitindo lateralmente um sinal para a proteina F, que sofre quebra e ativagdo (Von

MESSLING et al., 2001; Von MESSLING et al., 2004).

Durante a exposi¢do natural, o virus da cinomose se propaga por gotas de
aerossois e entra em contato com o epitélio do trato respiratorio superior. Em 24 horas,
as particulas virais se replicam nos macrofagos e se disseminam pela via linfatica local,
para tonsilas e linfonodos brénquicos (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 1995;
VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005; GREENE, 2006).

Apos dois a quatro dias pds-infecgdo, o nimero de particulas virais nas tonsilas,
linfonodos retrofaringeos e bronquiais aumenta, porém uma quantidade pequena de

células mononucleares infectadas é encontrada em outros 6rgaos linféides. No periodo
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de quatro a seis dias ocorre a replicagdo viral no sistema linféide, medula 6ssea, timo,
baco, linfonodos mesentéricos, placas de Payer, células estomacais, células de Kipffer e
celulas mononucleares ao redor dos vasos pulmonares e bronquiais. A ampla
proliferagdo viral nos oOrgdos linfoides induz um aumento inicial na temperatura
corporal, entre o segundo e o0 sexto dia, ocorrendo leucopenia, causada por danos virais
nas células linfoides (CORREA & CORREA, 1992; TIPOLD et al., 1992; GREENE,
2006).

Ocorre disseminacdo do virus no epitélio e nos tecidos do sistema nervoso
central (SNC) no periodo de 8 a 10 dias pés-infeccdo, por via hematdgena ou pelo
liquor, apds viremia (JONES et al., 2000; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005;

GREENE, 2006).

No cdo com niveis intermediarios de resposta imune mediada por células e com
titulos de anticorpos que aparecem tardiamente, apds 9 a 14 dias, o virus se dissemina
pelos tecidos. Os sinais clinicos podem desaparecer com o aumento da titulagdo de
anticorpos e o virus é eliminado da maioria dos tecidos assim que este titulo aumentar,
podendo persistir por longos periodos em tecidos uveais, neurénios e tegumentos, como
nos coxins plantares. A recuperacdo da infeccdo estd associada com a imunidade a
longo prazo e interrupgdo da replicagéo viral. A protecdo pode ser comprometida se o
cdo for exposto a uma cepa altamente virulenta, a dose infectante elevada ou sofrer

imunossupressio (CORREA & CORREA, 1992; GREENE, 2006).

2.2 Patologia do Sistema Nervoso Central

Alguns estudos sugerem que a infec¢do do sistema nervoso central (SNC) ocorre
precocemente, na fase sistémica da doenca. Neste caso, a cinomose progride da forma

sistémica para a neuroldgica, aparentemente por falha do sistema imune.
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Além da resposta imune sistémica do hospedeiro, a presenca de anticorpos
antivirais e deposi¢do de imunocomplexos podem facilitar a sua difusdo no endotélio
vascular do SNC. O virus livre ou associado as plaquetas ou linfécitos penetra nas
células endoteliais vasculares das meninges, nas células do plexo cordide do quarto
ventriculo e nas células ependimarias lineares do sistema ventricular (GREENE, 2006).
A frequente ocorréncia de lesGes periventriculares e subpiais, e o fato do virus ser
encontrado facilmente nas células do plexo corodide e do epéndima, sugerem que penetre
nos tecidos cerebrais através do liquor, onde o agente pode ser encontrado em células
monucleares fundidas com células ependimérias (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN,
1995).

A infeccdo do epitélio do plexo cordide é produtiva através de todo o curso de
infeccdo com o virus continuamente sendo produzido. A propagacdo do virus através
das vias do SNC explica a distribuicdo de lesGes em cortex cerebral, trato Optico e
nervos, veu medular rostral, pedinculos cerebelares e medula espinhal (GREENE,
2006).

Apesar da auséncia de manguitos perivasculares, numerosas células CD8+ sdo
encontradas nas lesfes agudas desmielinizantes e também distribuidas difusamente no
parénquima cerebral, correlacionado de forma desigual com areas de infec¢do viral. No
liquor destes animais altos titulos de interleucina 8 (IL-8) foram encontrados, sugerindo
que a ativacao inicial das células da micrdglia serve como uma alavanca para a invasao
de células T no SNC (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

A IL-1 é importante na patogénese de todos os tipos de lesGes causadas pelo
virus da cinomose e é responsavel por estimular a proliferacdo de astrocitos, que pode
significar o inicio das lesbes, como as encontradas na cinomose ndo inflamatoria

subaguda, que evidenciam frequentemente astrogliose reativa. Encontrada

164
Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.


http://www.pdfdesk.com

principalmente nos espacos perivasculares da inflamagdo subaguda e nas lesGes
cronicas, a IL-1 age de forma importante na propagacio da doenca (GRONE et al.,
2000).

A encefalite aguda, que ocorre inicialmente no curso da infeccdo em animais
jovens ou imunossuprimidos, € caracterizada por lesdo viral direta (SUMMERS et al.,
1995; GEBARA et al., 2004; GREENE, 2006). O virus causa lesdo multifocal nas
substancias cinzenta e branca. As lesdes na substancia cinzenta s&o resultados de
infeccdo neuronal e necrose, e podem levar a uma poliencefalomalacea. Lesbes na
substancia branca sdo caracterizadas por danos mielinicos e estdo associados com
replicacdo viral nas células da glia. Mudancas inflamatorias sdo minimas devido a
imunodeficiéncia resultante de imaturidade fisiologica do sistema imune e/ou
decorrente da imunossupressdo viral induzida (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN,
1995; GEBARA et al., 2004; GREENE, 2006).

No aspecto microscépico é possivel observar inclusdes intranucleares no interior
de astrdcitos multinucleados e de certas microglias. No entanto, raramente podem ser
detectados nos neurdnios corpusculos de inclusdo citoplasmaticos ou nucleares
(SUMMERS et al., 1995; JONES et al., 2000).

Durante a fase inicial da encefalite a expressdo do RNA mensageiro (mRNA) e
da proteina viral é alta nas areas afetadas e uma possivel conseqiiéncia é o aumento da
producdo do Fator de Necrose Tumoral (TNF) pelas células, como astrocitos. A sua
importancia na progressao das leses cerebrais é também sustentada pela abundancia do
virus na forma imunorreativa presente nas lesdes ndo inflamatorias, que se caracterizam
pela desmielinizacdo. O TNF tem sido evidenciado como causa da destruicdo de

oligodendrocitos e perda de mielina (GRONE et al., 2000).
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A encefalite multifocal em cédes adultos acomete freqlientemente animais entre
0s quatro e seis anos, com curso cronico. Esta enfermidade ndo é precedida nem
coincidente com os sinais sistémicos (CORREA & CORREA, 1992). O antigeno do
virus fica restrito a poucos astrocitos e a expressio do Complexo de
Histocompatibilidade Maior (MHC) é proeminente em todas as células da microglia,
sendo responsavel pela desmielinizacdo continua e disseminada infiltragdo mononuclear
perivascular. As alteracfes tem inicio com hiperplasia dos astrocitos e proliferagdo
microglial em estruturas subpiais e subependimarias na substancia branca. Esta forma
também estd associada com a alta concentracdo de anticorpos antimielinicos, podendo
ser uma reacdo secundaria ao processo inflamatorio. Anticorpos contra o virus
interagem com macréfagos infectados em lesdes no SNC, causando sua ativacdo com
liberacdo de radicais livres de oxigénio. Esta atividade por sua vez pode levar a
destruicdo de oligodendrocitos e bainha de mielina (TIPOLD et al., 1992; SUMMERS
et al., 1995; GEBARA et al., 2004; GREENE, 2006). Corpusculos de inclusdo viral
intranucleares e intracitoplasmaticos estdo presentes em astrocitos e células da
superficie ependimal (SUMMERS et al., 1995; GEBARA et al., 2004).

Na retina ocorre congestdo e edema. Também pode estar presente uma
imflamacdo do nervo Optico acompanhada de alterages microscOpicas como a
formacdo de manguitos perivasculares com linfocitos, degeneracdo de células
ganglionares, desmielinizacdo e gliose. As inclusdes intranucleares podem ser
encontradas na glia da retina e do nervo optico (JONES, et al., 2000).

Os estudos de Burge et al. (1989) demonstraram que 0S anticorpos antivirais
estimulam a producdo de radicais livres de oxigénio (ROS) em culturas cerebrais de

caes infectadas com o virus da cinomose. Os ROS fazem degradacéo de fosfolipidios na
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parte cortical do cérebro, destruindo proteinas da bainha de mielina e interferindo na
producéo da mielina.

Nesta fase da doenca, nos infiltrados perivasculares encontram-se CD8+, CD4+
e linfocitos B, e citocinas pro-inflamatorias, 1L-1, IL-6 e IL-12, indicando uma resposta
imune-mediada (WUNSCHMANN et al., 1999; MARKUS et al., 2002).

A producdo de TNF e também de IL-1 e IL-6 pelas células locais é importante
na inducdo de moléculas de adesdo endotelial como pré-requisito para a migracdo de
células inflamatérias para 0 SNC e a progressdo das lesdes no estagio crbnico,
caracterizadas por inflamacdo severa. Além disso, a producdo de TNF por células
inflamatorias ndo é responsdvel apenas pelo processo de desmielinizacdo pela
destruicdo direta de oligodendrdcitos, mas pode levar a mobilizagcdo de mais leucdcitos
(GRONE et al., 2000).

Os estudos realizados por Vandevelde & Zurbriggen (1995) mostraram que 0
virus persiste em areas na substancia branca que ndo apresentam lesbes inflamatdrias
desmielinizantes, ou perifericamente a estas. Isto acontece no desenvolvimento
progressivo da doencga cronica se a resposta imune for mais lenta do que a replicacdo
viral. A persisténcia viral é a chave para a patogénese das lesbes crdnicas
(ZURBRIGGEN et al., 1995a; ZURBRIGGEN et al.,, 1995b; VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 2005).

E possivel que o virus reduza sua expressio nestas areas do SNC, em analogia a
panencefalite subaguda esclerosante em humanos. A persisténcia esta associada com a
diminuicdo da regulacdo dos genes que codificam proteinas de membrana e superficie.
Estas células persistentemente infectadas podem continuar a sobreviver, pois a infeccdo

é restrita e a difusdo viral ndo provoca lise celular.
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Sugere-se que a infeccdo de astrécitos pelo virus da cinomose ndo inicie uma
reacdo inflamatdria, por uma acdo viral em limitar o seu desenvolvimento com a
diminuicdo da destruicdo celular, impedindo a exposicdo de proteinas virais e debris
celulares no meio extracelular. A persisténcia do virus é favorecida pela estratégia do
mesmo, que se dissemina sem ser detectado pelo sistema imune (ZURBRIGGEN et al.,

1995a; ZURBRIGGEN et al., 1995b; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

A encefalite do cdo velho é comumente observada em cdes com mais de seis
anos, porém ja foi encontrada em animais mais novos. Caracteriza-se por ser
principalmente uma panencefalite e € uma forma rara, cronica, de carater inflamatério
progressivo na camada cinzenta dos hemisférios cerebrais e do tronco encefalico,
resultante da persisténcia viral nos neurénios apos infeccdo aguda pelo virus da
cinomose. Esta enfermidade acomete animais que sdo imunocompetentes e que
apresentam a persisténcia viral no SNC, com lesdes caracterizadas por infiltracdo
perivascular disseminada com linfécitos (células T) e plasmdcitos, proliferacdo difusa
da microglia, astrogliose, degeneracdo neuronal, neuronofagia e a resposta imune é
caracterizada por um aumento da expressdo do MHC. Estas lesdes estdo em todo cdrtex
cerebral e também no ndcleo basal, tdlamo e hipotdlamo (SUMMERS et al., 1995;
GREENE, 2006). Geralmente o cerebelo ndo é acometido nesta forma (CORREA &
CORREA, 1992). Podem ser encontrados corplsculos de inclusdo intranucleares nas

células gliais e nos neurdnios (JONES, et al., 2000).

2.3 Desmielinizagdo

O inicio das lesdes desmielinizantes ocorre aproximadamente trés semanas pos-
infeccdo e durante o periodo de intensa imunossupressdo e auséncia de inflamacéo.

Coincide com a replicagdo viral nas células da glia, com predilecdo por algumas regides
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como cerebelo, sistema Optico e medula espinhal (TIPOLD et al., 1992; SUMMERS et

al., 1995; VANDEVELDE, 2004; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

O sistema matrix metaloproteases (MMP) esta envolvido na patogénese da
desmielinizacdo, por abrir a barreira hemato-encefalica pela quebra de componentes da
membrana basal, favorecendo a migracdo de células inflamatorias para o interior do
SNC, desencadeando a liberacdo de TNF-4, que desintegra a bainha de mielina (MIAO
et al., 2003; VANDEVELDE, 2004).

No estudo realizado por Khuth et al. (2001) foi possivel observar o aumento da
expressdo de MMP e seus inibidores tissulares (TIMP) em locais especificos,
principalmente na regido rostral do cérebro, cortex, hipocampo e hipotalamo.
Concomitantemente ha um aumento da regulacdo ou indugdo de citocinas pro-
inflamtorias, havendo uma relacéo entre a replicacdo viral no SNC, a producgdo citocinas
inflamatorias e esse aumento da quantidade de MMP e TIMP. Sugere-se que a inducao
de citocinas inflamatdrias é causada pela replicacdo viral, sendo estas responsaveis em
parte pela regulacdo de MMP e TIMP.

- Desmielinizagdo aguda - lesdo induzida pelo virus

O exato mecanismo do inicio das lesbes da mielina no estdgio agudo
imunossupressor da cinomose ainda é incerto (STEIN et al., 2004; VANDEVELDE,
2004; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005). Segundo Grone et al. (2000), as areas
com desmielinizacdo aguda e sem inflamagdo sdo consideradas uma conseqiiéncia da
replicacdo viral no interior de oligodentrdcitos levando a destrui¢do celular e a perda de
habilidade para manter a bainha de mielina (MIAO et al., 2003; VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 2005).

A explicacdo segundo Vandevelde & Zurbriggen (1995) para o fenémeno de

desmielinizacdo é similar, porém o estudo em microscopia Optica mostra que a maioria
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das células infectadas sdo astrocitos. A microscopia eletronica revela que a infeccao de
oligodentrdcitos é rara na cinomose, e concluem em seus estudos que 0 virus causa uma
infeccdo restrita nos oligodentrocitos, que mesmo assim pode ser responsdvel pelo
fendmeno de desmielinizacéo.

Em estudo utraestrutural foi constatado microvacuolizag¢do e perda de organelas
por degeneragdo de oligodentrdcitos. As mudangas morfoldgicas sdo precedidas por
disfuncGes metabolicas nestas células, com a diminuigdo drastica da atividade da
cerebrosideo sulfo-transferase (enzima especifica de oligodentrécitos) apos infecgdo
viral. E possivel que a transcricdo do virus interfira nas funcBes especializadas destas
celulas, que sdo necessdrias para manutengdo das membranas mielinicas
(VANDEVELDE, 2004; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

Nos achados de Stein et al. (2004), o virus induziu a ativacdo das células da
microglia, que podem ter um importante impacto na patogénese de desmielinizagdo
aguda da cinomose, devido a um difuso aumento da regulagdo do MHC na camada
branca. A ativacdo de tais células libera fatores toxicos que podem induzir a destruicdo
da mielina (MIAO et al., 2003; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

- Desmielinizacgéo cronica - complicagdes imunoldgicas

Coincidente com a recuperacdo do sistema imune seis a sete semanas pos-
infeccdo, manguitos perivasculares com linfocitos, células plasméticas e monocitos
ocorrem inicialmente nas les6es induzidas pelo virus no cérebro. A reacdo inflamatéria
nas lesdes desmielinizantes pode levar a progressao da destruicdo do tecido e é possivel
que astrocitos, o primeiro alvo do virus, participem da amplificacdo desta resposta

imune (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).
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LesBes cronicas desmielinizantes sdo caracterizadas pela reducdo ou possivel
perda das proteinas virais, com aumento da regulagdo do MCH e infiltragdo massiva de
CD8+, CD4+ e células B (MIAO et al., 2003; VANDEVELDE, 2004).

A inflamagdo estd associada com a sintese de anticorpos citotoxicos-
dependentes, que podem induzir a desmielinizacdo por a¢do dos anticorpos anti-mielina.
Vandevelde & Zurbriggen (1995) concluiram que as rea¢@es auto-imunes na cinomose
sdo provavelmente um epifenbmeno e que ndo sdo primarias no processo crénico de
desmielinizacdo (TIPOLD et al., 1992; VANDEVELDE, 2004).

O experimento realizado por Krakowka et al. (1973) descreve a presenca de
anticorpos anti-mielina no soro de cées infectados apresentando encefalomielite
desmielinizante. A demonstracdo de imunoglobulinas nas lesdes desmielinizantes no
SNC de cées infectados é uma tentativa de provar que estas possuem um papel ativo na
progressdo da doenca. Os autores concluiram que estes anticorpos sdo fatores que
contribuem na patogénese da desmielinizacdo e funcionam amplificando as lesGes
basicas ndo inflamatdrias induzidas pelo virus no cérebro.

Anticorpos anti-mielina sdo produzidos no local das lesdes cerebrais
inflamatdrias e podem ser encontrados no liquor de cées infectados. Resposta mediada
por células contra a proteina bésica da mielina foi encontrada em cées
experimentalmente infectados. Entretanto, nem anticorpos anti-mielina ou reacoes
mediadas por células estdo relacionados com o curso da doenca (VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 2005).

No entanto, Summers et al. (1995), descreve que fragmentos de mielina sdo
fagocitados, principalmente por células da microglia, menos por astrdcitos e raramente

por oligodentrécitos, induzindo a retirada pelos macréfagos.
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Macrofagos, que estdo em grande nimero nas lesdes de cinomose, possuem um
papel importante. A interagdo dos anticorpos antivirais e dos macrofagos resulta na
producédo de radicais livres de oxigénio que podem ser responsaveis pela destruicdo de
oligodentrécitos e compartimentos de mielina. Quimicamente a producdo de radicais
livres de oxigénio no sistema xantina/xantina-oxidase, seletivamente destrdi culturas de
oligodentrécitos, que sdo ricos em compostos ferrosos (VANDEVELDE, 2004;
VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

Existem algumas evidéncias experimentais que o virus induz alteracfes nas
fungdes de macrdfagos. A producédo de IL-1 por macrofagos in vitro pode diminuir e de
prostaglandina E aumentar como resultado da infeccdo viral. A fagocitose, dependente
ou independente de receptores Fc, assim como a habilidade de liberar radicais livres de
oxigénio e a atividade procoagulante dos macrdéfagos também € alterada apos a
infeccdo. Considerando a relacdo entre o sistema de coagulagdo e funcGes inflamatorias,
essas observagdes mostram que a infec¢do pelo virus da cinomose pode desencadear
uma atividade destrutiva dos macrofagos e € possivel sugerir a hipotese que a
desmielinizagdo *“espectadora” ocorra na cinomose cronica (VANDEVELDE &

ZURBRIGGEN, 1995).

2.4 Sinais clinicos da doencga neurologica

O virus da cinomose causa doenga multissistémica freqlientemente com sinais
neuroldgicos. Estes sinais podem apresentar-se tardiamente, semanas, meses ou anos
apos a recuperacdo de infecgBes inaparentes, ou apos a recuperacdo da fase sistémica da
cinomose aguda (TIPOLD et al., 1992; GREENE, 2006).

Os sinais neuroldgicos sdéo maltiplos e refletem a distribuicdo do virus e as

lesbes no SNC. Experimentalmente, o curso clinico e o padrdo neurolégico da
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encefalomielite podem mostrar-se variaveis com a cepa viral e com a idade que o
animal foi infectado.

Hiperestesia, rigidez cervical e para-espinhal podem ser encontrados em cées
como resultado de inflamacéo das meninges, entretanto, sinais de lesdes no parénquima
sdo predominantes em relacdo aos sinais meningeais (GREENE, 2006). Quando ha
acometimento da medula espinhal sinais, como paresia e incordenagdo de membros séo
0s Unicos achados neuroldgicos.

A doenca vestibular pode levar a presenca de sinais como movimento de cabeca,
nistagmo, déficits em outros nervos cranianos e da propriocep¢éo, e a doenca cerebelar
se manifesta por ataxia, hipermetria e balancar de cabeca. Cegueira uni ou bilateral, as
vezes com midriase, ocorrem devido o frequente envolvimento do trato e nervo éptico.
Atrofia muscular generalizada é rara como apresentacao clinica de lesdo focal no cortex
(CORREA & CORREA, 1992; TIPOLD et al., 1992; GREENE, 2006).

Podem ocorrer convulsdes parciais ou generalizadas. Porém, a convulsao do tipo
“goma de mascar” frequentemente ocorre em cdes que desenvolvem
poliencefalomalécea nos lobos temporais (GREENE, 2006).

As mioclonias sdo os sinais mais comuns da cinomose e podem estar presentes
na auséncia de outros sinais neuroldgicos. Acometem um Gnico musculo ou um grupo
de mdsculos, como auriculares, temporais, reto abdominal e flexores dos membros
(CORREA & CORREA, 1992; SUMMERS et al, 1995; GREENE, 2006). O
mecanismo neural para as mioclonias origina-se com irritacdo local pela presenca do
virus em neurdnios motores inferiores da medula espinhal ou do nicleo do nervo
craniano (TIPOLD et al., 1992; GREENE, 2006).

Na encefalite do cdo velho, o sinal neurolégico mais comum é a diminuigdo

visual. A enfermidade é progressiva e acompanhada pelo desenvolvimento de depressdo
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mental, andar compulsivo em circulos, mioclonias, hipercinesia e pressdo de cabeca
contra paredes ou objetos. Sinais de envolvimento do tronco cerebral séo raros

(CORREA & CORREA, 1992; SUMMERS et al., 1995; VITE, 2005).

2.5 Patologia clinica

- Exame do liquor

Segundo Gama et al. (2005), as caracteristicas fisico-quimicas do liquor tais
como, coloracdo, aspecto, densidade, pH e niveis de glicose, ndo sdo capazes de
contribuir para indicar qualquer anormalidade, nas diferentes fases da cinomose. Por
outro lado, o componente protéico e a celularidade mostraram alteracbes importantes na
presenca de sinais neuroldgicos. Durante o estdgio de desmielinizacdo aguda, ndo
ocorrem reagdes inflamatorias e as proteinas e as células do liquor podem estar normais

(TIPOLD et al., 1992; GREENE, 2006).

No estagio crénico, com a inflamacéo pode ocorrer aumento de proteina (acima
de 25 mg/dl), principalmente representado por 1gG antivirus e aumento do nimero de
células (mais que 10/ul) com predominio de linfocitos (CORREA & CORREA, 1992;

TIPOLD et al., 1992; SUMMERS et al., 1995; GREENE, 2006).

O aumento dos anticorpos anti-virus no liquor oferece uma evidéncia definitiva
da encefalite pela cinomose, porque estes anticorpos sdo produzidos no local, e este
aumento ndo € encontrado em animais vacinados ou na cinomose sistémica sem

alteracOes neuroldgicas (GREENE, 2006).
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2.6 Progndstico

O progndstico é reservado na fase sistémica da enfermidade, pois pode progredir
para a fase neuroldgica. Torna-se desfavoravel nesta fase, pois a mesma comumente é
progressiva, raramente estacionando, ou levando a morte de forma aguda ou crénica.
Caso isso ndo ocorra, o animal pode ficar com seqlielas que sejam incapacitantes ou

incompativeis com a vida (CORREA & CORREA, 1992).

2.7 Diagndstico

No sistema nervoso central o virus causa lesbes caracterizadas por areas de
necrose bem delimitadas, desmielinizagéo e inclusdes intranucleares principalmente em
astrocitos. A observagdo dessas lesdes em cortes histologicos confirma o diagndstico da
infeccdo pelo virus (SUMMERS et al., 1995; JONES et al., 2000; GEBARA et al.,

2004; GREENE, 2006).

A técnica de isolamento viral em cultivo celular é especifica, porém demorada e
dificil, podendo resultar em falso-negativo se o animal ndo estiver na fase aguda da
doenca. A formacdo de células gigantes € a caracteristica citopatica efetiva do virus da
cinomose em varias culturas de tecido e pode ser detectada dois a cinco dias apos a
infeccdo.

Atualmente, a técnica da reacdo em cadeia pela polimerase precedida de
transcricdo reversa (RT-PCR) vem sendo empregada com sucesso na deteccdo do virus
em diferentes tipos de amostras bioldgicas provenientes de cdes com sinais clinicos
sistémicos e neuroldgicos. Segundo Gebara et al. (2004), é possivel detectar o acido
nucléico do virus em urina de cdes tanto com encefalite aguda quanto crénica,

evidenciando a viruria. Estes resultados demonstram que a técnica de RT-PCR é um
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método eficiente para realizagdo do diagnéstico rapido, precoce e in vivo (GEBARA et
al., 2004; SATIO et al., 2005).

O diagnostico final, na fase aguda, € baseado na demonstragdo de antigenos
virais em esfregacos sangiineos e fluido corporais como raspado de conjuntiva, lavado
traqueal, sedimento urinario, células do liquor e medula 6ssea. O antigeno viral pode ser
dificil de achar em outros tecidos em casos de cinomose neurolégica sem sinais
sistémicos. O mesmo pode ser detectado nas células do liquor com o teste de anticorpos
fluorescentes indiretos usando anticorpos anti-virus (TIPOLD et al., 1992; GREENE,
2006). Na pele, tecido uveal, coxins plantares e sistema nervoso central o virus pode ser
encontrado atraveés de fluorescéncia direta em um periodo de 60 dias apds a infecgdo

(GREENE, 2006).

O aumento de titulos de anticorpos neutralizantes no soro pode ser mensurado
em cées que sobreviveram a fase aguda de infeccdo, no entanto, a presenca de IgM €
especifica para infec¢fes recentes ou apds vacinacdo. O aumento dos titulos de IgM e
de 1gG no soro é ambiguo e podem ambos indicar infec¢bes passadas e presentes com
ou sem vacinagdo para cinomose. A analise dos niveis de 1gG especifica no liquor pode
ser usada para mensurar anticorpos na fase cronica da infeccdo do SNC (GREENE,

2006).

2.8 Co-infecgdo com Toxoplasmose

Cées enfermos podem apresentar imunossupressao, permitindo a infeccdo por
agentes oportunistas, como o Toxoplasma gondii. No Brasil, a cinomose €é considerada
enzooGtica em algumas regides e pode estar associada com co-infec¢do por toxoplasmose

(MORETT] et al., 2006).
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A toxoplasmose é considerada uma enfermidade oportunista, caracterizada por
sinais neuromusculares, respiratorios e gastroentéricos, ou por infecgdes generalizadas
associada com sintomatologia neurolégica (CORREA & CORREA, 1992; MORETTI et
al., 2006).

A sorologia de toxoplasmose € rotineiramente requisitada em animais com
sintomatologia neuroldgica e a obtencdo de titulo igual a 1024 sugere que Toxoplasma
gondii é um importante agente no processo da doenga neurolégica (MORETTI et al.,
2006).

Segundo Brito et al. (2002), ndo é possivel ter certeza que todos o0s casos de
doenca neuroldgica sejam toxoplasmose clinica, quando ha sintomatologia neuroldgica
a suspeita é direcionada para outras infec¢fes, como a cinomose, podendo, desta forma,

a toxoplasmose se tornar um risco para satde publica.

A infeccdo por Neospora caninum é descrita em animais com toxoplasmose.
Tipold et al. (1992) relatam a infec¢cdo combinada de cinomose com Toxoplasma gondii

e Neospora caninum (MORETT]I et al., 2006).

2.9 Tratamento e prevengao

A falta de um tratamento antiviral para a infeccdo do virus da cinomose requer
um tratamento suporte e sintomatico (TIPOLD et al., 1992; CORREA & CORREA,

1992).

Na encefalite multifocal progressiva causadora de tetraplegia, semicoma e
incapacitacdo a eutandsia € recomendada. Nos casos de animais com convulsdo o0s
anticonvulsionantes podem ser utilizados, como o fenobarbital na dose de 2 mg/Kg

pelas vias intravenosa, intramuscular e oral, a cada 12 horas. Corticosteroides, como a
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dexametasona na dose de 2,2 mg/Kg, por via intravenosa, podem ser utilizados por
causa da imunopatologia das lesdes neuronais e para reduzir o edema cerebral,
mantendo a terapia com doses antinflamatorias e posteriormente reduzindo a dose até o
final do tratamento. A imunossupressdo causada pelos esterdides é a principal
desvantagem, porque a resposta inflamatéria é responsavel pela retirada do virus do
organismo. A terapia com glicocorticoides com dosagens antinflamatdrias pode ter
algum sucesso no controle na dilatacdo pupilar causada pela neurite 6ptica ou de alguns
sinais associados a inflamacdo cronica da encefalite. A prednisolona é comumente
escolhida entre os glicocorticoides na dose de 2 — 4 mg/Kg, a cada 24 horas, por via
oral. A mioclonia é normalmente intratavel e irreversivel (TIPOLD, 1992; GREENE,
2006).

Como os macrofagos e seus produtos sdo importantes na inducdo da destruicéo
do tecido nervoso, antioxidantes como vitamina E e vitamina C podem ser utilizados
terapeuticamente (TIPOLD, 1992).

Segundo Vandevelde (2004), o desenvolvimento de estratégias terapéuticas deve
estar relacionado com a modulacdo imunoldgica. Terapias antivirais especificas contra
Morbilivirus ndo foram avaliadas ainda. Por isso a mais importante intervencéo
veterinaria é a prevencao.

Vacinas produzidas com as amostras do virus da cinomose isoladas de cdes
naturalmente infectados, adequadamente atenuadas em culturas de células, sao
eficientes em induzir o estado de imunidade dos animais protegendo-os contra a
infeccéo natural.

O cdo deve ser vacinado quando se tornar soronegativo dos anticorpos maternos,
assegurando-se a maxima resposta sorolégica pds-vacinal. Recomendam-se varias

aplicagdes de vacinas, administradas a intervalos de trés a quatro semanas, devido as
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dificuldades de mensurar os titulos de anticorpos do filhote de forma rotineira. Apos a
administracdo da primeira dose de vacina, os cdes ja apresentam titulos de anticorpos
em niveis protetores e, ap6s a revacinagdo anual, os titulos perduram por mais de 12

meses (BIAZZONO et al., 2001).

3 Consideracoes finais

Embora, a cinomose seja uma enfermidade muito estudada, ndo existem
pesquisas sobre tratamento antiviral especifico. Atualmente, o tratamento € basicamente
de suporte e sintomatico, dependendo diretamente da imunidade do animal. A utilizagdo
de soro hiperimune esta restrita & fase virémica da doenga, onde ainda existem virus
livres e € uma conduta bastante discutivel.

Muitos estudos priorizam a prevengdo da doenca, considerando que as vacinas
podem reduzir bastante a incidéncia da mesma. Recentemente, a pesquisa de vacinas
com sequéncia de DNA estd sendo desenvolvida com objetivo de minimizar os
problemas pos-vacinais, como a encefalite causada pelo virus vacinal pouco atenuado.

O uso das vacinas esta diretamente relacionada com a conscientizagdo e
condicdo econdmica da populacdo. A produgdo de novas vacinas mais seguras e
eficientes, as tornam cada vez menos acessiveis a populacdo de baixa renda, sendo
observado um aumento da incidéncia da enfermidade nos animais por ela mantidos.

Os objetivos dos estudos sobre cinomose realizados no Brasil deveriam priorizar
0 estabelecimento de protocolos terapéuticos, para evitar a alta taxa de mortalidade; ao
mesmo tempo cuidar da conscientiza¢do da populagdo e na busca de vacinas ainda mais

efetivas.
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