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Se eu ainda soubesse

Como mudar o mundo

Se eu ainda pudesse

Saber um pouco de tudo

Eu voltaria atras do tempo

Eu nao te deixaria

Presa no passado

E arrumaria um jeito

Pra vocé estar ao meu lado de novo

Eu voltaria no tempo

Pra voltar pra ontem

Sem temer o futuro

E olhar pra hoje

Cheio de orgulho

Eu voltaria atrds do tempo

Eu voltaria atras

Atras do tempo

Os nossos erros

Seriam apagados

Nossos primeiros desejos
Ressuscitados

E de novo eu voltaria no tempo
Eu ndo te deixaria desistir tdo facil
E nao te negaria nenhum abraco
De novo

Eu voltaria no tempo
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DUSP - fosfatase de especificidade dupla
EDTA — acido etilenodiaminotetracético
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ELISA — “Enzyme-linked immunosorbent assay”

et al. - colaboradores

EUA — Estados Unidos da América

F — proteina de fuséo

FA — fosfatase alcalina

Fc — receptor de anticorpos de alta afinidade de macréfagos
FDA — “Food and Drug Administration”

GABA — acido gama-aminobutirico

Yy — gama
Gl -grupo1l
G2 —grupo 2
G3 —grupo 3
G4 — grupo 4
G5 —grupo 5
G6 — grupo 6

GGT — gama-glutamiltransferase

GTP — guanosina tri-fosfato

g/dL — gramar por decilitro

g/Kg — gramas por quilo

g/dia — gramas por dia

H - hemaglutinina

HIV — virus da imunodeficiéncia humana
hn-PCR — Hemi-nested PCR

HSV — Herpes Simplex Virus

IFN — interferon

IgG — imunoglobulina G

IgG1 — imunoglobulina G1

IgG2 — imunoglobulina G2

IgM — imunoglobulina M

IL — interleucina

IMP — inosina mono-fosfato

IMPDH — inosina-monofosfato desidrogenase
IND — “Investigated new drugs”

ITPA — inosina trifosfato
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JNK — c-Jun N-terminal quinase

L — polimerase ou grande

LCR - liquido cefalorraquidiano

MAPK - proteina quinase ativada por mitdbgeno (mitogen-activated protein
kinase)

mg/dL — miligrama por decilitro

mg/Kg — miligramas por quilo

uL — microlitros

mL — militros

mM - milimolar

Mg/mL — microgramas por militro

MgCl, — cloreto de magnésio

M — proteina de matrix ou marcador (“loading” — foto do gel de eletroforese)
MHC — Complexo de histocompatibilidade principal
M-MLV — Moloney Murine Leukemia Virus

MRNA — RNA mensageiro

n — namero de animais

N ou NP — nucleoproteina

Ng/uL — nanograma por microlitro

P — fosfoproteina

pb — pares de bases

P25 — percentil 25

P75 — percentil 75

PCR - reacao em cadeia pela polimerase

PGE; — prostaglandina E;

PLA - fosfolipase

pH — pressao de hidrogénio

recCDV ou rD — vacina recombinante contra a cinomose
ROS - radicais livres de oxigénio

RT-PCR - reacdo em cadeia pela polimerase precedida de transcricao reversa
rpm — rotagao por minuto

SHV — sem histérico vacinal

SNC - Sistema nervoso central

spp. — espécie
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SRD — sem raca definida

SSPE - paencefalite subaguda esclerosante
SV — sem vacinacéo

U.S. — “United States”

Thl —célula T helper 1

Th2 — célula T helper 2

TNF — fator de necrose tumoral

UI/L — unidades internacionais por litro

VI — Vacinacgéo incompleta

VSO - vacinacdo sem orientagdo veterinaria

WHO - Organizacado Mundial da Saude (Word Health Organization)

* Em virtude do uso consagrado na literatura técnica, algumas abreviaturas

seguem sua grafia no inglés.



SUMARIO

RESUMO ...ttt ettt ettt sttt et ee et n s
ABSTRACT ..ottt ettt ettt en e
INTRODUGAO..........oiieeeeeeeeeee ettt
REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt
1 CINOMOSE ..ottt
2 RT-PCR ...ttt e,

3 TRATAMENTO DE CAES COM CINOMOSE E
PROFILAXIA. ...ttt s
RIBAVIRINA . ......oeii oot

APLICACOES DA RIBAVIRINA NA MEDICINA
VETERINARIA.......oooiitieee e
6 PREDNISONA. ..ottt ettt
7 DIMETIL-SULFOXIDO (DMSO).......cvieeieeeeeeeeeeenannns
OBUIETIVOS. ..ottt ettt
MATERIAIS E METODOS........ooiiieieieciee ettt
1 ANIMAIS ... e e,

1.1 Critérios de iNnCIUSA0.........c.ovvi i
1.2 Critérios de eXClUSA0.......cooeviiiieiiiiie e eeaen,
GRUPOS EXPERIMENTAIS.......ooviiiieieiis e,
FARMACOS EXPERIMENTAIS. ......cooiiieieerieeeeeeees
AMBIENTE E ALIMENTACAO DOS CAES........c.cc..c......

5 COLHEITA DE MATERIAL E EXAMES

COMPLEMENTARES......co i
5.1 Colheita de liquOr.........ccooueeiiieiiiiiiiie e
52  Exame do liquor.......c.cooeii i
5.3  Colheita de sangue € urina.........cccccceveeeeeeeeeennnnn.
5.4 Hemograma...........c.ov i

5.5  Andlises bioquimicas..........c.cccoeiii i,
56 Examedeurinatipol.........c.cooviiiiiiiiiiiiiinen,
5.7  Colheita de medula éssea............c..ccceevvennnnn.
6 TECNICA DE BIOLOGIA MOLECULAR..........ccovveeene



6.1 ExtraCAo dORNA........coiiiii i,
6.2 ConversaoparaCDNA.........coiiiiiiiiii e,
6.3 RT-PCR....o e
6.4 Hemi-Nested RT-PCR..........ccciiiiiiiiiiiiiie,
7 ANALISE ESTATISTICA. ..ot
RESULTADOS. ...ttt e e e e et e ae e e e eeaes
1 ANIMAIS E DADOS EPIDEMIOLOGICOS....................
2 DADOS RELACIONADOS COM A EVOLUCAO
CLINICA. .o
3 EXAMES COMPLEMENTARES.........cccoi i,
3.1 HEMOQGrama.........ccouoviiiiiiiiie e
3.2 Outras alteragbes hematoldgicas...........cccuvveene.
3.3 Dosagens bioquimicas..........cccuvvviieiieiiieiniinninns
3.4 Exame de urina tipo l........cccvvvvviiiiiiiiiiiiiies
3.5 Exame do [iquOr...........ceeeiiiiiiiiiiiicceiiie e
4 BIOLOGIA MOLECULAR......cooi e
DISCUSSAOD. ..ottt sttt
CONCLUSOES. ..ottt
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cooiiiieiieiteieeee s
ARTIGO PARA PUBLICAC}AO P
ARTIGO PARA PUBLICA(;AO e

74
75
76
76
77
78
79

117
117
126
129
139
148
164
178
211
214
241
260
280

24



25

MANGIA, S. H. Avaliagdo do tratamento experimental de cées
naturalmente infectados com o virus da cinomose com ribavirina, DMSO e
prednisona através da RT-PCR. Botucatu, 2011. 282 p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu,
Universidade Estadual Paulista, SP.

RESUMO

O estudo objetivou identificar efeitos do tratamento com ribavirina,
prednisona e DMSO na cinomose; identificar a presenca viral no sangue,
medula 0ssea e liquor antes e ap0s o tratamento, os efeitos colaterais dos
farmacos experimentais e associacdes. Foram utilizados 60 caes apresentando
sinais neurologicos da cinomose com evolucdo de dez dias. Animais foram
internados para tratamento de suporte; avaliados diariamente e submetidos ao
hemograma e dosagens bioquimicas. Os grupos 1 e 2 foram tratados com
ribavirina associada ao DMSO; os grupos 3 e 4 foram tratados com DMSO e
prednisona e os grupos 5 e 6 foram tratados com ribavirina e prednisona,
ribavirina, prednisona e DMSO. Os animais foram anestesiados e colhidos
liquor, medula 6ssea e sangue, antes e apos o tratamento e realizada a RT-
PCR das amostras; as negativas foram analisadas pela técnica de hn-PCR. O
virus foi encontrado em 95% das amostras de sangue, 90% de medula éssea e
53,3% de liquor pré-tratamento. O efeito adverso da ribavirina quando
associada com a prednisona foi anemia. A prednisona na dose
imunossupressora causou aumento da dosagem de proteina e diminuicdo da
celularidade liqudrica, leucocitose. Ja a dose antinflamatoria causou diminuigéo
de proteina no liquor. Baseado nos indices de sobrevida e melhora clinica, o
tratamento mais efetivo foi 0 G2 (80%); seguido do G1, G5 e G3 (70%); o G6
(60%); o G4 com o pior indice (30%). Pos-tratamento, a frequéncia viral foi
97,7% no sangue, 86,4% na medula 6ssea e 27,3% no liquor.

PALAVRAS-CHAVE: encefalite, Morbillivirus, antiviral, hn-PCR, terapéutica,
corticoide.
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MANGIA, S. H. The RT-PCR based assessment of experimental treatment
of dogs naturally infected with canine distemper virus by the use of
ribavirin, DMSO and prednisone. Botucatu, 2011. 282 p. Thesis (Doctorate) —
College of Veterinary Medicine and Animal Science, Campus of Botucatu, S&o
Paulo State University, SP.
ABSTRACT

The present study aims at the identification of ribavirin, prednisone and
DMSO's treatment effects in dogs with canine distemper, at the identification of
the viral presence in the blood, bone marrow and cerebrospinal fluid (CSF)
before and after the treatment and also at the identification of side effects of the
experimental drugs and its combinations. Sixty dogs presenting canine
distemper with neurological signs about ten days evolution were observed. The
animals were hospitalized for the support treatment, assessed on daily basis
and subjected to blood cells count and biochemical analysis. Groups 1 and 2
were treated with ribavirin and its combination with DMSO; Groups 3 and 4
treated with prednisone and DMSO, Group 5 treated with ribavirin and
prednisone, while Group 6 with ribavirin, prednisone and DMSO. The animals
were anesthetized for the cerebrospinal fluid, bone marrow and blood samples
collection before and after the treatment, then the RT-PCR of the samples was
proceeded. The negative were analysed according to the hn-PCR technique.
The canine distemper virus were found in 95% of blood samples, 90% of bone
marrow and 53,3% of CSF before the treatment. The adverse effect of ribavirin
and its association with prednisone was anemia. Prednisone, at its
immunosuppressive dose, led to the increase of protein and decrease of
cellularity in CSF, and increase of leukocytes blood count. The anti-
inflammatory dose led to the CSF protein concentration’s decrease.
Considering the survival and clinical improvement rates, the most successful
treatment was the one applied to the G2 (80%); followed by G1 (70%); G5
(70%) and G3 (70%); G6 (60%); and the lowest rate G4 (30%). After the
treatment, the virus frequency was 97,7% in the blood, 86,4% in the bone
marrow and 27,3% in the CSF.
KEY-WORDS: Encephalitis, Morbillivirus, antiviral, hn-PCR, therapeutic,
corticosteroids.
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A cinomose € uma doenca viral antiga que afeta caes e outros carnivoros
em todo o mundo. Mesmo com uso de estratégias vacinais, ela ainda € uma
doenca importante na populagdo canina, apresentando a maior taxa de
mortalidade depois da raiva (SUMMERS & APPEL, 1994).

E uma enfermidade infectocontagiosa, causada por RNA virus da ordem
Mononegavirales, familia Paramyxovirus, subfamilia Paramyxovirinae, género
Morbillivirus. Possui trés formas de apresentacao clinica: aguda, subaguda e
cronica, com manifestagcdes gastroentéricas, respiratorias e neuroldgicas. Sao
descritas basicamente trés formas de encefalite causada pelo virus da
cinomose: encefalite dos caes jovens, encefalite em caes adultos e encefalite
do c&o velho (CORREA & CORREA, 1992).

Embora a vacinagcéo contra a cinomose venha sendo utilizada amplamente
por varias décadas, a doenca ainda € prevalente e surtos foram recentemente
relatados em varios paises como Dinamarca, Estados Unidos, Japéo, Finlandia
e Alemanha (JOZWIK & FRYMUS, 2005; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN,
2005). No Brasil, alguns relatos clinico-patologicos e sorolégicos indicam a
elevada ocorréncia da infecgcdo na populagdo canina (HEADLEY & GRACA,
2000; SILVA et al., 2004). Alguns fatores como a contaminacdo do ambiente e
em animais portadores, 0 aparecimento de novas cepas e 0 desenvolvimento
de infeccdo e doenca mesmo em animais vacinados tém contribuido para a
manutencao do carater enzootico da enfermidade com ocorréncia ocasional de
surtos (BOHM et al., 2004).

A ribavirina vem sendo considerada como farmaco no tratamento da
cinomose, apos o referido trabalho de Elia et al. (2008), que testou a mesma
frente o virus da cinomose “in vitro”. Segundo 0s autores a ribavirina causa
mutacdes no virus da cinomose e estas levam a um erro catastrofico no RNA
do genoma viral.

Os corticoesterdides sao utilizados na cinomose por causa da
imunopatologia das lesdes neuronais e para reduzir o edema cerebral
causados pelo virus, mantendo a terapia com doses antinflamatérias (TIPOLD
et al., 1992; GREENE, 2006).

Os glicocorticéides ainda sé@o considerados como um dos mais potentes
antinflamatorios, podendo ser utilizados no tratamento de doencas nas quais
estejam envolvidos mecanismos imunes e inflamatorios (CROXTALL et al.,
2002; LONGUI, 2007).

A solubilizacdo de nucleotideos em solventes organicos € importante para
a entrada de drogas nucleotideas em membranas celulares. Pelos estudos de
West et al. (1994), a base guanosina é hidrofébica e sua interagdo com DMSO
pode torna-la permeavel a substancia lipofilicas, indicando que este pode servir
como veiculo de transporte de drogas nucleotideas por membranas celulares .

O presente estudo tem como objetivo criar novos protocolos de tratamento
para a referida enfermidade utilizando-se dos farmacos supracitados. Com a
caracteristica de doenca re-emergente o tratamento da cinomose deve ser
considerado em novas pesquisas e o atual estudo refere-se ao tratamento de
cdes com encefalite, a forma mais agressiva da enfermidade, naturalmente
infectados com o virus da cinomose.
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1. Cinomose

Durante séculos, as infec¢des pelo Morbillivirus tém tido imenso impacto na
vida de humanos e animais. Entre os carnivoros, o virus da cinomose causa
séria doenca em varias espécies, selvagens e domeésticas. Mesmo sendo
controlada com vacinacdo em caes domesticos e animais de cativeiro, a
cinomose € uma doenca de dificil erradicacéo ja que o virus possui distribuicao
global e ampla variedade de hospedeiros (BARRETT, 1999).

Enfermidade que afeta animais das familias Canidae, Mustelidae,
Hyaenidae, Procyonidae, Ailuridae, Viverridae, Felidae, Ursidae, Phocidae,
Tayassuidae e Cercopithecidae. A patogenia da infeccdo pelo virus da
cinomose varia de acordo com a espécie e pode resultar em infeccbes
inaparentes ou causar alta mortalidade (TIPOLD et al., 1992; SUMMERS et al.,
1995; van MOLL et al., 1995; HEADLEY & GRACA, 2000; GEBARA et al.,
2004; CHO & PARK, 2005).

A ocorréncia da enfermidade em cées vacinados corretamente € bastante
citada na literatura, conforme mostram os estudos a seguir.

Amude (2005) encontrou quatro cées positivos, dentre 20 selecionados,
gue foram corretamente vacinados com vacina de virus vivo modificado. O
autor utilizou das técnicas de RT-PCR e histologia do encéfalo para
confirmacédo dos casos de cinomose.

Em 2002, numerosos casos de cinomose foram relatados em Windhoek,
capital da Namibia, onde cerca de 100 caes foram eutanasiados. Em abril do
mesmo ano, veterinarios da costa de Swakopmund, no mesmo pais,
reportaram o surto de cinomose com 50 ou mais animais tratados, acima de
100 caes eutanasiados e estima-se cerca de 200 casos nao confirmados.
Neste mesmo més um chacal apresentou sinais clinicos, bem como varios
outros animais selvagens. Em algumas localizacdes a prevaléncia em caes
domésticos foi de 72%, e destes 91% eram cées sintomaticos. A sequéncia
encontrada da cepa viral na Namibia foi similar a encontrada nos lebes
africanos (GOWTAGE-SEQUEIRA et al., 2009).

O virus da cinomose foi responsavel pela infeccdo e mortalidade de cées
domeésticos e chacais na costa da Namibia entre 2001 e 2003. Este estudo foi a
primeira descrigdo do surto de cinomose em Canis mesomelas (Black-backed
Jackals) e a primeira descricdo da clinica e achados histopatolégicos nestas
espécies (GOWTAGE-SEQUEIRA et al., 2009).

Em um surto ocorrido na Finlandia, amostras de células epiteliais de 3649
cées foram testadas e 865 casos foram confirmados por testes indiretos de
anticorpos fluorescentes. Os sinais clinicos variaram de conjuntivite, febre e
anorexia aos sinais respiratorios e gastrintestinais, com estimativa de letalidade
de 30% dos cédes acometidos. Dos casos confirmados, 631 (73%) tinham entre
trés e 24 meses de idade. Destes, 487 tinham sido vacinados pelo menos uma
vez e 351 (41%) tinham uma histéria completa de vacinacdo (EK-KOMMONEN
et al., 1997).

Foi relatado neurite Optica pelo virus da cinomose em céo vacinado, com
nove anos de idade, fémea, da raca Jack Russell terrier, onde a apresentacao
clinica foi o surgimento de sinais neurolégicos de caracteristicas agudas e
progressivas, apresentando positividade na marcacdo pela imunoistoquimica
do encéfalo. Este relato ocorreu em novembro de 2007, em Ontario, Canada e
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pode estar relacionado com os surtos de cinomose em guaxinim que ocorre
periodicamente na regiao (RICHARDS et al., 2011).

Outro caso relatado foi de um bulldog francés, macho, de oito anos de
idade, somente com apresentacao neuroldgica, animal vacinado (cepa
Rockborn), no Texas, EUA. Os pesquisadores realizaram PCR e
sequenciamento para identificacdo do virus da cinomose e comprovaram seu
resultado pela imunoistoquimica pela marcacdo do virus em neurbnios no
encéfalo do animal. Foi descartada a doenga poés-vacinal porque o animal
apresentou sinais clinicos apos trés meses da vacinacdo e os achados
histopatolégicos ndo foram compativeis com a encefalite pds-vacinal. Sugere-
se que o animal ndo desenvolveu resposta imune adequada a vacinacao, ja
gue no sequenciamento foi detectada cepa selvagem do virus da cinomose,
embora o0s autores ndo excluissem possivel mutagcdo na cepa vacinal
(SCHATZBERG et al., 2009).

Evidéncias sugerem que existam diferencas antigénicas em areas
geograficas distintas, entre os tipos virais selvagens com relacdo as cepas
vacinais, responsaveis pelo ressurgimento da doenca. O sequenciamento
genético e analise filogenética sdo métodos que indicam a relagcédo
evolucionaria entre linhagens coletadas em diversas regides geograficas e
ajudam a entender as diferencas antigénicas entre cepas bioloégicamente
distintas (CASTILLO et al., 2007).

O virus também afetar mamiferos marinhos da ordem Pinnipedia e Familia
Phocidae (focas), bem como animais da ordem Artiodactyla (Familia
Tayasssuidae) como o caititu e primatas da Familia Cercopithecidae (van
MOLL et al., 1995; HARDER & OSTERHAUS, 1997; FORSYTH et al., 1998).
Gatos domésticos e suinos sdo suscetiveis ao virus, porém nestas espécies
nao ha o desenvolvimento da doenca clinica (GASKIN, 1974).

Para o virus da cinomose foi demonstrado que a adaptacdo molecular ao
receptor celular ocorre por alteracdo no gene H (hemaglutinina) levando a
disseminacdo do virus para novos hospedeiros ndo canideos no ambiente
selvagem (McCARTHY et al., 2007).

Surto de doenca respiratéria foi descrito em macacos rhesus (Macaca
mulatta) causado pelo virus da cinomose. Em 2006, doenca respiratéria em
macacos rhesus ocorreu em uma fazenda no sudeste da China.
Aproximadamente 10.000 macacos contrairam a doenca e 4.250 morreram. A
morbidade em macacos jovens chegou a 60%, com taxa de letalidade de 30%.
Em adultos, a taxa de morbidade foi de 25% e letalidade de 5%. No ano de
2007, os macacos foram vacinados com cepa inativada de pulmdes e figados
de macacos mortos. ApoOs esta vacinacao, entre 2007 e 2008 o numero de
casos diminuiu para aproximadamente 100 a 200 casos por ano (QIU et al.,
2011).

A cinomose se espalhou pela China, particularmente em animais
experimentais em Wuhan, Kunming e Beijing (SUN et al., 2010). A doenca
também foi introduzida em pequenos zooldgicos na China. A doenca foi
descoberta pela sorologia de macacos adultos que sobreviveram a doenca.
Apos esta descoberta, 0s macacos passaram a ser vacinados com vacina viva
atenuada para o virus da cinomose em 2009. O numero de casos chegou a
aproximadamente 130 em 2009 e reduziu para 20 a 30 em 2010 (QIU et al.,
2011).
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A doenca clinica foi parecida com sarampo em humanos, incluindo sinais
respiratérios, anorexia, febre, erupcéo de pele por todo o corpo, vermelhidéao e
inchaco dos coxins, conjuntivite e descarga nasal mucéide espessa, com coma
precedendo a morte. Apos a identificacdo com o sarampo foi realizada reacao
em cadeia pela polimerase precedida da transcricao reversa (RT-PCR) para o
virus do sarampo e para 0 virus da cinomose. Amostras de pulméo foram
utilizadas para o diagnostico, sendo que foram negativas para o virus do
sarampo e positivas para o virus da cinomose. O genoma encontrado foi
sequenciado e os resultados mostraram grande similaridade com isolados de
ferret e racoons nos EUA (QIU et al., 2011).

Os autores ndo conseguiram achar explicacoes para a epidemia na China,
pode ter sido pelo contato com guaxinim, ou pelo contato com macacos
selvagens, sendo outra possibilidade o contato com grande massa antigénica
de virus de caes que sofreram adaptacéao para novos hospedeiros. Concluiram
gue, embora a vacinacdo seja amplamente utilizada e a cinomose encontre-se
controlada pela vacina viva atenuada. Casos esporadicos ainda ocorrem e
grande numero de mutagBes sdo encontradas no virus tornando futuras
transmissdes imprevisiveis. Portanto, a vigilancia para cinomose deve ser
considerada na populacdo de macacos e nos humanos que entram em contato
direto com cédes (QIU et al., 2011).

O virus da cinomose € pantropico. Porém, existem diversas cepas,
algumas mais neurotropicas e virulentas que outras. As mais patogénicas sédo a
Snyder Hill e R252, que séo altamente neurotropicas e imunossupressoras
(CORREA & CORREA, 1992; MORO & VASCONCELOS, 1998; ALVES et al.,
2006).

Todos os virus isolados pertencem a um mesmo sorotipo. As varias cepas
isoladas produzem afeccdes com duracéo e sinais clinicos distintos: algumas
causam enfermidade de mediana patogenicidade, enquanto outras causam
enfermidade aguda, altamente mortal, com ou sem encefalite aguda. Outras,
ainda, causam encefalite tardia, apos doenca branda, ou mesmo apos a
recuperacdo da forma aguda. Ha ainda cepas que levam muito tempo para
exteriorizar seus efeitos encefalitogénicos, como 0 que ocorre na encefalite do
c&o velho ou na “hard pad disease” (CORREA & CORREA, 1992).

As estirpes Onderstepoort e Rockborn séo as mais utilizadas em todo o
mundo para a elaboracéo de vacinas contra o virus da cinomose (MOCHIZUKI
et al., 2002).Devido ao grande potencial neurotropico, a cepa Snyder Hill € a
mais utilizada em experimentos de inoculacao intraencefalica, tanto em estudos
da patogénese viral quanto em desafios pds-vacinais (NEGRAO et al., 2006
apud SLATER, 1970).

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

A idade de maior incidéncia da cinomose nos cées coincide com a época
em que diminui a taxa de anticorpos maternos transmitidos passivamente pelo
colostro, entre 60 e 90 dias de idade, demonstrando a relacdo entre
susceptibilidade e a idade. No entanto, o virus pode acometer animais de todas
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as idades (CORREA & CORREA, 1992; BIAZZONO et al., 2001; GEBARA et
al., 2004). Sonne (2008) encontrou 78,5% dos cées acometidos pelo virus da
cinomose em animais cuja idade variava de dois a seis meses.

No Rio Grande do Sul, de 3.659 necropsias de caninos realizadas, em 582
(16%) o diagnéstico foi de doencas virais e, entre estas, a cinomose foi
responsavel por 39% (227/582) dos diagnosticos (SONNE, 2008).

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

A transmissdo ocorre principalmente por aerossois e goticulas
contaminadas com particulas virais em secrec¢des respiratorias, e também
pelas fezes e urina (CORREA & CORREA, 1992).

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

Entre 2 a 4 dias pés-infeccdo, o nimero de particulas virais aumenta nas
tonsilas, linfonodos retrofaringeos e bronquiais, mas numero baixo de células
mononucleares infectadas é encontrado em outros 6rgéaos linféides. No periodo
de quatro a seis dias ocorre a replicacdo viral no sistema linfoide, medula
O0ssea, timo, baco, linfonodos mesentéricos, placas de Peyer, células
estomacais, células de Kupffer e células mononucleares ao redor dos vasos
pulmonares e bronquiais. A ampla proliferacéo viral nos orgaos linféides induz
um aumento inicial na temperatura corporal, entre o segundo e o0 sexto dia,
determinando 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 disseminacé&o do virus no epitélio e no tecido nervoso ocorre entre 8 a 10
dias pos-infeccdo, por via hematdégena e/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).

Titulos intermediarios de anticorpos podem proteger o animal da doenca
sistémica, mas néo sao suficientes para bloguear a infeccdo do SNC (TIPOLD
et al., 1992).

Nos céaes com niveis intermediarios de resposta imune mediada por células
e com titulos de anticorpos que aparecem tardiamente apos 9 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
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longos periodos em tecidos uveais, e em neurdnios e tegumentos, COmo Nos
coxins plantares. A recuperacédo da infeccdo esta associada com a imunidade a
longo prazo e interrupcdo da replicacdo viral. A protecdo pode ser
comprometida se o cao for exposto a cepa altamente virulenta, dose infectante
elevada e/ou sofrer imunossupressdo (CORREA & CORREA, 1992; GREENE,
2006).

Sugere-se que a infeccdo do SNC ocorre precocemente na fase sistémica
da doenca. Neste caso, a cinomose progride da doenca sistémica para
neurologica, aparentemente por falha do sistema imune em conter a invasao
viral no cérebro e na medula espinhal (TIPOLD et al., 1992; SUMMERS et al,
1995; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 1995).

Os sinais neurologicos da cinomose quando acomete o SNC séo
polimorficos. O curso clinico e neuropatolégico da encefalomielite esta
relacionado com a variedade da cepa viral e a idade do animal afetado
(TIPOLD et al., 1992; SUMMERS et al, 1995; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN,
1995).

Silva et al. (2007) afirmaram que a diferenca entre o tipo de leséo
desenvolvida por filhotes e adultos pode ser ténue, e que embora possa haver
maior frequéncia de desmielinizacdo em filhotes, deve-se levar em
consideracdo que os mesmos também desenvolvem lesdes mais cronicas,
assim como cées adultos podem desenvolver lesbes agudas.

A difusdo viral depende do grau de resposta imune sistémica do
hospedeiro e a presenca de anticorpos antivirais. Além disso, a deposi¢ao de
imunocomplexos pode facilitar a difusdo no endotélio vascular do SNC. Livre ou
associado as plaquetas ou linfécitos, o virus 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
ocorréncia frequente de lesdes periventriculares e subpiais, e o fato do virus
ser encontrado facilmente nas células do plexo coroide e do epéndima,
sugerem que penetre nos tecidos cerebrais pelo liquor. Neste, o agente pode
ser encontrado em células mononucleares fundidas com células ependimarias
(VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 1995). Em contraste, Rudd et al. (2006)
encontraram evidéncias de que o virus invade o SNC pelo bulbo olfatério nos
casos de infeccéo por via aerogena.

Quando resposta imune antiviral neutralizante esta ausente na fase aguda
da cinomose, imunoglobulinas da classe IgM anti-virus aparecem nas duas
primeiras semanas da infeccdo. Apesar da auséncia de manguitos
perivasculares, numerosas células CD8+ sdo encontradas nas lesfes agudas
desmielinizantes e também distribuidas difusamente no parénquima cerebral,
sendo que estas células ndo estdo correlacionadas com areas de infeccéo
viral. No liquor destes animais altos titulos de IL-8 foram encontrados,
sugerindo que a ativacao inicial das células da microglia serve como precursora
da invasédo de células T no SNC (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

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

Durante a fase inicial da encefalite a expressdo de RNAs mensageiros
(mMRNASs) e das proteinas virais sdo elevadas nas areas afetadas e uma
possivel consequéncia € o aumento da producdo do Fator de Necrose Tumoral
(TNF) pelos astrocitos. A progressdo das lesdes cerebrais também é
sustentada pela abundéncia do virus na forma imunorreativa presente nas
lesdes nao inflamatdrias, que se caracterizam pela desmielinizacdo. O TNF tem
sido evidenciado como causador da destruicdo de oligodendrécitos e perda de
mielina em cdes com cinomose (GRONE et al., 2000).

Vandevelde & Zurbriggen (1995) sugerem que o fendmeno de
desmielinizacédo,decorre da infeccdo de oligodendrocitos, que sao ceélulas
produtoras de mielina. Porém, outros autores observaram que a maioria das
células infectadas s&o astrocitos. Estudos de microscopia eletronica por estes
autores revelaram que a infeccdo de oligodentrocitos é rara na cinomose,
propondo que o virus causa infeccao discreta nos oligodentrdcitos, mas que
mesmo assim pode ser responsavel pelo fenémeno de desmielinizacao.

Estudo ultra-estrutural revelou microvacuolizacdo e perda de organelas e
degeneracao de oligodentrécitos. As mudancas morfologicas sao precedidas
por disfuncdes metabdlicas nestas células, com a diminuicdo drastica da
atividade da cerebrosideo sulfo-transferase (uma enzima especifica de
oligodentrdcitos) apos infeccéo do virus. E possivel que a transcricdo do virus
interfira nas funcdes especializadas destas células, que sdo necessarias para a
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 relevancia na patogénese da desmielinizacdo
aguda na cinomose, devido ao aumento difuso da regulacdo do MHC na
substancia branca. A ativacao destas células libera fatores toxicos que podem
induzir a destruicdo da mielina (MIAO et al., 2003; VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 2005; STEIN et al., 2006).

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

A encefalite multifocal em cdes adultos acomete frequentemente animais
entre 4 e 6 anos, com curso crénico. A doenca nao é precedida nem coincide
com os sinais sistémicos que s&o observados nos cies jovens (CORREA &
CORREA, 1992). O antigeno viral fica restrito a poucos astrdcitos. A expressao
do MHC classe Il é proeminente em todas as células da microglia, sendo
responsavel pela desmielinizacdo continua e disseminada infiltracdo
mononuclear perivascular. As alteracbes se iniciam com hiperplasia dos
astrocitos e proliferacdo microglial em estruturas subpiais e subependimarias
na substancia branca. Esta forma também esta associada com a concentracéo
elevada de anticorpos antimielinicos, uma provavel reacdo secundaria ao
processo inflamatorio. Anticorpos contra o virus interagem com macrofagos
infectados em lesGes no SNC, causando sua ativacdo com liberacdo de
radicais livres de oxigénio. Esta atividade por sua vez pode levar a destruicao
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de oligodendrécitos e da bainha de mielina (TIPOLD et al., 1992; SUMMERS et
al., 1995; GEBARA et al., 2004; GREENE, 2006; STEIN et al., 2006).

A IL-1 é importante na patogénese de todos os tipos de lesbes
neurolégicas causadas pelo virus da cinomose. E responsavel por estimular a
proliferacéo de astrdocitos, que podem iniciar as lesbes, como as encontradas
na cinomose nao inflamatdéria subaguda, que evidenciam frequentemente
astrogliose reativa. Encontrada principalmente nos espacos perivasculares da
inflamagé&o subaguda e nas lesdes cronicas, a IL-1 age de forma importante na
evolucéo da doenca (GRONE et al., 2000).

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

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

A produgéo de TNF e também de IL-1 e IL-6 pelas células locais resulta na
inducdo de moléculas de adesdo endotelial, como pré-requisito para a
migracdo de células inflamatérias para o SNC e a progressao das lesées no
estagio cronico, caracterizado por inflamacéo intensa. Além disso, a producéo
de TNF por células inflamatérias ndo € responsavel apenas pelo processo de
desmielinizacéo, pela destruicao direta de oligodendrdcitos resultando na perda
de mielina, mas pode levar, também, ao recrutamento de mais leucadcitos
(GRONE et al., 2000).

A desmielinizac&o crénica coincide com a recuperacao do sistema imune,
entre 6 a 7 semanas pos-infeccédo, que se apresentam inicialmente nas lesdes
induzidas pelo virus no cérebro como manguitos perivasculares linfocitarios,
plasmacitos e mondcitos. A resposta inflamatoria nas lesdes desmielinizantes
pode levar a progressdo da destruicdo tecidual. Citocinas pro-inflamatérias
estdo aumentadas, mas as citocinas antinflamatérias permanecem em niveis
normais. E possivel que astrdcitos, o primeiro alvo do virus, participem da
amplificacdo da resposta imune (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

Lesbes cronicas desmielinizantes sédo caracterizadas pela reducéo ou
possivel perda das proteinas virais no tecido nervoso, com aumento da
regulacdo do MHC e infiltracdo massiva de células CD8+, CD4+ e células B
(MIAO et al., 2003; VANDEVELDE, 2004).

O estagio crébnico da doenca € caracterizado por complicacdes
imunolégicas. A inflamacdo esta associada com a sintese de anticorpos
citotoxicos-dependentes, que podem induzir a desmielinizacdo por acdo dos
anticorpos anti-mielina. Vandevelde & Zurbriggen (1995) concluiram que as
reacdes auto-imunes na cinomose sdo provavelmente um epifenbmeno e que
nao s&do primarias no processo de desmielinizagdo (TIPOLD et al., 1992;
VANDEVELDE, 2004).

Anticorpos antivirais destinados a superficies de células infectadas com o
virus interagem com os receptores Fc de macrofagos e essa interacdo resulta
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numa explosédo respiratoria dos mesmos que liberam ROS. Esses radicais
podem ser responsaveis pela destruicdo de oligodendrécitos e compartimentos
de mielina. Quimicamente a producdo de ROS no sistema xantina/xantina-
oxidase, destréi seletivamente culturas de oligodendrécitos (VANDEVELDE,
2004; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

Evidéncias experimentais apontam que o0 virus induz alteracdes nas
funcdes de macréfagos, que estdo em grande numero nas lesbes de cinomose
e possuem papel importante na patogenia da enfermidade. A fagocitose,
dependente ou independente de receptores Fc, assim como a habilidade de
liberar ROS e a atividade procoagulante dos macrofagos também séo alteradas
apos a infeccao. Considerando a relacdo entre o sistema de coagulacdo e
funcdes inflamatorias, essas observacdes mostram que a infeccédo pelo virus
da cinomose pode desencadear um potencial destrutivo dos macrofagos e,
além disso, suportar a hipotese de que a desmielinizacéo “espectadora” ocorra
na cinomose cronica (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 1995).

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

ApoOs periodo de incubacdo de seis dias ou mais, surge a primeira fase
clinica da doenca, que corresponde ao pico febril e a localizagdo nos 6rgaos
linféides, culminando com hipertermia até 41°C, anorexia, congestao
conjuntival discreta e corrimento seroso ocular e nasal, sendo que geralmente
esta fase passa despercebida ao proprietario. Apés 2 a 3 dias, se houver
progressédo do virus por falta de anticorpos, havera disseminacgéo viral para as
células epiteliais e 0 segundo pico febril, com sinais caracteristicos (CORREA
& CORREA, 1992).

Poderdo ocorrer sinais clinicos digestoérios, respiratorios ou neurolégicos
isoladamente, conjuntamente ou alternadamente. Ocasionalmente surgem
sinais neurolégicos apos 1 a 2 semanas do inicio dos sinais sistémicos
(CORREA & CORREA, 1992; GREENE, 2006; AMUDE et al., 2007). As
alteracdes neuroldgicas podem ter inicio apos 3 a 4 meses, ao final dos sinais
sistémicos (AMUDE, 2008). De acordo com Tipold et al. (1992) o envolvimento
sistémico acontece em um terco dos casos com alteragcdes neurologicas, e a
mioclonia é encontrada em apenas metade desses. Ao contrario, Amude
(2005) encontrou 40% dos céaes com apresentacdo neurologica sem mioclonias
e sem apresentacao sistémica, no momento do atendimento hospitalar, em
encefalites causadas pelo virus da cinomose.

Os principais sinais oculares e no sistema respiratério sdo rinite,
conjuntivite, descarga nasocular serosa e mucopurulenta, pneumonia
intersticial no inicio e posterior evolugcdo para broncopneumonia devido a
infeccdo secundaria, caracterizada por tosse Umida e produtiva, além de
crepitacdes na auscultacdo (CORREA & CORREA, 1992; GREENE, 2006).

No sistema gastrintestinal ha ocorréncia de vomitos intermitentes, anorexia,
diarréia pastosa a liquida, escura, com ou sem presenca de sangue, podendo
levar a sinais de desidratagdo nos animais (CORREA & CORREA, 1992;
GREENE, 2006).

Podem ser observadas pustulas na pele do abdomen e, em alguns casos,
hiperqueratose dos coxins digitais (GREENE, 2006).
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Os sinais neurologicos sao multiplos, decorrentes da replicagéo viral em
neurdnios e células gliais, refletindo, desta forma, a distribuicdo do virus e das
les6es no SNC (TIPOLD et al., 1992; GREENE, 2006).

Animais com apresentacdo clinica neurolégica focal, no diagnéstico pos
mortem tiveram uma avaliacdo neuropatolégica com lesdes multifocais difusas
em varios sitios neuroanatdomicos. Em contraste, cdes com sinais multifocais
tinham lesdes focais em apenas um sitio neuroanatdomico (AMUDE, 2008).

Independente da ocorréncia de lesdes neuropatoldgicas, a infeccdo do
sistema nervoso pelo virus da cinomose pode levar a uma variedade de sinais
neurolégicos. A infecgcdo pelo virus determina disfungdo molecular dos
neurotransmissores nas células nervosas, que pode ser responsavel por alguns
sinais neurolégicos em cédes com cinomose, mesmo que as lesdes
correspondentes em sitios neuroanatdmicos estejam ausentes (D’'INTINO et
al., 2006; AMUDE et al., 2010a).

A cinomose em caes jovens é a forma de apresentacdo mais comum e é
caracterizada por convulsdes, sem mioclonias (THOMAS et al., 1993). Em caes
adultos com cinomose a convulsdo é menos frequente que outros sinais
clinicos (THOMAS et al., 1993; AMUDE et al., 2007).

Convulsbes e mioclonias sdo sinais tipicos de lesdes da substancia
cinzenta do SNC, ao passo que déficits visuais e dificuldades motoras, sdo
sinais de lesdes na substancia branca (GREENE, 2006).

Hiperestesia e rigidez cervical e para-espinhal podem ser encontradas em
caes como resultado de inflamacdo das meninges. Entretanto, sinais de lesdes
encefalicas sdo predominantes em relacdo aos sinais meningeais (GREENE,
2006).

O virus da cinomose tem predilecdo pelo angulo pontinocerebelo e séo
observados déficits cerebelares e vestibulares. Esses sinais sdo observados
isoladamente ou associados no mesmo animal. No entanto, a combinacao dos
sinais é mais frequente (AMUDE et al., 2006; AMUDE et al., 2007; AMUDE,
2008). Os sinais cerebelares e vestibulares podem representar disfuncdo na
camada cinzenta ou na substancia branca. As regides nédulo e fléculo do
cerebelo possuem relagcdo com o vestibulo, e os sinais vestibulares podem
ocorrer por lesbes na substancia branca dos pedunculos cerebelares, que
fazem a conexao entre essas duas areas (AMUDE, 2008; DEWEY, 2006).

Quando h& acometimento da medula espinhal, a paresia e incordenacéo
de membros sdo 0s Unicos sinais neurologicos. As manifestacdes comuns
incluem a doenca vestibular com movimento de cabeca, nistagmo, déficits em
outros nervos cranianos e da propriocepcao. Na doenca cerebelar aparecem
ataxia com hipermetria e cabeca pendente. Cegueira uni ou bilateral e midriase
ocorrem também devido ao envolvimento do trato e nervo Opticos. Atrofia
muscular generalizada é rara como apresentacao clinica de lesdo focal no
cortex (CORREA & CORREA, 1992; TIPOLD et al., 1992; GREENE, 2006).

Podem ocorrer convulsGes parciais ou generalizadas. Porém, a convulsédo
do tipo “goma de mascar”, classicamente associada com a infeccéo pelo virus
da cinomose, ocorre frequentemente em cdes que desenvolvem
poliencefalomalacea dos lobos temporais (GREENE, 2006).

Outros sinais neurolégicos incluem: apatia, estupor, alteracbes de
comportamento, reflexos espinhais anormais, hiperestesia, mioclonias e
incontinéncia urinaria (MORO et al., 2003).
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As mioclonias ou contragbes tbnico-clonicas sao sinais comuns na
cinomose e podem estar presentes quando ndo ha outros sinais neurolégicos.
Acometem um musculo ou grupo de musculos, como auriculares, temporais,
retro-abdominal e flexores dos membros (CORREA & CORREA, 1992; TIPOLD
et al.,, 1992; SUMMERS et al., 1995; GREENE, 2006). O mecanismo neural
para as mioclonias se origina pela irritacdo local de neurbnios motores da
medula espinhal ou de nuicleos de nervos cranianos. E considerado um sinal
caracteristico da cinomose. Porém, também pode ser observada em outras
doencas inflamatdrias do sistema nervoso dos caes (TIPOLD et al., 1992;
GREENE, 2006).

A resposta hematoldgica na cinomose varia entre 0s cdes, de acordo com
a fase da infeccéo viral (SILVA et al., 2005). A anemia pode ser atribuida ao
aumento da destruicdo dos eritrocitos ou pela diminuicdo de sua producéo. A
destruicdo é determinada pela presenca do virus em eritrocitos ou pela
deposicdo de imunocomplexos na membrana destas células. A queda da
producéo pode ser atribuida a faléncia da medula 0ssea devido ao estresse
desencadeado pela doenca. Na maioria dos casos, os eritrécitos apresentam-
se normociticos e normocrdomicos e ndo ha sinais de regeneracdo medular,
como hemacias nucleadas, policromasia, anisocitose ou corpusculos de
Howell-Jolly (SILVA et al., 2005).

Os achados hematoldgicos frequentes na cinomose em cées S&o
linfopenia, em combinagéo com leucopenia ou leucocitose, anemia, monocitose
e raramente trombocitopenia (TIPOLD et al., 1992). O leucograma é mais
variavel e as infeccdes bacterianas oportunistas no trato digestério e
respiratorio determinam leucocitose por neutrofiia e o desvio a esquerda
(SILVA et al., 2005).

A linfopenia € uma caracteristica consistente, mas pode estar ausente em
alguns casos. Silva et al. (2005) observaram que caes jovens infectados
experimentalmente com o virus da cinomose desenvolveram marcada
linfopenia.

Segundo Corréa & Corréa (1992) a linfopenia absoluta € causada pela
deplecéo dos tecidos linfoides e depende da caracteristica imunossupressora
da cepa viral.

Silva et al. (2005) referiram que a trombocitopenia € achado frequente na
doenca em caes. Sugerem que na infeccdo pelo Morbillivirus ocorre aumento
de anticorpos antiplaquetas e a trombocitopenia € imunomediada com remocao
das plaquetas pelo sistema reticuloendotelial.

As inclusdes citoplasmaticas denominadas corpusculo de Lentz ou de
Sinigaglia-Lentz, que aparecem em algumas ceélulas do sangue, em pequeno
numero nos linfocitos, neutréfilos e hemacias, possuem particular relevancia no
diagnadstico clinico da cinomose. A ocorréncia dessas inclusbes em leucocitos
evidencia a presenca do virus, mas quando ndo encontradas possuem pouco
valor na determinacao da auséncia do virus, ja que sao observadas somente
na fase virémica da doenca (CORREA & CORREA, 1992; JONES et al., 2000).

No exame bioquimico os achados ndo sao especificos na cinomose, 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).
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A analise do liquido cefalorraquidiano (LCR) € um dos melhores métodos
de diagnéstico das afeccbes do encéfalo e da medula espinhal. O exame do
LCR é indicado em todo animal com doenca neurolégica na qual ndo ha
diagnéstico conclusivo, incluindo casos com suspeita de afeccao intracraniana
(PELLEGRINO et al., 2003).

Segundo Gama et al. (2005), as caracteristicas fisico-quimicas do liquor
tais como, coloracdo, aspecto, densidade, pH e glicose ndo indicam qualquer
anormalidade liquorica nas diferentes fases da cinomose. Por outro lado, o
componente protéico e a celularidade liquorica mostraram alteracdes
significativas na presenga de sinais neurolégicos. Porém, na auséncia destas
alteracoes, ndo adicionam informacdes suficientes para a detecgcao precoce de
lesdes do SNC.

Durante o estagio de desmielinizacdo aguda n&o ocorrem reacoes
inflamatorias e, consequentemente, as proteinas e as células do liquor podem
estar normais (TIPOLD et al., 1992; GREENE, 2006).

No estagio crbnico da cinomose, a inflamacdo determina aumento de
proteina (> 25 mg/dL), principalmente representado por IgG-antivirus e
aumento da celularidade (> 10/ul), com predominio de linfécitos (CORREA &
CORREA, 1992; TIPOLD et al., 1992; SUMMERS et al., 1995; GREENE,
2006).

O aumento dos anticorpos antivirus no liquor oferece evidéncia da
encefalite pela cinomose, pois estes anticorpos sao produzidos no local, e este
aumento ndo é encontrado em animais vacinados ou na cinomose sistémica
sem alteracOes neurolégicas (GREENE, 2006).

O prognostico da doenca € reservado na fase sistémica, pois pode
progredir para a fase neuroldgica. Nesta fase torna-se desfavoravel, pois
comumente é progressiva, raramente estacionando, levando a morte em curso
agudo ou crénico. Os animais que se recuperam podem ficar com sequelas
inabilitantes (CORREA & CORREA, 1992).

Segundo Kim et al. (2006), a combinacdo de alguns sinais como
inflamacé&o conjuntival, secrecao respiratéria, diarréia e sinais nervosos e curso
da doenca com trés semanas ou mais sugerem diagndstico presuntivo da
cinomose. Em regides endémicas para cinomose, a mesma deve sempre ser
considerada no diagnostico de caes com alteragdes neuroldgicas,
independente do tipo, curso, extensao e natureza da doenca (AMUDE et al.,
2010a).

Varios testes foram avaliados em todo mundo para o diagnéstico do virus
da cinomose, como reacdo de imunofluorescéncia indireta, isolamento viral,
teste de soro neutralizagdo, reagdo em cadeia pela polimerase e ELISA. Os
métodos sorolégicos, que mensuram em amostras de soro IgG ou IgM
especificos para o virus, sao indicados quando o animal esta 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 sao ambiguos e podem,
ambos, indicar infec¢des anteriores e recentes em caes com ou sem vacinacao
para cinomose. Ja a analise dos niveis de IgG especifica no liquor pode ser
usado para mensurar anticorpos na fase crénica da infeccéo do SNC.

No intuito de oferecer novas técnicas de diagnoéstico, Latha et al. (2007)
identificaram uma nucleoproteina que aparece nos estagios iniciais da infeccao
nas células hospedeiras e em infec¢cdes naturais ha producdo de anticorpos
diretos. Entdo, o desenvolvimento de ELISA com nucleoproteina recombinante
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se mostrou superior a outros metodos sorologicos, oferecendo alta
reprodutibilidade, auséncia de reacdes cruzadas, facilidade de realizagcdo em
relacéo a deteccdo de anticorpos pela imunofluorescéncia indireta, além disso,
esse método ndo requer o cultivo viral. Pode ser utilizado para detectar o
aumento do titulo de IgG ou niveis de IgM especificos visando monitorar a
eficacia do programa de vacinacao.

No SNC o virus causa lesbes caracterizadas por areas de necrose bem
delimitadas, desmielinizagdo e inclusdes intranucleares principalmente em
astrocitos. A observacdo dessas lesdes em cortes histologicos confirma o
diagnaostico da infeccéo 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 imunoistoquimica € mais sensivel que a histopatologia de
corpusculos de inclusdo, considerada complemento do diagndstico
histopatoldgico.

Sonne (2008) analisou o encéfalo de 54 cades e observou que 29 deles
apresentavam alguma lesdo microscopica. Na marcagcao imunoistoquimica dos
54 animais utilizados, 51 caes apresentaram marcacao positiva em pelo menos
um oOrgao, demonstrando que 94,4% dos animais com diagndstico
macroscopico e microscopico de cinomose tiveram marcacdo positiva na
imunoistoquimica. E importante ressaltar que, no mesmo estudo, foram
encontrados dois animais que nao apresentaram alteracdes microscopicas no
cérebro, porém o antigeno viral foi visualizado por teste imunoistoquimico.

No diagnostico post-mortem a imunoistoquimica tem sido utilizada para
detectar o gene da proteina do nucleocapsideo, que é uma proteina interna e
mais transcrita em células infectadas, considerado bom indicador de infeccéo
(SHIN et al., 1995). Os astrécitos sdo as principais células marcadas pela
imunoistoquimica para detectar o virus da cinomose, chegando a 95% de
células infectadas (MUTINELLI et al., 1998).

Haines et al. (1999) detectaram o antigeno no epitélio da mucosa nasal,
dos coxins digitais e da pele, sugerindo a utilizacdo da técnica de
imunoistoquimica para o diagndstico ante-mortem da cinomose.

Na cinomose aguda, com lesdes néo inflamatorias, encontra-se grande
guantidade de antigeno viral no centro das lesdes. A medida que a resposta
imune comega a agir nas lesdes cronicas é mais dificil de encontrar o antigeno
viral, podendo resultar em marcacdo negativa na imunoistoquimica
(VANDEVELDE et al., 1985; BOLLO et al., 1986; BAUMGARTNER et al., 1989;
MULLER et al., 1995).

A técnica de isolamento viral em cultivo celular & altamente especifica,
porém é demorada e pode resultar em falso-negativo se o animal ndo estiver
na fase aguda da doenca. O sucesso da replicagcédo viral ocorre durante o
cultivo direto de tecidos infectados do hospedeiro. Culturas de macrofagos
detectam o virus entre 24 a 48 horas, porém foram substituidas pela cultura de
linfécitos caninos para o isolamento do virus. A formacado de células gigantes,
considerada citopatica do virus da cinomose em varias culturas de tecido, €
detectada com dois a cinco dias (BARRETT, 1999; GEBARA et al., 2004).

O diagnostico de rotina do virus da cinomose pela imunfluorescéncia é
aplicado em varias amostras, conjuntival, nasal e vaginal, usando anticorpos
policlonais ou monoclonais. Este teste € pouco sensivel e detecta o antigeno
viral somente em infec¢cdes com trés semanas, quando o virus esta presente
em células epiteliais (ELIA et al., 2008 apud APPEL, 1987).
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O uso do imunoensaio cromatografico para pesquisa de antigenos da
cinomose foi descrito por Santos (2008). Neste estudo foram utilizados 38
animais saudaveis, sendo que apenas um apresentou positividade no teste
rapido.

O diagnostico da cinomose pode ser realizado de forma rapida e especifica
utilizando kit comercial de imunoensaio cromatografico para pesquisa do
antigeno do virus da cinomose na mucosa nasal, saliva, conjuntiva, urina, soro
e plasma. Afirma-se que este teste atinja 98,8% de sensibilidade e 97,7% de
especificidade, ndo causando reagéo cruzada com outras infecgbes (Antigen
Rapid CDV Ag Test Kit®, Bioesay).

A maior desvantagem deste teste é a possibilidade de falso negativo, ja
gue a amostra selecionada pode ndo conter o antigeno, sendo esta evidéncia
encontrada quando relacionada com a fase da enfermidade, ocorrendo
comumente na fase neurologica. Este método ndo detecta o virus vacinal, pela
baixa titulacdo nas vacinas, do 1° ao 14° dia ap0s a vacinagéo (Antigen Rapid
CDV Ag Test Kit®, Bioesay).

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 liquor com o teste de imunofluorescéncia indireta usando anticorpos
antivirus (TIPOLD et al., 1992; GREENE, 2006).

Atualmente, a técnica da reacdo em cadeia pela polimerase precedida de
transcricdo reversa (RT-PCR) vem sendo empregada com sucessO nha
deteccdo do virus da cinomose em diferentes tipos de amostras biologicas
provenientes de caes com sinais clinicos sistémicos e neurolégicos (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. Estes resultados demonstram que a técnica de RT-PCR é um meétodo
eficiente para realizacdo do diagndstico rapido, precoce e “in vivo” (SAITO et
al., 2006; SATO et al., 2006; ELIA et al., 2008).

2. RT-PCR

Segundo Frisk et al. (1999), o RT-PCR é um método rapido, sensivel e
especifico para o diagnostico da infeccéo pelo virus da cinomose em caes. Nos
seus resultados, foi detectado o RNA viral pelo RT-PCR em 86% das amostras
de soro sanguineo e 88% de sangue circulante e liquor de caes com cinomose
confirmado pela imunoistoquimica. O RNA viral ndo foi encontrado na
imunoistoquimica em animais antigeno-negativo ou em caes vacinados,
sugerindo previamente que a vacinag¢ao nao causa resultados falso-positivos. A
degradacéao autolitica do RNA viral causada por RNAases enddgenas deve ser
considerada na possibilidade de resultado falso-negativo. No entanto, Sato et
al. (2006) afirmam que o soro e o sangue periférico ndo sdo boas amostras
para a deteccao do virus da cinomose pela RT-PCR quando o c&o 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 inadequado isolamento do RNA viral.

A sensibilidade da técnica da PCR pode variar com a selecdo dos
“primers”, método de extracdo do RNA e amostra clinica analisada (AMUDE,
2005). A sequéncia de genes do virus da cinomose no sentido 3’ a 5’ é pela
proteina do nucleocapsideo (N), fosfoproteina (P), proteina de matrix (M),
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proteina de fuséo (F), hemaglutinina (H) e proteina grande (L) (AMUDE et al.,
2010Db).

A escolha do iniciador (“primer”) gene-especifico requer cuidado e
conhecimento sobre a replicacdo dos Paramyxovirus. Genes distais (L, H e F)
séo os ultimos a serem transcritos durante a replicacdo e genes das proteinas
do nucleo (N e P) possuem maior frequéncia na transcricdo. O gene-alvo para
a amplificacdo na RT-PCR deve ser preferencialmente do nucleo para evitar ou
minimizar os resultados falso-negativos (AMUDE et al., 2010b).

O sequenciamento dos genes amplificados pela RT-PCR pode levar a
classificacdo das cepas virais do virus da cinomose e na diferenciacdo das
cepas selvagens ou vacinais (HEADLEY et al.,, 2009; SCHATZBERG et al.,
2009).

A maior vantagem da PCR em tempo real € a habilidade de quantificar
particulas virais em amostras clinicas, ao contrario da RT-PCR convencional
gue € uma analise qualitativa. Alta carga viral foi demonstrada em tecidos
linféides, como tonsilas, baco, linfonodos mesentéricos; visceras e urina. No
SNC, no lobo frontal foi encontrada alta concentracdo viral, sugerindo ser a
area mais sensivel para diagnéstico (ELIA et al., 2008).

As amostras de sangue periférico, swab conjuntival, secrecdo nasal, urina,
liquor, e swab vaginal, tecido pulmonar, estomacal, intestinal e urinario, podem
ser utilizadas para o diagnéstico de cinomose pela técnica RT-PCR. Entretanto,
o0 swab conjuntival é o mais apropriado para o diagnostico “in vivo” da
cinomose (KIM et al., 2006).

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

Segundo J6zwik & Frymus (2005), o resultado de ambos RT-PCR e reacao
de imunofluorescéncia direta foram positivos em animais poucos dias apos a
vacinagao, e confirmou que ambos os métodos podem levar ao diagnostico
falso-positivo de cinomose em cées vacinados com vacina de virus vivo
modificado. Portanto, o tempo minimo entre vacinacdo e 0 exame em caes
doentes deve ser de seis semanas para excluir o resultado falso-positivo. Em
seus resultados sugerem que a sensibilidade do teste de imunofluorescéncia &
50% menor que o nested PCR. Contudo, RT-PCR combinado com o nested
PCR mostrou-se 0 mais especifico e sensivel método para diagnostico ante-
mortem da cinomose, especialmente nas formas subagudas e cronicas,
guando o virus ndo se encontra mais em epitélios e a reacdo de
imunofluorescéncia foi negativa.

3. Tratamento de caes com cinomose e Profilaxia

Ainda nado existe tratamento efetivo para a cinomose, 0 que explica a
importancia dessa enfermidade em medicina veterinaria (TIPOLD et al., 1992;
CORREA & CORREA, 1992; KAJITA et al., 2006).

Apesar de nao existirem muitos estudos atuais sobre o assunto, Corréa &
Corréa (1992) recomendavam a administragdo de soro hiperimune (gama
globulinas especificas) distribuindo-o em varios locais por via subcutanea, em
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dose dUnica. A acdo do soro hiperimune é, fundamentalmente, de
soroneutralizacdo de todos os virus livres, e que se libertam eventualmente dos
tecidos. O soro homélogo permanece ativo no animal por 15 a 30 dias,
baixando seu titulo gradualmente, formando complexos antigeno-anticorpo com
0 virus, por metabolizacdo e eliminacdo progressiva. No entanto, quando ha
alteracdes do sistema nervoso, o soro hiperimune pode nao impedir o avanco
da doenca, pois apenas neutraliza os virus circulantes, ndo atuando sobre as
particulas virais que ultrapassaram a barreira hematoencefalica. Se o animal ja
foi vacinado pelo menos uma vez, aplicar uma dose de vacina, que podera
estimular células-meméria e rapidamente produzir imunidade ativa (CORREA &
CORREA, 1992).

Animais com infeccdo no trato respiratorio superior ou pneumonia, que
frequentemente é causada por complicacdes bacterianas secundarias, devem
ser tratados com antimicrobianos de amplo espectro, ativos principalmente
contra Bordetella bronchiseptica, Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. Os
farmacos mais utilizados sao amoxicilina, cloranfenicol, florfenicol,
cefalosporinas, fluorquinolonas e aminoglicosideos. A terapia antimicrobiana
pode ser alterada quando é realizado antibiograma de lavado transtraqueal ou
guando ndo ha resposta ao antimicrobiano de escolha. Podem ser utilizados
também expectorantes ou nebulizacdo (CORREA & CORREA, 1992; GREENE,
2006).

A hidratacdo dos animais com solucdo de Ringer, para hidratar e ao
mesmo tempo manter o equilibrio eletrolitico. Pode-se adicionar 2,5 a 5% de
glicose ao Ringer e administrar glicose como fonte energética para animais
anoréxicos (CORREA & CORREA, 1992; GREENE, 2006).

Anticonvulsionantes devem ser utilizados, como o fenobarbital na dose de
2 mg/Kg pelas vias intravenosa, intramuscular ou oral, a cada 12 horas.
Corticosterdides, como a dexametasona na dose de 2,2 mg/Kg, por via
intravenosa, podem ser utilizados devido a base imunopatologica das lesdes
neuronais e para reduzir o edema cerebral, mantendo a terapia com doses
antinflamatorias, posteriormente, reduzindo a dose até o final do tratamento. A
imunossupressdo causada pelos esterdides é a principal desvantagem, porque
a resposta inflamatoria € responsavel pela retirada do virus. Na encefalite
multifocal progressiva causadora de tetraplegia, semicoma e incapacitacéo a
eutanasia é recomendada (TIPOLD et al., 1992; GREENE, 2006). A mioclonia
é irreversivel (GREENE, 2006).

Como os macrofagos e seus produtos, especialmente radicais livres de
oxigénio, sdo importantes na inducdo da destruicdo do tecido nervoso na
cinomose, antioxidantes como vitamina E e vitamina C podem ser utilizados
terapeuticamente (TIPOLD et al., 1992).

O &cido ascorbico ndo € sé considerado um simples anti-oxidante, mas
também neuromodulador do sistema nervoso central (GRUNEWALD, 1993;
REBEC & PIERCE, 1994). Matsumoto et al. (2010) comprovaram que a
guantidade de acido ascorbico no cérebro aumenta em resposta ao excesso de
glutamato, que é encontrado em diversos modelos de destruicdo tecidual,
incluindo convulsdes induzidas.

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

No inicio do século XX as vacinas inativadas eram amplamente utilizadas,
porém a cinomose ainda ocorria em cdes e animais de zoolégico (APPEL &
SUMMERS, 1995). A partir dos anos 60, com as vacinas atenuadas houve
diminuicdo consideravel na incidéncia da cinomose em todo mundo (LAN et al.,
2006; RIKULA et al., 2007). Vacinas preparadas a partir de passagens em
cultura de células de aves e embrido de galinha, ou em células de céaes, foram
amplamente utilizadas. As vacinas preparadas em cultivo de células de cées
induzem imunidade em quase 100% dos cées vacinados (APPEL &
SUMMERS, 1995; PARDO et al., 2007). A utilizacdo de vacinas recombinantes
(recCDV ou rD) tem sido realizada nos Estados Unidos da América desde
1997, tendo como beneficio a ndo ocorréncia de encefalite pos-vacinal
(PARDO et al., 2007).

Vacinas produzidas com as amostras do virus da cinomose, isoladas de
cédes naturalmente infectados, como as amostras Snyder Hill, Rockborn,
Onderstepoort, adequadamente atenuadas em culturas de células, sé&o
eficientes em induzir o estado de imunidade dos animais vacinados,
protegendo-os contra a infec¢ao natural (BIAZZONO et al., 2001). Estas cepas,
atualmente séo consideradas velhas, chamadas de “old CDV” e as cepas
novas, chamadas de “new CDV” de varias partes do mundo, possuem o gene e
a proteina H com caracteristicas diferentes (MOCHIZUKI et al., 2002).

A atual estratégia vacinal é baseada em mudltiplas doses de vacinas,
administradas a intervalos de trés a quatro semanas, devido as dificuldades de
mensurar os titulos de anticorpos do filhote de forma rotineira. Apos a
administracdo da primeira dose de vacina, 0os caes ja apresentam titulos de
anticorpos em niveis protetores e, ap0s a revacinacdo anual, os titulos
perduram por mais de 12 meses, ndo indicando a necessidade de reforgo
imediatamente apdés um ano (BIAZZONO et al., 2001).

Segundo Chappuis (1995) a via intravenosa nao é recomendada para a
vacinagcdo. O uso por esta via deve ser com vacinas que possuem apenas 0
antigeno de cinomose e é possivel observar uma completa protecédo apos 48
horas da aplicacdo, em relacdo a aplicacdo subcutanea que tem uma resposta
apos cinco dias. Porém, a vacinacdo intravenosa pode ser necessaria nos
casos emergenciais, como a infeccdo de um filhote antes da primeira dose de
vacina.

A epidemiologia molecular tem sido utilizada para investigar a origem das
cepas virais e a dinamica de circulacdo do virus em animais susceptiveis.
Segundo Martella et al. (2007), a variagdo de aminoacidos entre as linhagens
do virus da cinomose foi maior que 4 %, em relacdo a todos os outros
genotipos do virus da cinomose. A maior variacdo (> 8 %) foi observada nas
cepas de América-1, usadas no desenvolvimento de vacinas vivas modificadas
atualmente comercializadas.

A variacdo genética e antigénica na proteina H entre as cepas “novas” e
“velhas”, causa duvidas na eficacia das vacinas atuais (IWATSUKI et al., 2000).

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

Negrédo et al. (2006) referiu que as falhas vacinais podem ocorrer por
multiplos fatores como interferéncia de anticorpos passivos, falhas individuais
na resposta imune, qualidade, conservacdo e variabilidade antigénica do
imunégeno e infeccéo anterior a vacinacao.

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 completa protecdo contra o virus da cinomose no hospedeiro
natural.

As vacinas de virus vivo atenuado induzem boa resposta em cées, porém
podem induzir infeccéo virulenta em outras espécies. Como o gene da proteina
H quando aplicado no musculo pode induzir a producéao de anticorpos IgG1 e,
surpreendentemente, o DNA da proteina F produz resposta de IgG1 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 é a pequena duracdo da sua imunidade quando comparada com
a vacina de virus vivo atenuado convencional.

4. Ribavirina

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

Em 1970, a ribavirina foi sintetizada pela primeira vez como parte de
esforco intensivo de busca por novos agentes antivirais. No primeiro momento,
foi desenvolvido para ser um analogo a nucleotideo de pirimidina. Porém,
estruturalmente e funcionalmente é mais parecida a guanosina (BEAN, 1992).

Outros autores afirmaram que somente em 1972, Joseph Witkowski e
Roland Robins sintetizaram a ribavirina pela primeira vez, pela combinacao
qguimica dos derivados carboxamide e ribofuranoside mostrando que poderia
ser um promissor agente antiviral de amplo espectro. A atividade antiviral da
ribavirina é especificamente associada a sua estrutura, o que faz com que
alteracdes na ribose ou na base resultam em perda significativa da atividade
antiviral (GILBERT & KNIGHT, 1986; LIN et al., 2003).

Atualmente, a forma industrial da producédo da ribavirina ocorre pela
utilizacdo do genoma da bactéria Bacillus amyloliqguefaciens cepa TA208 para
producdo de guanosina, também utilizada para a producédo do farmaco pela
assimilacao da formamida pela fermentacdo (ZHANG et al., 2011).

Nestas pesquisas iniciais envolvendo agentes antivirais de reduzida
eficacia, os farmacos apresentavam apenas efetividade “in vitro”. Entretanto, a
ribavirina (1-B-D-ribofuranosyl-1H-1,2,4-triazole-3-carboxamide) foi um agente
antiviral que mostrou atividade “in vivo” contra grande variedade de virus DNA
e RNA (GILBERT & KNIGHT, 1986).
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A ribavirina foi aprovada pela U.S. Food and Drug Administration para o
tratamento pediatrico da infeccdo pelo virus sincicial respiratério e sua
combinacdo com alfa-interferon para infeccéo cronica pelo virus da hepatite C.
Recentemente, beneficios terapéuticos do antiviral tem sido avaliados para o
tratamento de sindrome respiratéria severa aguda e infeccdo do virus da
variola, em casos de bioterrorismo (WU et al., 2005).

A ribavirina € usada rotineiramente no tratamento de hepatite C cronica
associada com o interferon-alfa (IFN-a). O mecanismo pelo qual a ribavirina
contribui junto com o IFN-a na terapia da hepatite C crbnica ndo é muito bem
entendido. No entanto, sugere-se que a acdo como antiviral, decorra de
mutagdes no RNA, por mecanismos indiretos como aumentar a imunidade
mediada por células T frente aos agentes virais, ou por inibicdo da enzima
iosina monofosfato desidrogenase - IMPDH (VOLLMER et al., 2004).

Atualmente a terapia antiviral em pacientes com hepatite C tem sobrevida
de aproximadamente de 55% (SUNG, et al., 2011).

A ribavirina é farmaco antiviral, analogo a guanosina, inibidor da replicacéo
in vitro de alguns RNA e DNA-virus, incluindo Herpesvirus, Poxvirus, Influenza
virus, Parainfluenza virus, Reovirus, Togavirus, Paramyxovirus e Tumor RNA-
virus. “In vivo”, o espectro antiviral é restrito, com acdo contra Herpesvirus,
Influenza virus, Parainfluenza, Paramyxovirus do Sarampo e Adenovirus
(HAYDEN & DOUGLAS, 1990).

Até o momento, a ribavirina € o Unico antiviral aprovado e comercializado
disponivel para Arenavirus. Demonstrou reduzir o numero de Obitos quando
administrada no inicio da infeccéo pelo Virus da Febre de Lassa (CHARREL et
al., 2011). Enria et al. (1987) demonstraram a acéo da ribavirina frente a Febre
Hemorragica da Argentina, provando a sua eficacia em casos com poucos dias
de sinais clinicos.

No estudo realizado por Cashman et al. (2011), a dose de 25 mg/Kg de
ribavirina por via intraperitoneal em cobaias demonstrou atividade antiviral pela
reducdo da viremia e por prolongar a sobrevida frente ao Virus da Febre de
Lassa.

Nenhum antiviral esta disponivel em dias atuais para o tratamento
especifico de doencas causadas por Hantavirus. O Unico antiviral que mostrou
alguma atividade “in vitro” e com possibilidade para o uso “in vivo” foi a
ribavirina. A eficacia do farmaco depende da fase da infeccdo e a severidade
da doenca ao se iniciar o tratamento (CHARREL et al., 2011).

A Organizacdo Mundial da Saude (WHO) recomenda atualmente o uso da
ribavirina como terapéutico para a Febre Hemorragica da Crimeia-Congo,
também descrita como efetiva contra este virus “in vitro”, embora esta eficacia
seja controversa. Bodur et al. (2011) administrou a ribavirina por via oral na
dose de 4 g/dia, durante 4 dias, seguido de 2,4 g/dia por mais 6 dias, néo
havendo eficacia no tratamento desta doenca.

A WHO recomenda a dose de 30 mg/Kg como dose inicial, a seguir 15
mg/Kg, a cada 6 horas por 4 dias, e apos 7,5 mg/Kg a cada 8 horas por 6 dias
para tratamento da Febre Hemorragica da Crimeia-Congo (ELALDI et al.,
2009).

Elaldi et al. (2009) verificaram que a ribavirina néo foi capaz de melhorar os
guadros de Febre Hemorragica da Crimeia-Congo. Encontraram neste estudo
toxicidade da ribavirina em pessoas que tinham comprometimento renal e
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hepatico, além de hemorragias. Sugeriram que a ribavirina em altas doses por
via oral pode levar a faléncia multipla de érgdos em casos severos da doenca.

Wright et al. (2005) comprovaram a eficacia da ribavirina em humanos
infectados pelo virus Hendra, também da familia Paramyxoviridae.

Foi comprovada a eficacia frente a doenca de Borna, em gerbis, com a
diminuicdo da replicacdo viral com doses baixas como 1 mg/Kg, com
tratamento de 10 dias apos a infeccdo. Neste mesmo estudo, comprovaram a
acao da ribavirina em células da micréglia e a baixa producdo de citocinas no
cérebro (LEE et al., 2008).

A ribavirina foi testada frente ao Metapneumovirus Humano em infecgcéao de
ratos. Neste estudo, o antiviral foi associado a glicocorticoide, demonstrando
melhor resultado ja que houve diminuicdo da inflamacao nos pulmdes. A dose
utiizada foi de 40 mg/Kg e a ribavirina demonstrou agado frente ao
Metapneumovirus Humano (HAMELIN et al., 2006).

Segundo Gilbert & Knight (1986) existem trés possiveis mecanismos de
acao da ribavirina: a diminuicdo na concentragcao intracelular de guanosina
trifosfato (GTP) por uma inibicdo competitiva da inosina-monofosfato
desidrogenase (IMPDH) e duas acOes especificas no virus: inibicdo da
formacédo de mRNA e inibicdo da funcéo de codificacdo da RNA polimerase.

A fosforilagcéo intracelular, que forma derivados mono, di e trifosfatos, é
mediada por enzima da célula hospedeira (adenosina-quinase). A ribavirina
monofosfato compete inibindo a IMPDH e interfere com a sintese da GTP.
Consequentemente, a composi¢ao do local do nucleotideo é marcadamente
alterado, impedindo a sintese de acido nucléico e do RNA viral. A queda da
concentracdo do competidor da guanosina pode potencializar outros efeitos
antivirais (HAYDEN & DOUGLAS,1990; BEAN, 1992; CROTTY et al., 2002;
WU et al.,, 2005). No entanto, quando aumenta a fosforilagdo ocorre leve
diminuicdo na sua acgéo antiviral (CHANG & HEEL, 1981).

A ribavirina pode produzir virus mutantes por imitar os pares de bases
adenosina e guanosina, que interagem com a timidina e citosina, no genoma
viral. Por isso, a incorporacdo da ribavirina trifosfato no genoma viral pode
induzir uma mutacéo e levar a um erro catastréfico no virus. Como um analogo
do nucleotideo de guanosina, a ribavirina trifosfato & incorporada no lugar da
guanosina monofosfato produzindo alteracdo na estrutura para transcricdo do
RNA viral, contribuindo para a diminuicdo da translacdo do genoma viral,
chamada de mutagénese letal (CROTTY, et al.,, 2001; WU et al.,, 2005).
Segundo Crotty et al. (2001) o principal efeito antiviral da ribavirina é a mutacéo
letal no genoma viral. No entanto, a efetividade “in vivo” contra RNA virus
depende do acumulo da ribavirina e da ribavirina trifosfato em alguns tecidos.

Segundo Bean (1992) a ribavirina inibe a formacdo do mRNA, como um
passo importante na replicacdo de muitos virus. E capaz de inibir diretamente
virus que séo dependentes de RNA polimerase, como o Virus da Influenza. Foi
demonstrado que a ribavirina trifosfato pode ser incorporada na polimerase de
Poliovirus como um analogo de nucleotideo. Atua como uma cadeia terminal
(“capping”) que impede a replicacéo viral pela formacdo de mutacdes. Este
mecanismo de acdo explicaria seu amplo espectro frente aos RNA virus
(CROTTY etal., 2002).

Entretanto, todos ou nenhum dos mecanismos de acao descritos podem
estar acontecendo a qualquer momento, contudo dependem do virus
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infectante. Essa é a principal caracteristica para a melhor inibicdo e para
explicar a falha na detecgéo de resisténcia viral (GILBERT & KNIGHT, 1986).

O tratamento do Poliovirus em humanos com ribavirina, em altas doses,
resultou em extincdo da populacdo pela acdo mutagénica letal ndo gerando
virus resistentes. Quando foi aumentada ainda mais a concentracéo da droga,
foram observadas cepas virais resistentes. A mutacdo que torna 0s virus
resistentes ocorre na polimerase, devido a sua baixa taxa de mutacdes, por
isso alguns autores sugerem a combinacdo de terapias (VIGNUZZI et al.,
2005).

No grupo dos Paramyxovirus todos 0s componentes sdo sensiveis a
ribavirina, e o virus do sarampo o mais sensivel (CHANG & HEEL, 1981).

Pacientes com sarampo podem apresentar complicagbes clinicas como
otite, diarréia, pneumonia ou encefalite em 10% dos casos, e a infec¢do do
sistema nervoso central € muito dificil de ser tratada por causa da barreira
hematoencefalica (PARDRIDGE, 2003). Apenas um estudo revelou a
passagem da ribavirina pela barreira hematoencefalica, apds administracédo 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
alteracao clinica ou laboratorial, sugerindo que né&o houve evidéncias de
toxicidade. A ribavirina por via oral é efetiva no tratamento da infeccdo aguda
pelo virus da hepatite A, sarampo e febre de Lassa (GILBERT & KNIGHT,
1986).

A sua utilizacao na encefalite subaguda esclerosante (SSPE) causada pelo
virus do sarampo € preconizada por alguns pesquisadores. No estudo de Hara
et al. (2003), a ribavirina em associacdo com o interferon, foi administrada por
via intratecal e sua eficacia testada pela PCR em tempo real no liquor. Apesar
de nado terem observado melhora clinica dos pacientes, ndo foi encontrado
mais o virus livre no liquor. Assim, 0s autores sugeriram que 0 agente poderia
estar no parénquima cerebral, j& que os pacientes desenvolveram titulos de
anticorpos para o virus do sarampo no liqguor. Embora a ribavirina tenha sido
capaz de combater o virus livre no liquor, o micro-organismo continuou a se
replicar no parénquima cerebral.

Ainda néo 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 estabilizagdo do quadro clinico
neurolégico (TAKAHASHI et al., 1998; SOLOMON et al., 2002).

Hosoya et al. (1989) descreveram a eficacia do farmaco frente ao virus da
SSPE e doses de ribavirina em concentracfes baixas que nao causam
citotoxicidade. A ribavirina inibe a replicacao de varias cepas do virus de SSPE
“in vitro” e “in vivo” em animais experimentais, quando a sua concentracao
liqudrica atinge 7,5 yg/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.

No experimento de Elia et al. (2008) a ribavirina mostrou-se altamente
efetiva na prevencao da replicagdo do virus da cinomose “in vitro” em baixas
concentragbes (6,5-12,5 pg/mL), concordando com os valores encontrados
para a inibicdo do virus do sarampo.
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Ainda segundo estes autores a ribavirina causa mutagdes no virus da
cinomose que levam a um erro catastréfico no RNA do genoma viral. Pode ser
especulado que a ribavirina interfira com a RNA polimerase pela competicéo
com nucleosideos naturais e produza erro na terminacao da cadeia do virus.

A ribavirina foi capaz de inibir a replicacdo do virus da cinomose “in vitro”
de forma dose e tempo-dependente. Ainda que a concentracdo ndo citotoxica
da droga bloqueie completamente a replicacdo em 24 horas ap0s a exposicao,
a concentracdo € 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 replicacdo. Apd6s 24 horas de exposicdo, mesmo em baixa
concentracéo a ribavirina reduz o nimero de cépias de RNA (ELIA et al., 2008).

A acdo antiviral “in vivo” depende de alguns fatores como a cepa e dose
infectante, a via de infeccéo, idade e sexo dos animais, e a frequéncia e via de
administracéo do farmaco (CHANG & HEEL, 1981).

A ribavirina é um antiviral composto de nucleosideo sintético solivel em
agua, com espectro de acédo frente a alguns virus responsaveis por causar
encefalite, como sarampo, febre hemorragica, West Nile, encefalites
transmitidas por carrapatos e encefalite japonesa (JEULIN et al., 2009).

Na administracéo oral, a biodisponibilidade € de aproximadamente 33% a
45% em humanos. O pico plasmatico ocorre entre 1 a 2 horas ap6s doses
Unicas. Até o momento, sabe-se que no liquor é alcancada até 70% da
concentracdo do plasma e o pico plasmatico ocorre 30 minutos apés a
administracao intravenosa (HAYDEN & DOUGLAS,1990; GRANCHER et al.,
2004). Cerca de 40% da ribavirina € excretada pelos rins apés 72 horas da
administracdo, e o metabolismo hepatico € uma rota importante para sua
eliminacdo (HAYDEN & DOUGLAS, 1990).

No estudo realizado por Ogle et al. (1989) foi administrada ribavirina por via
oral para humanos na dose de 10 mg/Kg, trés vezes ao dia, por trés dias e
duas vezes ao dia por seis semanas. Este estudo demonstrou que a
concentragao de ribavirina no liquor atingiu 48 a 75% do nivel sérico apds sete
dias, e a concentracdo se manteve entre 25 a 66% do nivel sérico durante todo
o tratamento.

Na pesquisa realizada por Jeulin et al. (2009), a ribavirina atingiu o cérebro
em duas ou trés horas apds a sua aplicacdo em ratos, na dose de 40 e 100
mg/Kg, respectivamente, e foi detectada no cérebro apdés um periodo de 24
horas.

As condicbes neuroinflamatérias (incluindo as encefalites) sao
caracterizadas pela destruicdo da barreira hematoencefalica e pela abertura
das juncdes pela acédo das citocinas secretadas pelos macrofagos e microglia,
permitindo a passagem de outras substancias, assim como a ribavirina, como
comprovado por Jeulin et al. (2009). Os autores relataram que o acumulo da
ribavirina no cérebro de ratos pode ser explicado pela diferenca entre os perfis
farmacocinéticos dos animais que receberam multiplas doses, e concluiram
gue a concentracdo neste tecido diminuiu varios dias apés o término do
tratamento mesmo nos animais que receberam apenas uma dose (JEULIN et
al., 2009).

Quando administrada por via oral, o tempo de absorcdo é de
aproximadamente duas horas, podendo chegar a 12 horas. Desta forma,
sugere-se que a absorc&o ocorra por toda a extensdo do trato gastrintestinal e
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0 mecanismo de absorcao identificado envolve transportadores de nucleotideos
dependentes de sodio (PRESTON et al., 1999).

Lin et al. (2002) afirmaram que a biodisponibilidade da ribavirina quando
administrada por via oral em ratos, na dose de 30 mg/Kg, € de 27,1% e o
tempo para a concentracdo maxima foi de uma hora. Ja em macacos, na dose
de 10 mg/Kg também por via oral, a biodisponibilidade foi de 59,3% com tempo
para concentragdo maxima de duas horas. A meia vida em ratos foi de oito
horas e em macacos de 179 horas, quando administrada por via oral. Este
estudo demonstrou o quanto é importante trabalhar com o farmaco em cada
espécie, devido as caracteristicas diferentes de metabolismo e excrecao.

No estudo de radioatividade, de Lin et al. (2003), foi observado que a
ribavirina € excretada principalmente pela urina, com excrecdo minima pela bile
e 1,4% pelas fezes, da dose intravenosa em ratos e de 0,8% em macacos.

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

A meia-vida no plasma foi observada em cerca de 24 horas, mas uma
pequena quantidade do farmaco persiste no plasma por mais de 16 dias
(CHANG & HEEL, 1981). A meia-vida de eliminac&o da ribavirina € de 79 horas
em doses simples e pode chegar até 274 a 298 horas quando administradas
multiplas doses, sugerindo que o0s parametros que descrevem a
farmacocinética de uma Unica dose ndo podem ser aplicados na
farmacocinética de varias doses (KRISHNAN & DIXIT, 2011).

Em contraste, nas células do sangue e do figado, ocorre pequeno acumulo
da ribavirina no cérebro de ratos e macacos. Esta informacdo indica que a
ribavirina é capaz de ultrapassar a barreira hematoencefalica (FERRARA et al.,
1981).

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

Estudos que utilizaram administracdo de altas doses intravenosas de
ribavirina em pacientes com SSPE mostraram concentracdes liquoricas de
aproximadamente 74% das encontradas no plasma (HAYDEN & DOUGLAS,
1990; HOSOYA et al., 2001), sendo eficientes no combate a infec¢cdo. Segundo
Hosoya et al. (2001), o nivel da ribavirina no liquor alcancou concentracao ideal
de 7,5 pg/mL pela administracéo intravenosa da 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 por dia. Estes autores
observaram que ocorre melhora da atividade da ribavirina pelas ciclodextrinas,
provavelmente relacionada a acdo em membranas bioldgicas, facilitando sua
passagem pela barreira hematoencefalica.

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

No estudo realizado por Elia et al. (2008), a ribavirina demonstrou baixa
toxicidade na cultura de células Vero, enquanto a citotoxicidade s6 foi
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observada em concentracdes 100 vezes maiores que as necessarias para inibir
a replicagdo do virus da cinomose.

Browne (1978) observou que o aumento da concentragdo da ribavirina
levou ao declinio na sintese de proteinas virais e, concomitantemente, a
reintegracdo da sintese de proteinas da célula hospedeira. No entanto, €
possivel que a alta concentracdo seja menos especifica na sua acao e cause
alteracdes no metabolismo do RNA, com excecao da capacidade de inibir a
IMP desidrogenase.

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 6bito entre os
animais, tampouco obtiveram dose letal devido ao volume da droga a ser
injetada.

Mesmo em baixas concentragbes, a ribavirina pode inibir de forma
reversivel a sintese de macromoléculas e a divisdo rapida de células nao
infectadas. Este composto causa supressao da sintese de acido nucléico e nédo
estimula a mitose de linfécitos humanos “in vitro”. Porém, néo afeta a funcao de
leucécitos polimorfonucleares e € capaz de inibir a secrecdo de mastocitos. No
entanto, tem efeito imunossupressor em animais experimentais e mostra acéo
terapéutica para virus que induzem tumores transplantaveis e doencas auto-
imunes (HAYDEN & DOUGLAS,1990).

A ribavirina possui efeitos imunoreguladores, pois € capaz de inibir a
sintese de macromoléculas e a divisdo celular, a proliferacdo de linfocitos e a
sintese de acido nucléico. Pode, suprimir também, a producgéo de linfocitos B e
consequentemente a formacéo 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
possivel toxicidade para estas células (HEAGY et al., 1991).

Ning et al. (1998) demonstraram que a ribavirina em concentragdes
utilizadas “in vivo” inibe quase totalmente a producdo de mediadores
proinflamatérios como TNF, IL-1 e atividade procoagulante de macrofagos “in
vitro” de camundongos BALB/cj. Além disso, a ribavirina diminuiu a producao
de IL-4 pelas células Th1/Th2, portanto sem efeito sobre a producédo de IFN-y
pelas células Thl. Contudo, os autores concluiram que a ribavirina inibe a
producéo de mediadores proinflamatorios induzidos pela infeccao viral.

Os beneficios da ribavirina estdo relacionados com a habilidade de reduzir
a ativacao de macroéfagos e diminuir a producéo de citocinas pelas células Th2,
mas preservando a producdo de citocinas pelas células Thl (NING et al.,
1998).

Segundo Tam et al. (1999), a ribavirina possui uma atividade
imunomoduladora capaz de estimular a imunidade celular mediada por células
T, favorecendo a eliminacdo de patogenos virais intracelulares. Por outro lado,
Vollmer et al. (2004) afirmaram que a ribavirina ndo possui efeito sobre as
células B ou na secrecdo de citocinas, sugerindo que este farmaco nao
apresenta efeito estimulante isoladamente e diminui a secrecao de IL-5.

Estudos mais recentes mostram que a ribavirina em doses baixas pode
ativar linfécitos B, potencializar linfocitos Thl e suprimir resposta imune
mediada por células Th2. Em altas concentracdes inibe a proliferacdo de
linfocitos T e tem efeito imunossupressor, pela inibicdo do gene que expressa
interferon gamma. No entanto, os efeitos indesejaveis de altas doses de
ribavirina podem ser solucionados com a administracao de guanosina, como €é
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realizado na Hepatite C crénica, na qual somente em altas doses pode reduzir
a replicacao viral (RIGOPOULOU et al., 2007).

Thomas et al. (2011) descreveram que a ribavirina € capaz de modular os
genes estimuladores de interferon. A ribavirina induz alguns genes antivirais
(IRF7 e IRF9) que tém mostrado ser importante na resposta antiviral pela
producdo de interferon endogeno. Estimulando estes genes, a ribavirina
amplificou a resposta imune pela producdo de interferon. Esta acdo é dose
dependente e foi encontrada na concentracdo mais baixa de 1 a 3 yg/mL na
cultura celular.

A ribavirina foi utilizada com o tiazofurin como possivel imunomodulador na
encefalite autoimune experimental, que simula a esclerose mdaltipla em
humanos. O efeito de reduzir GTP pela inibicdo de IMPDH é mais potente em
linfocitos do que em outros tipos celulares. Neste estudo a dose utilizada foi de
30 mg/Kg, por via intraperitoneal, diariamente, por 15 dias. Pela inibicdo da
IMPDH, a ribavirina e tiazofurin demonstraram efeito antiproliferativo de
linfocitos, incluido células T que sdo as principais causadoras da resposta
inflamatGria no sistema nervoso central. Os autores demonstraram também que
a associacdo destes farmacos pode causar uma resposta na micréglia,
provavelmente indireta, como resultado da supressdo de células T e
macrofagos. Portanto, ndo se pode excluir a acdo dos farmacos na microglia
diretamente, ja que foi comprovado que a ribavirina e o tiazofurin sdo capazes
de ultrapassar a barreira hematoencefalica. O tratamento também preveniu o
aparecimento de lesdes desmielinizantes, e ndo foi encontrada leucopenia
associada com o protocolo terapéutico (STOJKOV et al., 2008).

A aplicacao clinica da ribavirina mostra restricbes devido a alguns efeitos
adversos, especialmente inducdo de anemia hemolitica. O acumulo dos
fosfatos em eritrocitos leva a anemia, que pode ser causa para descontinuagcao
do tratamento (WU et al., 2005). A severidade da anemia € mais grave em
macacos, seguida em humanos, roedores e cédes (LIN et al., 2003).

A anemia ocorre em 30% dos casos tratados e resulta em 9% a 22% de
pacientes que necessitam a reducdo da dose para continuar o tratamento. A
ocorréncia de anemia esta relacionada com a dose de ribavirina, funcéo renal e
a idade do paciente (SUNG et al., 2011).

Segundo Krishnan & Dixit (2011) 54% dos pacientes tratados com 1000 a
1200 mg/dia de ribavirina apresentam uma queda de hemoglobina abaixo de 3
g/dL. Essa queda da hemoglobina leva a reducéo da dose, 0 que compromete
significantemente a resposta ao tratamento para Hepatite C. Esse efeito é
relatado devido a capacidade de células vermelhas de primatas acumular a
ribavirina. A diferenca entre espécies esta relacionada com a variacdo da
atividade enzimatica de nucleotideos nos tecidos (FERRARA et al., 1981)

Quando incorporada nos eritrocitos a ribavirina é convertida em metabdlitos
fosforilados. Estes metabolitos diminuem os niveis de ATP intracelular,
resultando na perda da integridade dos eritrécitos por desestabilizacdo da
membrana que pode causar hemolise extravascular. A concentracao celular de
ribavirina alcanga niveis estaveis em duas a trés semanas ap0s o inicio do
tratamento, quando ocorre a diminuicdo de hemoglobina. As mudangas na
concentracdo de ribavirina celular sao inversamente proporcionais as
alteracdes nos niveis de hemoglobina (INOUE et al., 2004; HITOMI et al.,
2011).
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No experimento de Homma et al. (1999) por cromatografia liquida, foi
demonstrado que a concentracao de ribavirina no eritrocito € trés vezes maior
gue a concentracdo no plasma, e que 74% da ribavirina dos eritrécitos eram
metabdlitos fosforilados, os quais ndo foram encontrados no plasma. A partir
deste estudo, os autores sugeriram que o farmaco é transportado para o
interior dos eritrocitos por um transportador de nucleotideos presente na
membrana celular.

A variacdo genética que resulta na deficiéncia da enzima inosina trifosfato
(ITPA) foi descoberta recentemente por proteger pacientes contra a anemia
induzida pelo uso da ribavirina. A deficiéncia de ITPA leva ao aumento de
inosina trifosfato nas heméacias, que interfere com a atividade da ribavirina
trifosfato e diminui sua acdo hemolitica. A partir destes resultados, novas
intervencdes terapéuticas foram instituidas com objetivo de suprimir ITPA,
reduzir a anemia induzida pela ribavirina e a descontinuidade do tratamento por
esta causa (FELLAY et al., 2010).

A ribavirina administrada sistemicamente em altas doses pode causar
efeitos indesejaveis como anemia hemolitica, supressdo da medula 06ssea,
aumento de bilirrubina, ferro e acido urico no soro, que sao reversiveis quando
ha interrupcdo da administracdo (BEAN, 1992; TAKAHASHI et al.,, 1998;
HOSOYA et al., 2001).

Ratas prenhes tratadas com ribavirina desenvolveram deformacdes
embrionarias no esqueleto, podendo levar até a reabsorcao fetal. Por isso, a
ribavirina é contraindicada em mulheres gravidas (BEAN, 1992). De acordo
com a Food and Drug Administration, a ribavirina também é contraindicada
para os parceiros de mulheres gravidas. E imperativo evitar a gravidez durante
o tratamento e até seis meses do término da terapia. Foi observado também
gue a ribavirina causa toxicidade testicular (SUNG et al., 2011).

Outros efeitos foram reportados, como prurido, erup¢do cutanea aguda,
nauseas, depressao, tosse e sinais respiratorios em humanos (HAYDEN &
DOUGLAS,1990; SUNG et al., 2011).

Shah et al. (2010) demonstraram que a ribavirina ndo causou efeito
citotobxico em culturas celulares diferentes. No entanto, estes autores
demonstraram que o virus da estomatite vesicular e o virus Sendai foram
resistentes a agédo da ribavirina conforme a cultura celular em que foram
mantidos. Os autores relacionaram essa atividade de resisténcia do farmaco
com a baixa capacidade de acumulo dentro da célula, dependente do tipo de
metabolismo. Foi comprovado que a ribavirina tem mecanismo de acao
diferente em cada tipo celular, pela capacidade de acumulo dos fosfatos. Estes
resultados sugerem que outros virus que foram testados “in vitro” para
deteccdo do mecanismo de acao devem ser reavaliados conforme o tipo celular
usado.

5. Aplicagdes da Ribavirina na Medicina Veterinaria

A ribavirina oral piorou as condicdes de gatos experimentalmente
infectados com Calicivirus. Supressdo da medula Ossea, perda de peso,
aumento de enzimas hepaticas e ictericia foram observadas. Porém, esses
efeitos adversos ndo foram observados em caes que recebaram 60 mg/Kg do
farmaco durante duas semanas (PAPICH et al., 2003).
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Em estudo recente foi estudada em cultivo celular a agéo da ribavirina
frente ao Calicivirus felino. Foi observada inibicdo da replicacdo viral em até
99,9% em altas concentragdes (OKA et al., 2011).

Embora a atividade da ribavirina tenha sido relatada anteriormente frente
ao virus da cinomose (SCAGLIARINI et al., 2006; ELIA et al., 2008), o
mecanismo de acdo nao é totalmente elucidado. Dal Pozzo et al. (2010)
utilizaram um composto (EICAR), semelhante a ribavirina, frente ao virus da
cinomose, que demonstrou toxicidade nove vezes maior que a ribavirina em
células Vero e melhor atividade antiviral. O mecanismo de acdo ¢é
provavelmente pela mutagénese letal, causando erro catastréfico no genoma
viral.

Mangia (2008) utilizou pela primeira vez testou a ribavirina em caes
naturalmente infectados com o virus da cinomose da regido de Botucatu, SP.
Todos os animais apresentavam a fase neurologica da doenca e foram tratados
com 30 mg/Kg de ribavirina por via oral, a cada 24 horas, durante 15 dias.
Nenhum animal apresentou sinais de efeitos colaterais como descrito na
terapia em humanos com o mesmo farmaco.

Mangia et al. (2011) relatou a eficacia do tratamento com ribavirina na dose
de 30 mg/Kg, por via oral, a cada 24 horas, durante 15 dias em caso de
encefalite aguda em céo pelo virus da cinomose, quando associada ao DMSO
na dose de 1 g/Kg, por via intravenosa, a cada 24 horas.

6. Prednisona

Desde 1949, os glicocorticoides tém sido utilizados no tratamento de
doencas inflamatérias e apesar dos efeitos indesejaveis ainda sé&o
considerados como um dos mais potentes antinflamatorios (CROXTALL et al.,
2002).

Na década de 50, alteracbes na estrutura do cortisol resultaram em novos
farmacos, como a prednisona e prednisolona. Assim, as modificacdes
estruturais dos esteroides sintéticos ampliaram a duracao e a poténcia do efeito
dos glicocorticéides, bem como propiciaram diferentes afinidades e tempo de
ligac&o aos seus receptores (LONGUI, 2007).

Os glicocorticoides séo esteroides lipofilicos, com biodisponibilidade entre
60 e 100% quando administrados por via oral. A concentracdo plasmatica
depende, em boa parte, da capacidade de ligacéo as proteinas séricas, como a
transcortina e albumina (LONGUI, 2007). Por possuirem caracteristica lipofilica
passam de forma passiva para o citoplasma das células até chegarem ao
receptor glicocorticéide (VAN DEN BRANDT et al., 2007).

Os glicocorticéides possuem amplo espectro de indicagdes terapéuticas,
podendo ser utilizados de forma substitutiva em casos de insuficiéncia
adrenocortical ou no diagnostico de doencas como a sindrome de Cushing.
Podem, ainda, ser empregados no tratamento agudo da hipoglicemia ou da
hipercalemia. S&o capazes de induzir maturacao celular (pneumdcito tipo 1),
diferenciacao celular (linhagens da crista neural) ou mesmo a morte celular por
apoptose, 0 que permite seu uso no tratamento de tumores, especialmente os
de linhagem hematopoiética. Porém, os glicocorticoides tém seu papel central
no tratamento de doencas nas quais estejam envolvidos mecanismos imunes e
inflamatorios (LONGUI, 2007).
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A dexametasona, prednisona, cortisona e hidrocortisona possuem
propriedades antinflamatorias e imunossupressoras, e sdo usados comumente
como agentes terapéuticos de afec¢cdes como asma, neurite Optica, dermatite
atopica e colite ulcerativa, além de outras doencas inflamatorias (FTICH & VAN
DE BEEK, 2008).

A ativacdo da proliferacdo e a morte de células do sistema imune séo
controladas por uma variedade de fatores: interacdo direta célula a célula,
citocinas secretadas pelas células do sistema imune e os fatores relacionados
com sistema neuroendocrino. Os glicocorticoides s&o os reguladores mais
estudados do sistema neuroendocrino e sao reconhecidos por inibir a
proliferacdo de linfécitos T e a producdo de uma variedade de citocinas,
incluindo interferon-y (IFN). A interleucina-7 (IL-7) age mantendo a populacéo
policlonal de linfécitos T imaturos e as células T de memdria, e, portanto,
controla o tamanho do estoque de células T (TALAYEV et al., 2005).

A dexametasona, analogo sintético do grupo dos glicocorticéides, usada
por Talayev et al. (2005) foi capaz de aumentar a proliferacéo de células T e
inibir a producédo de IFN-y. Os autores relataram que houve diminuicdo na
concentracdo das células T imaturas e as células de memodria né&o
acompanharam o aumento da morte celular. Neste estudo foi comprovado que
a IL-7 inibiu a apoptose causada pela dexametasona em células progenitoras
de timécitos, timécitos CD4*, CD8" e em células T periféricas e maduras (VAN
DEN BRANDT et al., 2007).

A superexpressdo do receptor glicocorticoide esta relacionada com a
linhagem de células T, vsito que o nivel de receptores nestas células € duas
vezes maior. Esta superexpressao é acompanhada por moderado aumento na
sensibilidade aos glicocorticéides, reducao do timo e do estoque de células T
(VAN DEN BRANDT et al., 2007).

Van Den Brandt et al. (2007) descreveram que o0s glicocorticéides
induziram células CD8a a formarem linfécitos T CD4+ e causaram apoptose de
timécitos, mas mantendo as células T maduras do sangue periférico,
mimetizando uma proliferacdo hemostatica. Os autores concluiram também
gue os glicocorticoides ndo sdo responsaveis pela involucdo do timo, e
sugeriram que os glicocorticéides nédo interferem na maturacdo de células T,
mas atuam na polarizacdo da resposta imune adaptativa.

Os (glicocorticoides também inibem a expressdo dos mediadores
inflamatérios dos macrofagos e de outras células. Desta forma sao usados no
tratamento de varias doencgas inflamatorias imunomediadas (ABRAHAM, et al.,
2006).

Barnes (1999) referiu que a agdo antinflamatoria de certos glicocorticéides
ocorre pela interacdo na transcricdo. Croxtall et al. (2002) afirmaram que a
acdo genbmica ou nao dos glicocorticoides ndo sao dependentes da dose, mas
sim por vias ativadas pelo receptor para glicocorticéides em diferentes tipos
celulares.

O receptor de glicocorticéides € uma estrutura protéica codificada pelo
gene do receptor de glicocorticbide. E caracteristica da familia de receptores
nucleares, 0s quais sao proteinas multifuncionais que traduzem o sinal
determinado pelo seu hormdnio ligante. Estes receptores possuem fungdes que
ocorrem em trés niveis: recrutando os fatores de transcricdo, modulando a
acao dos fatores de transcri¢cao independente da ligacdo ao DNA e modulando
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a estrutura da cromatina, permitindo a ligacao de outras proteinas reguladoras
ao DNA (FARIA & LONGUI, 2006).

A resposta fisiologica e a sensibilidade aos glicocorticéides variam
amplamente entre as espécies, os individuos, os tecidos, os tipos celulares e
até mesmo durante as fases do ciclo de uma mesma célula. Muitas condicfes
patolégicas também estdo relacionadas aos estados de resisténcia ou de
hipersensibilidade aos glicocorticoides, e varios fatores influenciam a cascata
de eventos que leva a modulacéo da sensibilidade aos glicocorticoides (FARIA
& LONGUI, 2006).

Considerando que a maior parte dos efeitos dos glicocorticoides é mediada
pela ativacdo de seus receptores, um dos principais determinantes da
responsividade e da sensibilidade a estes hormdnios é a densidade intracelular
do receptor (FARIA & LONGUI, 2006).

A resposta de uma célula exposta a um glicocorticoide advéem de diversos
fatores moduladores, tais como a concentracdo do hormonio livre, a poténcia
relativa do hormdnio e a habilidade da célula em receber e traduzir o sinal
hormonal (FARIA & LONGUI, 2006).

Os glicocorticoides possuem dois tipos de mecanismos de acéo, gendémico
e nao gendbmico, que atuam em varios tecidos, inclusive o cérebro, que pode
desencadear respostas eletrofisiologicas, metabdlicas, secretérias e
inflamatorias. A via ndo gendmica é mais rapida e pode levar segundos a
minutos para ser detectada (LOPES et al., 2008).

A cascata de eventos que leva a transativacéo ou a transrepressao génica
pelos glicocorticoides inicia-se com o horménio lipofilico cruzando a membrana
citoplasmatica da célula-alvo. O complexo hormdnio-receptor-elemento de
resposta hormonal modula a transcricdo de genes-alvo dos glicocorticéides,
positiva ou negativamente, na dependéncia do contexto do promotor e da
participacdo de proteinas co-ativadoras ou co-repressoras (ABRAHAM et al.,
2006; FARIA & LONGUI, 2006).

Os receptores ativados sdo capazes de agir especialmente como
homodimeros, ligando-se a dupla fita do DNA em uma sequéncia especifica de
seis nucleotideos (hexameros). Os receptores também modulam a acdo dos
fatores de transcricdo independente de ligacdo direta ao DNA, por meio de
interacOes diretas proteina-proteina com outros fatores de transcricdo (FARIA
& LONGUI, 2006).

Os glicocorticoides séo capazes de induzir resposta rapida e sustentavel
na expressao da fosfatase 1 de especificidade dupla (DUSP1) em varios tipos
celulares, incluindo células miel6ides e seus precursores. DUSP1 é uma
fosfatase capaz de inativar a proteinoquinase ativadora da divisdo celular e
também as vias c-Jun N-terminal quinase (JNK) e p38 MAPK, que contribuem
para a expressdo de mediadores inflamatorios no momento da transcrigdo e
apos a transcricdo. DUSP1 é um importante regulador negativo da resposta
inflamatéria, e a inducdo da expressao deste gene é o mecanismo de a¢ado dos
glicocorticéides (ABRAHAM et al., 2006).

Abraham et al. (2006) afirmaram que a dexametasona foi capaz de
estimular a expressdao DUSP1, consequentemente levou a inibicdo do JNK e
p38 MAPK. Essa regulacdo da expressdo do gene € independente da
dimerizacdo do receptor de glicocorticoides. Os autores detectaram também
gue a ciclo-oxigenase 2 (COX-2), IL-1q, IL-1B, INF-y e TNF foram fortemente
inibidos pela dexametasona.
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Existem também os efeitos ndo gendmicos dos glicocorticéides, os quais
determinam reducdo da acdo histaminica, diminuicdo da sintese de
prostaglandinas (diminuem a fosfolipase A2) e da ativagdo do plasminogénio
(LONGUI, 2007). Outros efeitos nao gendmicos foram documentados
principalmente para a vitamina D3, a progesterona e a aldosterona. Parecem
envolver os sistemas de segundos-mensageiros, incluindo a proteina quinase
C, os niveis intracelulares de célcio e de oxido nitrico e tirosina quinase (FARIA
& LONGUI, 2006).

A acdo do glicocorticoide no sistema imune ocorre em Varios pontos,
culminando com o desvio da resposta para um padrdo T helper 2 (Th2), com
caracteristicas antinflamatérias dependentes do aumento de citocinas como as
interleucinas IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 e o fator estimulador de col6nias
provenientes de granulécitos e macréfagos. Induz ainda a secrecdo do fator
transformador de crescimento, capaz de reduzir a ativacdo de linfocito T e a
proliferacéo celular. Os glicocorticoides sdo capazes de inibir citocinas pro-
inflamatorias, como as interleucinas IL-2 e IL-12, o interferon gama e o fator de
necrose tumoral, bem como moléculas de adesdo, como a lipocortina-1,
moléculas de ades&o vascular e as moléculas de adeséo intercelular, ou ainda
enzimas, como a sintase induzida pelo 6xido nitrico, a cicloxigenase (COX2) e
a fosfolipase (PLA2) (LONGUI, 2007).

Varios aspectos do processo de inflamacdo envolvem o excesso de
producdo de metabdlitos eicosandides, como as prostaglandinas. Estas séo
formadas pela acdo das enzimas PLA, da membrana fosfolipidica e com
subsequente conversao da liberacdo de acido araquidoénico pelas enzimas da
COX. A atividade das enzimas PLA; e a expressédo de COX ndo sao os unicos
pontos de controle que regulam a inflamacéo, mas séo importantes para a
intervencdo terapéutica. Croxtall et al. (2002) afirmaram que 0S novos
glicocorticéides como mometasona, fluticasona, budesonide, diproprionato de
beclometasona e prednisolona ndo possuem efeito significativo na producéo de
acido araquidénico e na atividade das enzimas PLA,. Entretanto, inibem a
atividade de expressao de COX.

A supresséo de prostaglandinas inflamatorias ocorre pela inibicdo dos seus
precursores, o acido araquiddnico, catalizado pela PLA, pelo mecanismo
cistolitico envolvendo o receptor de glicocorticéides, sem envolvimento
gendmico (LOPES et al., 2008).

No SNC, os glicocorticéides induzem a sintese e a liberacao retrégrada de
endocanabindides, que fazem a supressdo da excitacdo sinaptica de células
neuroenddcrinas supradpticas e paraventriculares. Além dos neurbnios, 0s
endocanabindides possuem os receptores canabinodides em células do sangue
e células inflamatérias. Os endocanabinoides sdo derivados de &acidos graxos
do metabolismo ndo oxidativo do acido araquidénico e estdo envolvidos na
resposta inflamatéria e sdo estabilizadores de membranas em processos
apoptoticos (LOPES et al., 2008).

Os endocanabindides podem ser neurotransmissores incomuns, ndo sao
armazenados em vesiculas e sim sintetizados a partir da membrana
fosfolipidica e desta forma atravessam facilmente a membrana da célula e
agem nas regides pré e pos-singpticas. Agem causando supressao
momentanea de liberacdo de GABA, gerando assim supressao da
despolarizacdo da sinapse de inibicdo. Esta acdo estd relacionada com o
receptor celular e pode ser diferente nas diversas areas do cérebro. No



59

hipotalamo e em outras areas cerebrais foi descrita acdo similar, porém com
supressao da sinapse glutamatérgica excitatéria (LOPES et al., 2008).

O &cido araquiddnico serve como precursor para prostaglandinas,
leucotrienos, tromboxanos, endocanabidides, mediadores e reguladores da
inflamacé&o e neurotransmissores. No sistema nervoso a resposta inflamatoria,
pela liberacdo de acido araquidbnico, passa a ser pela liberacdo de
neurotransmissores, neuromoduladores e neuropeptideos (LOPES et al.,
2008).

A prostaglandina E; demonstra atividade glutamatérgica na sipnase do
hipocampo que é revelada pelo aumento na frequéncia de correntes
excitatorias pos-sinapticas. Esse aumento da transmissao excitatéria sinaptica
leva a efeitos neurotoxicos, sugerindo que o metabolismo oxidativo de
endocanabidides pela COX; pode contribuir para neurodegeneracao induzida
pela inflamag&o. Os glicocorticdides inibem a oxidacdo dos endocanabidides
pela COX;, servindo como neuroprotetores, reduzindo a neurotoxicidade
durante a inflamacdo ou apds a ativacdo de circuitos neuronais excitatorios
(LOPES et al., 2008).

Os efeitos neuroprotetores da metilprednisolona tem sido atribuidos a
captura de radicais livres quando administrados em altas doses (CROXTALL et
al., 2002).

Segundo Fitch & Van De Beek (2008) a terapia com esterdides é
recomendada na reducéo da ativacao inflamatéria nas doencas infecciosas do
SNC.

Alguns trabalhos relatam que em enfermidades autoimunes do SNC, em
modelos experimentais humanos e animais, os glicocorticoides n&o foram
eficazes (SORRELLS & SAPOLSKY, 2007).

Os glicocorticoides sintéticos, como a dexametasona, mostraram pouca
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica. Porém, séo carreados
por globulinas e demonstraram afinidade pelo receptor glicocorticéide ao
contrério do receptor mineralocorticéide, como acontece com o cortisol. Desta
forma é possivel explicar as diferencas no mecanismo de acdo entre
glicocorticéides enddgenos e sintéticos em processos inflamatorios do SNC
(SORRELLS & SAPOLSKY, 2007).

A integridade da barreira hematoencefalica é alterada em varias desordens
neurolégicas. As estratégias terapéuticas de varias enfermidades incluem o
tratamento com o glicocorticoide, mas a base molecular de como o0s
glicocorticoides regulam a permeabilidade da barreira hematoencefalica ainda
ndo é totalmente entendida (FORSTER et al., 2005).

No estudo de Forster et al. (2005) foi desenvolvido um sistema de cultura
celular que representasse a barreira hematoencefalica “in vitro”, onde o gene
“occludin” (proteinas de juncéo intercelular) endégeno pode ser induzido pelos
glicocorticoides “in vitro”, sem a necessidade de cultivo em outros tipos
celulares, com a formacgao da barreira principal. A hidrocortisona foi escolhida
para induzir significantemente as propriedades da barreira e pelas alteracbes
encontradas na morfologia. Calcula-se que 50% destes farmacos sejam
capazes de atravessar a monocamada.

Os mecanismos moleculares no fechamento da barreira pelos
glicocorticéides foram elucidados por Fdrster et al. (2005). Foi observado que
os glicocorticéides podem atuar diretamente na transcricdo pela interacao
especifica na sequéncia de DNA do gene “occludin”. Neste mesmo estudo, 0s
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glicocorticbides de forma dose-dependente aumentaram a transcricdo do
RNAmM do “occludin” e da proteina de células endoteliais de capilares do
cérebro. Esta € a primeira descricdo da acdo direta de glicocorticoides na
regulagem da expresséo de componentes juncionais.

Em reviséo realizada por Sorrells & Sapolsky (2007), concluiu-se que em
ambos os sistemas nervoso e imune periférico, a exposicao prévia ao estresse
ou ao glicocorticoide pode resultar na producdo de resposta imune a uma
subsequente inflamagcdo. No sistema nervoso, a administracdo crbnica de
glicocorticéides ou 0 estresse ndo sao uniformemente anitinflamatorios e, em
algumas circunstancias, agem aumentando o processo inflamatoério. Assim, foi
observado aumento da migracdo de células inflamatérias, pelo nivel de
mediadores inflamatérios e pela ativacdo do fator de transcricdo. No sistema
nervoso lesado, em niveis basais ou de baixo estresse possuem efeito
tradicional antinflamatério. Esta resposta € oposta a encontrada no sistema
imune periférico. Outra conclusdo encontrada foi que os efeitos pro-
inflamatorios no cérebro sdo diferentes conforme a regido, o uso de sintéticos
versus glicocorticoides endégenos e o tempo de exposicdo ao glicocorticoide
no que diz respeito a resposta inflamataria.

Os glicocorticoides podem ter efeitos opostos simultaneamente na injuria
do cortex e do hipotdlamo, que podem estar relacionados com diferencas no
efeito do complexo glicocorticoide e receptor, de interagbes com outros
componentes de transcricdo de genes ou de mecanismos completamente
independentes do genoma. Outra hipétese para os glicocorticoides agirem de
formas diferentes no cérebro pode ser a diferenca na concentracao de receptor
glicocorticoide e receptor mineralocorticéide em neurdnios, microglia e células
endoteliais vasculares (SORRELLS & SAPOLSKY, 2007).

Niveis basais e efeitos permissivos dos glicocorticoides sdo a prevencao
da morte de neurdnios, aumento da plasticidade sinaptica e melhora da
cognicdo dependente do hipocampo. Entretanto, o uso prolongado de
glicocorticéides pode causar efeitos deletérios, incluindo o prejuizo da cognicao
e da plasticidade sinaptica, inibicdo da neurogénese, atrofia dos
prolongamentos dendriticos e reducao da densidade da medula espinhal. Esta
acao prejudicial piora quando ha lesdo prévia de neurdnios, comprometendo a
habilidade de sobrevida destas células no hipocampo, cortex e nucleo estriado
a uma variedade de lesdes, incluindo hipéxia/isquemia, convulsdes,
hipoglicemia, geracéo de radicais livres de oxigénio, peptideo beta-amiléide e a
glicoproteina do HIV. Os efeitos deletérios séo exacerbados pelo fato que estas
lesbes estimulam a secrecdo de mais glicocorticoides, elevando a
concentracao cerebral dos mesmos (SORRELLS & SAPOLSKY, 2007).

O uso de glicocorticoides para lesdes no SNC pode ser deletério. Porém,
estes efeitos sdo compensados com a diminuicdo da inflamagédo pela
administracdo cronica. Os efeitos benéficos para o processo inflamatorio
acontecem pelo bloqueio dos receptores de TNF-a e pela inibicdo da
proliferacdo de astrocitos no local da morte de neurénios. O fato € que altas
concentragdes de glicocorticoides aumentam a extensdo da neurotoxicidade e
da resposta inflamatoria nos locais lesados (SORRELLS & SAPOLSKY, 2007).

A regido CA3 do hipocampo é local mais estudado em pesquisas de uso
prolongado de glicocorticoides por ser a primeira area que demonstra
reestruturacao dendritica. Conrad et al. (2007) confirmaram a hipétese que a
retracado dendritica da regidao CA3 pode levar a vulnerabilidade do hipocampo
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as neurotoxinas e comprometimento dos neurdnios com uso prolongado de
glicocorticoides.

Fitch & Van De Beek (2008) recomendaram o uso dos esterdides como
adjuvantes no tratamento de meningites bacterianas em todos os pacientes,
criancas ou adultos, desde que ndo apresentem choque séptico. Em pacientes
com meningite bacteriana, os esterdides devem ser administrados antes ou
junto com a terapia antimicrobiana. Recomenda-se a dexametasona na dose
de 0,4 a 0,6 mg/Kg por dia.

Os esterbides sao recomendados também na meningite tuberculosa por
reduzir o edema cerebral e a morte dos pacientes. Foi realizado estudo grande,
prospectivo, controlado e randomizado com 141 criangas com meningite
tuberculosa que foram tratadas com prednisona, e este tratamento
proporcionou uma melhora na sobrevida e um resultado melhor na manutengao
intelectual, sem contar que houve resolucdo na producdo de exsudato basal e
dos tuberculomas pela tomografia computadorizada. O uso de esterdides
passou a ser recomendado na meningite tuberculosa, porém apoés o inicio do
tratamento com as drogas antituberculosas (FITCH & VAN DE BEEK, 2008).

Corticosteréides podem ser utilizados devido a imunopatologia das lesbes
neuronais e para reduzir o edema cerebral causados pelo virus da cinomose,
mantendo a terapia com doses antinflamatérias. A imunossupressao causada
pelos esterdides € a principal desvantagem, porque a resposta inflamatoria é
responsavel por combater o virus. A terapia com glicocorticOides com
dosagens antinflamatorias pode ter algum sucesso no controle da dilatacéo
pupilar causada pela neurite O6ptica ou de alguns sinais associados a
inflamacé&o crbnica da encefalite. A prednisolona é comumente escolhida entre
os glicocorticéides na dose de 2 — 4 mg/Kg, a cada 24 horas, com
administracao oral (TIPOLD et al., 1992; GREENE, 2006).

Certos efeitos indesejaveis sistémicos pelo uso de glicocorticoides séo
relatados, como a reducdo da massa 0ssea e muscular, necrose asséptica de
cabeca de fémur e Umero, disfuncdo hipofisaria e gonadal, hipertensao,
diabetes, intolerancia aos carboidratos, hipocalemia, alcalose metabdlica,
calculose renal, pancreatite aguda, infiltracdo gordurosa do figado,
hepatomegalia, erupcdes de pele, hiperpigmentacado, leucocitose, linfopenia,
eosinopenia, monocitopenia, supressao da hipersensibilidade tardia, supressao
da resposta antigénica primaria, catarata subcapsular posterior, glaucoma,
disturbio do sono e insénia, irritabilidade, pseudotumor cerebral, nefrocalcinose,
nefrolitiase e aumento no peso corporal por deposicdo de gordura, que em
geral estdo relacionados ao tempo de tratamento e uso de glicocorticoides de
acao mais prolongada (CROXTALL et al., 2002; LONGUI, 2007).

Os analogos sintéticos de corticoides podem causar disturbios
gastroduodenais com mais frequéncia que o0s hormonios naturais, como
hidrocortisona e cortisona. Verifica-se que a incidéncia de complicacfes atinge
a 6,4% dos pacientes na administracdo de hidrocortisona e 30% nos que sao
mantidos tratados com prednisona ou prednisolona (BOLAND & HEADLEY,
1958).

A partir de 1955 o0s autores comecaram a prescrever preparacoes
antiacidas junto com prednisona e prednisolona. E, nos estudos ap0s essa
mudanca, os sinais digestorios apareceram em 18% dos pacientes. Concluiram
gue o desenvolvimento de manifestacdes digestérias foi influenciado pela
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guantidade da dose administrada, pelo tempo de administracdo e pela
susceptibilidade do individuo (BOLAND & HEADLEY, 1958).

Em 1958, foi sugerido por Boland & Headley que prednisona e
prednisolona aumentam cerca de duas vezes a secrecdo de acido cloridrico,
guando esses farmacos sdo administrados em doses antinflamatorias. Neste
mesmo estudo o uso de antiacidos foi suficiente para reduzir a severidade e a
frequéncia de sinais digestorios.

7. Dimetil Sulféxido (DMSO)

O registro histérico do DMSO foi iniciado em 1867 quando o quimico russo,
Alexander Saytzeff descreveu a oxidacdo do dimetil sulfide, identificou o
produto e descreveu propriedades solventes do produto. Houve pouco
interesse nas descobertas até 1950, quando essas propriedades foram
exploradas em varios processos industriais. Pesquisadores de industrias
descobriram que o farmaco servia como solvente para varios herbicidas,
fungicidas, antimicrobianos e hormbénios de plantas, nas quais aumentava a
penetracdo e a eficacia. Cientistas trabalharam com DMSO e relataram outras
propriedades incomuns: penetrava rapidamente na pele sem causar danos, sua
aplicacao topica em qualquer parte do corpo rapidamente resultava em distinta
e agressiva halitose lembrando “alho” ou “ostra”, devido ao odor do metabdlito
dimetil sufide. O DMSO é capaz de carrear varios solutos pela pele, sendo
necessario cuidado no manuseio e conhecimento das solu¢cdes ou compostos
com potencial toxico. Também é capaz de auxiliar na cura de queimaduras
lenta ou rapidamente e aliviar dor e edema de injurias. Essas observacdes
estimularam novas pesquisas com o0 DMSO para outras aplicacbes meédicas e
biologicas. Robert Herschler da companhia de papel Crown Zellerbach, e
Stanley Jacob da Universidade de Oregon Medical School, foram pioneiros
para o inicio dos estudos do DMSO como agente terapéutico. O primeiro relato
de investigacao laboratorial do DMSO em sistemas organicos de mamiferos foi
publicado em 1959 (BRAYTON, 1986; ALI, 2001).

O primeiro relato do DMSO como agente farmacologico foi publicado em
1964 e a condicao para investigacao de novas drogas (IND) foi garantida pela
Food and Drug Administration (FDA). Em novembro de 1965 a FDA terminou
seus estudos clinicos sobre o DMSO, pois Rubin demonstrou que induzia as
alteracoes lenticulares em alguns animais de laboratorios. Em 1966, a FDA
permitiu evolucdo nas pesquisas para tratamento de condicbes sérias como
escleroderma, infeccdo persistente de Herpes Zoster e severa artite
reumatéide, para as quais nao havia terapéutica satisfatoria. Em 1968, foi
permitida sua utilizacéo topica por até 14 dias de tratamento. Em 1970, a FDA
aprovou a utilizacdo na veterinaria em doencas musculares em cavalos e em
1972 foi aprovado para uso em cées. 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; ALlI, 2001).

A solubilizacdo de nucleotideos em solventes organicos € importante para
a entrada de drogas nucleotideas em membranas celulares. Pelos estudos de
West et al. (1994), a base guanosina é hidrofébica e sua interagcdo com DMSO
pode torna-la permeavel a substancias lipofilicas, indicando que este pode
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servir como veiculo de transporte de farmacos nucleotideos por membranas
celulares.

Barreiras bioldgicas como as membranas lipoprotéicas sao altamente
permeaveis ao DMSO e ndo sdo alteradas e nem destruidas pela sua
passagem. O farmaco pode penetrar em mucosas, ultrapassar a barreira
hematoencefalica, membranas microbianas, células e membranas de
organelas. Ademais, pode facilitar a penetragdo de varias outras substancias
através de membranas e mesmo de lesbGes tuberculosas granulomatosas
(BRAYTON, 1986; PAES, 1999).

Classificado como solvente seguro (Classe J), o DMSO tem sido usado no
tratamento clinico de vérias afec¢cbes em humanos, porém é mais utilizado “in
vivo” para a administracdo de substancias insolGveis e como veiculo de certos
farmacos (SANTOS et al., 2003).

Leekunjorn & Sum (2006) observaram que a passagem do DMSO pela
regido da interface da membrana é um processo rapido e considerado passivo,
por perspectiva macroscopica. No entanto, em perspectiva molecular foi
encontrado processo ativo que requer energia. Essa energia é obtida pela
interrupcdo da ligacdo de hidrogénio da agua para o DMSO para a passagem
na regiao interfacial. O grupo metil do DMSO, que é hidrofébico, interage de
forma favoravel nas camadas lipidicas.

A partir de 1964, o DMSO passou a ser amplamente estudado e utilizado
em varias pesquisas cientificas. Foram descobertas muitas das suas
propriedades farmacolégicas, como a captura e remocéao de radicais hidroxidos
livres. Pela acdo de seu metabolito dimetil sulfide (DMS), o DMSO remove
radicais livres de oxigénio, o que explica suas propriedades protetoras como
acao antinflamatoria, antiisquémica, crioprotecdo 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 observado por Ali (2001), em que a
efetividade do DMSO foi positiva ha adesao intracelular de moléculas e fatores
nucleares em testes com ratos modelos de peritonite séptica.

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

Nos relatos de Nagel et al. (2007) o DMSO demonstrou efeitos
neuroprotetores em ratos em diferentes doses quando administrado antes e
depois da isquemia de 24 horas. Estes autores mostraram também que houve
atenuacao na destruicdo da barreira hematoencefalica. A acao ocorre frente a
formacédo de ROS em locais sem fagocitose de forma que o DMSO diminui o
estresse oxidativo dos tecidos infartados e dos circunvizinhos.

As propriedades antioxidantes atribuidas ao DMSO representam um
problema quando este composto tem o objetivo de ser usado como solvente no
desenvolvimento de novas drogas antioxidantes e um substituto organico ainda
nao foi encontrado. A limitacdo passa a ser crucial na producdo/captura de
radicais livres de oxigénio liberados na fisiopatologia das desordens
neurodegenerativas (BARNHAM et al.,, 2004; GELLA & DURANY, 2009;
JELLINGER, 2009) e levam a eficacia atribuida aos farmacos antioxidantes no
tratamento destas doencas (SUAREZ et al., 2011).
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O DMSO possui efeito antioxidante capaz de reduzir a peroxidacado de
lipideos induzida pela combinacdo de ions de ferro e peréxido de hidrogénio
em cérebros de ratos. Esse mecanismo é descrito pela habilidade de capturar
radicais hidroxil (HALLIWELL et al., 1987; BEKTASOGLU et al., 2006; SUAREZ
et al., 2011).

Suarez et al. (2011) comprovaram pela primeira vez que o DMSO ¢é capaz
de reduzir a liberacéo de grupos carbonil de proteinas pela mistura quimica de
ions de ferro e peroxido de hidrogénio no cérebro de ratos. Essa inibicéo
ocorreu de forma dependente da concentracdo, o que favoreceu as suas
propriedades antioxidantes.

Em situagBes clinicas, beneficios antinflamatérios da terapia com DMSO
sdo descritos em lesbes musculares agudas, em alteracbes agudas,
traumaticas e inflamatérias do sistema nervoso central e em condi¢cdes
infecciosas ou seépticas. Em inflamagdes cronicas os resultados s&o menos
consistentes. Certo sucesso foi relatado em doencas reumaticas, artrites
cronicas e cistite intersticial. Este composto contribui na manutencdo da
microcirculacéo e reduz a destruicéo celular pela inflamagdo. Como mecanismo
de acéao foi observado que inibe a migracéo de células inflamatoérias, modula a
resposta imuno-mediada, inibe a producdo de anticorpos e a proliferacdo de
fibroblastos, que pode ser importante nas condi¢cdes cronicas (BRAYTON,
1986).

Koo & Kim (2009) relataram pela primeira vez o efeito inibitorio da
degranulacdo de mastocitos como nova atividade biolégica para o DMSO.
Estes achados sugerem que o DMSO tem atividade antialérgica em
concentracbes especificas, e estes resultados poderiam explicar as
propriedades antinflamatérias atribuidas ao farmaco.

No entanto, Randhawa (2006) descreve que é uma substancia
relativamente toxica e sua aplicacdo topica pode causar dermatite irritante e
reacao urticariforme de contato que ndo é mediada por reacdo imunoldgica e
sugere a liberacao da histamina pela ativacdo de mastocitos.

A despeito de todas as propriedades apresentadas pelo DMSO, poucos
estudos tem utilizado o farmaco como carreador de drogas. Paes (1999)
utilizou o DMSO visando aumentar o poder de penetracdo da isoniazida em
lesbes tuberculosas de bovinos e, provavelmente, também para melhor
penetracdo pela espessa e complexa membrana celular do Mycobacterium
bovis.

Quanto a metabolizacdo, o DMSO ¢ 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; de forma rapida e eficientemente. Os pulmdes e rins sdo 0s
principais 6rgdos envolvidos e sua excrecdo fecal € baixa. Quando cessa a
exalacao do produto, coincide com o desaparecimento dos metabdlitos na urina
e e indicio que o DMSO circulante foi inteiramente metabolizado (PAES, 1999).
Sabe-se que ap6s 12 horas da administracdo, cerca de 25 a 27% da dose é
excretada na urina sem altera¢des na forma (ALI, 2001).

Amemori et al. (2006) observaram efeitos colaterais em humanos apés
doses orais, como nauseas, vémito, anorexia, erupcdes de pele e bradiarritmia
ou hipotensao. Porém, o efeito mais significante foi o odor na respiracdo e o
sabor na boca “semelhante ao alho”, devido a excre¢cdo pulmonar de uma
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pequena porcentagem do metabolito (DAVIS et al., 1991; STRONCEK et al.
1991).

O tratamento com DMSO em hepatécitos em cultivo celular foi efetivo na
resposta celular ao estresse préapoptoético. Foi observada migracdo da
caspase-9 (responsavel pelo mecanismo apoptotico) do nucleo para o
citoplasma, reduzindo a apoptose. De forma interessante, ap0s o tratamento
longo o DMSO estimulou a migracdo de caspase-9 para o nucleo. Assim, os
autores consideraram que o tratamento curto pode ser benéfico e, quando se
prolonga, o DMSO passa a ser responsavel pelo estresse preapoptotico
(BANIC et al., 2011).

Como antinflamatério, o DMSO foi descrito por diminuir a producédo de IL-6
e IL-8 durante um tratamento de 12 horas. Este achado foi acompanhado pela
manutengdo da viabilidade celular do cultivo de condrocitos e ndo houve
inducdo de apoptose. Os autores concluiram que o DMSO a 1% inibiu o
estimulo de IL-1B na expressao de IL-6 e IL-8 (KELLY et al., 1994; KLOESCH
et al., 2011).

O DMSO é bem tolerado em altas doses, ndo causando alteracfes
cardiacas e no peso corporal (ALIl, 2001). Em cées, elevadas doses podem
levar a halitose, anemia, hemoglobiniria e aumento dos niveis de
transaminase. Precedendo a morte ocorre prostracdo, convulsdo, dispnéia,
hipotensdo, edema pulmonar e parada respiratoria, porem sua DL 50 € entre
2,5 a 8,9 g/Kg (BRAYTON, 1986; PAES, 1999). A terapia intravenosa indicada
e de 1 g/Kg, em solucao de 10-45%, administrado lentamente, em gatos, caes
e cavalos (BRAYTON, 1986).

Observacdes clinicas e estudos em animais sugerem que o DMSO pode
ser responsavel por 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
reacOes adversas e a neurotoxicidade ocorreu com baixa frequéncia, em
particular apos a infusdo das células. Aléem disso, nenhuma neurotoxicidade foi
encontrada em pacientes com doenca cerebral pré-existente. Portanto, estes
autores sugerem que a neurotoxicidade fatal causada pelo DMSO representa
efeito colateral raro.

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

Estudos anteriores indicavam que o DMSO podia inibir a dilatacdo
arteriolar pial induzida por oxidantes e ativadores dos canais de potassio ATP-
sensitivo em gatos e ratos (WEI et al., 1998; ROSENBLUM et al., 2001).
Brennan et al. (2007) documentaram que em altas concentracdes (10%) o
DMSO inibe a reagdo arteriolar e reduz a dilatagdo arterial associada a
depresséo difusa cortical (CSD). Os resultados de Sun et al. (2010) sugerem
gue o DMSO cause dilatacao arteriolar cerebral e aumento da velocidade do
sangue. Neste mesmo estudo, o composto inibiu de forma dose-dependente
(0,1 a 4%) a resposta hemodinamica a CSD em todos os compartimentos
vasculares.

O DMSO pode aumentar a permeabilidade das células musculares do
endotélio vascular induzindo ao aumento da osmolaridade e ajustando a
concentracdo intracelular de Ca®" para regular o diametro venoso (SUN et al.,
2010).
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A administracdo de DMSO em altas doses (2 e 4%) foram testadas com
objetivo de determinar a relacdo dose dependente. Quando administrado em
doses baixas, de 1%, foi capaz de inibir a resposta hemodinamica e a 4%
aboliu a dilatacdo arteriolar e inibiu 0 aumento do fluxo sanguineo no cérebro.
O estudo indicou que o DMSO né&o causou danos eletrofisiologicos durante a
CSD (SUN et al., 2010).

Injecdes rapidas intra-arteriais pode levar a efeitos adversos, como
vasoespasmo, angionecrose, desnudamento do endotélio, destruicdo da lamina
interna elastica, hemorragia subaracnoide, derrame e morte (CHALOUPKA et
al., 1994; DUDECK et al., 2006). Chaloupka et al. (1994) demonstraram que 0
DMSO é angiotoxico e neurotoxico.

Bakar et al. (2010) observaram que o DMSO produziu efeitos neurotdxicos
guando infundido no espaco subaracndide de coelhos. Esses efeitos foram
relacionados a distancia e a concentracéo de infuséo.

Recentemente, Bakar et al. (2011) n&o observaram vasoespasmo,
angionecrose, ruptura da parede arterial, angeite obliterativa granulomatosa ou
hiperplasia da camada intima na histopatologia da artéria carétida, com 0 uso
do DMSO. Nos resultados histopatologicos e bioquimicos, o DMSO nao causou
danos no cérebro e na parede da artéria, sugerindo que ndo possui efeitos
angiotoxicos e neurotéxicos quando administrado lentamente na carétida. Além
disso, pode ser sugerido que o produto ndo causou alteracdo na
permeabilidade da barreira hematoencefalica, devido a solubilizacdo na porcao
agquosa do sangue, sendo levado ao tecido nervoso pela circulacao arterial.

Os resultados de Bakar et al. (2011) sugerem também que o DMSO néao
causa a producao de radicais livres de oxigénio pela membrana fosfolipidica do
tecido nervoso. Desta forma, os efeitos toxicos encontrados devem estar
relacionados com outras doencas prévias dos animais quando usados como
modelos experimentais. No entanto, Ali (2001) sugere que o DMSO possui
efeitos sobre a funcdo neurolégica e pode ter como causa a veiculacdo de
drogas neurotoxicas. Sugere-se, desta forma, que a toxicidade nao foi induzida
pelo DMSO, mas como consequéncia da capacidade de aumentar a
permeabilidade de membranas celulares tornando os tecidos mais vulneraveis
para substancias toxicas.

Em altas concentracdes de DMSO é 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
toxicos. No entanto, os grupos tratados com 2 ou 4 g/Kg ndo apresentaram
alteracoes. Foi sugerido que a apoptose de linfocitos no timo é manifestada na
dose de 8 g/Kg, resultante de choque toxico.

Relatado em vérios trabalhos com animais experimentais, o efeito
indesejavel do DMSO em altas doses é a toxicidade celular que leva a inducéo
de apoptose em células de linfoma e neurodegeneracdo apoptotica
desenvolvida no sistema nervoso central de ratos (KLOVERPRIS et al., 2010).

Kloverpris et al. (2010) encontraram umento duas vezes superior na morte
celular na concentracdo de zero a 0,2% de DMSO, por sete dias. Em contraste,
nao observaram aumento na morte celular quando a exposicao foi de uma
hora, sugerindo que periodos mais longos de exposicdo ao DMSO esta
relacionado a morte celular. Além disso, em concentragcdes acima de 2%, por
mais de duas horas de exposi¢cao, houve influéncia marcante na funcionalidade
de linfocitos T, sugerindo que a apoptose induzida proximo desta concentracao,
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por longo periodo de exposicdo, poderia explicar o comprometimento da
funcionalidade das células T neste estudo.

Obyetivos
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1. Gerais

Identificar os possiveis efeitos do tratamento experimental com
ribavirina, prednisona e DMSO em cées naturalmente infectados com o

virus da cinomose.
2. Especificos

Identificar as principais alteracbes hematoldgicas e liquoricas de caes
naturalmente infectados pelo virus da cinomose.

Identificar possiveis efeitos adversos da ribavirina.

Identificar possiveis efeitos adversos da prednisona.

Identificar possiveis efeitos adversos do DMSO.

Identificar possiveis efeitos colaterais da associacdo dos farmacos
experimentais supracitadas.

Identificar os possiveis efeitos antinflamatérios dos farmacos prednisona
e DMSO em cées com encefalite pela cinomose.

Identificar o perfil dos animais que apresentaram resultado positivo no
tratamento com ribavirina.

Identificar a frequéncia da presenca do virus no sangue, medula 6ssea e
liquor de caes naturalmente infectados pelo virus da cinomose e apos o

tratamento com as drogas experimentais.



Material e Metodos
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1. Animais

Foram utilizados 60 cdes com sinais neurolégicos de cinomose,
diagnosticados a partir do historico de vacinagéo, desenvolvimento clinico da
doenca e exame fisico. A confirmacao diagndstica foi realizada pela técnica da
transcricao reversa seguida pela reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR).

Os animais foram divididos em seis grupos de 10 animais de forma
aleatoria na medida em que foram atendidos no Hospital Veterinario da FMVZ,
UNESP - Campus Botucatu, no Servico de Enfermidades Infecciosas dos

Animais.
1.1 Critérios de incluséo:

Para a inclusdo dos animais no estudo, os sinais neurologicos deveriam ter
apresentacao clinica multifocal e carater progressivo de no maximo 10 dias de
evolucdo. Porém, animais foram incluidos com apenas um sinal neurolégico.

Os animais incluidos apresentaram sinais de acometimento dos sistemas
respiratorio e/ou gastroentérico associados ou anteriormente a apresentacao
neuroldgica. Alguns animais apresentam também descamacdo de pele ou
descarga ocular mucopurelenta. Esses sinais quando acompanhados de
histérico de vacinacdo contra cinomose incorreta ou incompleta foram os
principais critérios para a inclusdo dos animais no grupo experimental.

Para serem considerados sinais respiratorios o animal deveria apresentar
pelo menos uma das caracteristicas a seguir: secrecdo nasal mucopurulenta,
espirrro ou tosse produtiva e altera¢des na ascultagéo pulmonar.

Os sinais oculares foram caracterizados por secrecdo ocular,
ceratoconjuntivite seca, Ulcera de cornea e alopecia das palpebras.

Os sinais gastroentéricos foram considerados quando o animal
apresentava vomitos, diarréia com ou sem sangue e anorexia ou hiporexia
associado a episodios de regurgitacdo ou vomito.

Foram incluidos animais com idade entre dois meses e seis anos, sem

distingéo de sexo e raga.
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1.2 Critérios de exclusao:

N&o foram incluidos animais com quadro avancado da doenca em fase

neuroldgica, como convulsdes, estado semicomatoso ou comatoso.
2. Grupos Experimentais

Grupos 1 e 2: compostos por animais tratados com ribavirina e sua associagéo
com o DMSO, respectivamente nas doses de 30 mg/Kg e 20mg/Kg, a cada 24
horas, durante 15 dias. Dessa forma, foram utilizados os materiais colhidos
(sangue, medula éssea e liquor) para avaliacdo do tratamento pela RT-PCR.
Estas amostras foram devidamente armazenadas em freezer a — 80°C desde
2007.

Grupo 3: foram incluidos animais que serviram de controle para o tratamento
antiviral especifico e para a avaliagdo da acdo antinflamatéria do DMSO. Estes
animais receberam 50 mg/Kg de DMSO, diluido na concentragéo de 10 a 20%,

por via intravenosa, a cada 24 horas, durante 15 dias.

Grupo 4: foram incluidos animais que serviram de controle para o tratamento
antiviral especifico e para a avaliacdo da acédo antinflamatoria da prednisona.
Estes animais receberam 4 mg/Kg de prednisona, por via oral, a cada 24 horas,
durante 7 dias, em seguida receberam a dose de 2 mg/Kg de prednisona,
também por via oral a cada 24 horas até completar os 15 dias de tratamento.
Apés este periodo os animais foram encaminhados para o término do

tratamento no proprio domicilio com reducdo gradativa da dose.

Grupo 5: os animais incluidos neste grupo receberam ribavirina na dose de 30
mg/Kg, por via oral, a cada 24 horas, durante 15 dias. Nestes foi administrado
em associacdo a prednisona na dose de 4 mg/Kg, por via oral, a cada 24
horas, durante sete dias, com posterior redugéo da dose para 2 mg/Kg, por via
oral, a cada 24 horas, até completar o periodo de 15 dias. ApGs este periodo 0s
animais foram encaminhados para o término do tratamento no proprio domicilio
com reducgdo gradativa da dose da prednisona por mais duas semanas. Este
grupo foi considerado o grupo desafio da droga antiviral, ja que a dose do

glicocorticoide foi imunossupressora.
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Grupo 6: os animais foram tratados com ribavirina, prednisona e DMSO. Neste
grupo os céaes receberam 30 mg/Kg de ribavirina, por via oral, a cada 24 horas,
durante 15 dias; o DMSO foi administrado na dose de 50 mg/Kg, diluido na
concentragdo de 10 a 20%, por via intravenosa, a cada 24 horas; e a
prednisona foi administrada na sua dose antinflamatoria de 0,5 mg/Kg, por via
oral, a cada 12 horas, durante sete dias, sendo reduzida para 0,25 mg/Kg, a
cada 24 horas até completar 15 dias de tratamento. Apds este periodo o animal
terminou o tratamento em domicilio com manutencédo da dose e aumento do
intervalo para 48 horas por mais sete dias.

Todos 0s animais receberam tratamento sintomatico e de suporte basico,
gue inclui suplementacéao vitaminica, fluidoterapia nos casos de desidratacao e
antibioticoterapia para combater infec¢cdes secundarias. Todos 0s animais
foram avaliados neurologicamente e clinicamente todos os dias e foram
realizados exames complementares de forma rotineira.

Para padronizacdo dos exames clinicos diarios e melhor analise dos
resultados foi utilizada uma ficha clinica padrdo de simples preenchimento,
contendo o dia de colheita e tipo de material colhido, permitindo ainda anexar
todos os dados necessarios para a facil realizagdo do experimento (Anexo 1).

3. Farmacos experimentais

A Ribavirina® utilizada na pesquisa possui apresentacdo de capsulas de
250 mg e para facilitar o calculo da dose o medicamento foi diluido.

A diluicdo foi realizada de forma asséptica onde foram utilizadas oito
capsulas de ribavirina para 50 mL de agua destilada ou solucéo fisiol6gica
0,9% estéril, formando uma solucdo de 40 mg/mL para administragdo oral.
Depois de diluida, a ribavirina foi armazenada em frascos ambar e mantida em
refrigeracdo constante em geladeira.

A prednisona foi adquirida em farmécia de manipulacdo (Cruz Vermelha,
Botucatu, SP), na forma de solugédo oral, na concentracdo de 40 mg/mL em
frascos de 50 mL para os animais do grupo 4 e 5.

Os animais do grupo 6 receberam uma dose menor e, por isso, foi
solicitado uma nova formulagédo da droga na concentracdo de 10 mg/mL em
frascos de 50 mL.

O DMSO? foi utilizado a sua forma comercial Dimetil Sulféxido P. A., na
concentragcao de 99,9%, sendo que para a administracéo intravenosa, a droga
foi diluida em solucéo fisiolégica 0,9% estéril na proporcdo de 10 a 20%. O

! Ribavirina: Ribavirin® Laboratério Blau
2 DMSO: Dimetil Sulféxido P.A.® Laboratério Vetec Quimica Fina
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DMSO diluido foi administrado de forma lenta e o acesso venoso foi trocado a
cada trés dias.

4. Ambiente e alimentacao 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 aco 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
higienizagdo do ambiente foi realizada todos os dias, com desinfetante
(Hipoclorito de sédio) 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 alimentagdo 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 desidratagdo por nao ingerir
agua recebiam fluidoterapia, com reposicao 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 o0s sinais clinicos e receberam

fluidoterapia durante este periodo.

5. Colheita de material e exames complementares:
5.1 Colheita de liquor:

Todos os animais do experimento foram anestesiados conforme o
protocolo sugerido pelo Departamento de Anestesiologia Veterinaria da FMVZ
— UNESP - Botucatu, SP para a colheita de liquor, composto pela medicacao

pré-anestésica acepromazina e diazepam e como anestésico intravenoso o
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tiopental. A acepromazina foi utilizada na dose de 0,05 mg/Kg e o diazepam na
dose de 0,2 mg/Kg, por via intramuscular, cerca de 30 minutos antes da
administracdo do anestésico. O tiopental foi administrado por via intravenosa
na dose de 7,5 mg/Kg, caso houvesse necessidade de aprofundar o estado
hipnaético foi utilizado mais 2,5 mg/Kg lentamente.

Foram realizadas duas colheitas em cada animal, no momento em que o
mesmo chegou ao ambulatério, antes de qualquer tratamento e, apds um
periodo de 15 dias, referente ao tempo do tratamento experimental. A técnica
de colheita de liquor seguiu a descri¢cao feita por Dewey (2006). O liquor foi
colhido em trés tubos por gotejamento e a quantidade de liquido colhida variou
de 0,5 a 3 mL, dependendo do tamanho do animal.

O liquido cerebroespinhal é mais comumente obtido na cisterna
cerebelomedular, local onde foi colhido o liquor de todos os animais. Os pontos
de referéncia anatbmicos Uteis para a puncédo e colheita do liquor nesse local
incluem a protuberancia occipital externa, a por¢cao cranial da regido dorsal do
axis (vértebra cervical C2) e os processos transversos do atlas (vértebra
cervical C1). Os pacientes foram posicionados em decubito lateral e o pescoco
foi flexionado por um assistente em aproximadamente 90 graus. O nariz do
animal foi mantido paralelo a mesa. No local da puncao foi realizado tricotomia
e assepsia da pele, e para a realizacdo do procedimento foram utilizadas
agulhas hipodérmicas esterilizadas que foram introduzidas na linha média,
direcionada para o espaco atlantoccipital (DEWEY, 2006).

Este material foi analisado pelo Laboratério Clinico Veterinario da FMVZ —
UNESP — Botucatu para a realizacdo de exame fisico, quimico e contagem de
células.

Para a realizacdo da RT-PCR, o liquor foi colhido diretamente em
microtubos de 500 pL, livre de pirogénios, DNAse, RNAse e metais pesados e
armazenado em freezer a -80°C, para posterior processamento, no Laboratério
de Biologia Molecular da Disciplina de Enfermidades Infecciosas dos Animais —
FMVZ — UNESP - Botucatu.

5.2 Exame do liquor:



75

Devido a rapida lise celular no ambiente de baixo teor protéico do liquor, a
contagem de células e as preparacdes 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
coagulos na amostra. As alteracdes registradas como partes do exame fisico
foram classificadas como discretas, moderadas ou intensas. A mensuracao da
densidade foi realizada com uso do refratdbmetro.

O exame quimico do liquor foi realizado com tiras reagentes® e foram
avaliados pH, estimativa de proteinas, glicose e sangue oculto. A quantificacéo
de proteinas totais do liquor requer um método bioquimico* com a utilizacéo de
espectrofotbmetro®, pois a tira reagente é um método semi-quantitativo.
Também como parte do exame quimico, foi realizado um teste qualitativo de
proteinas (Teste de Pandy), que detecta o aumento de globulinas. Para a
realizacdo, utilizou-se uma gota da amostra em um mL do reativo de Pandy
(solucdo saturada de fenol), e a presenca de turbidez da solucdo foi
considerada positiva e entéo classificada em cruzes (+, ++ ou +++).

Para contagens de hemacias e células nucleadas utilizou-se o
hemocitometro padrdo (Camara de Neubauer). Para contagens de células
nucleadas em liquor nédo-diluido, foram preenchidas ambas as camaras do
hemocitdmetro. Todas as células nucleadas presentes na area da camara
foram contadas para obtencdo de numero total por microlitro. A contagem de
hemacias foi realizada de modo semelhante.

Como o liqguor normalmente apresenta baixa celularidade, ha a

necessidade de concentracdo destas células por citocentrifugacdo, que foi
realizada colocando-se a amostra em um citofunil acoplado a uma lamina de
microscopia e centrifugada a 800 rpm durante cinco minutos. As preparacdes
de citocentrifugacéo foram secas ao ar livre e coradas com o corante de base
Romanowsky. Na objetiva de imersdo do microscopio 6ptico, realizou-se a
leitura da lamina preparada, visando a contagem de no minimo 50 células
nucleadas (CHRISMAN, 1992; MEYER, 1995).

5.3 Colheita de sangue e urina:

As amostras de sangue foram colhidas com seringas e agulhas
esterilizadas e descartaveis, no volume de 10 mL, sendo entdo acondicionadas
em tubos com EDTA a 7,5% e sem anticoagulantes, para retirada de soro. O
local da puncao foi a veia jugular. Apds o procedimento, as amostras foram
levadas diretamente ao Laboratério Clinico Veterinario para realizacdo de

hemograma e analises bioquimicas de funcdo hepatica e renal. O sistema

% Combur Test - Roche®
* Kit Bioquimico - Doles®
S CELM SB 190°
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hepatobiliar foi avaliado a partir da atividade sérica da alanina-
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e gama-glutamiltransferase
(GGT) e da concentracdo de albumina. O sistema renal foi avaliado pela
mensuracdo dos residuos nitrogenados, uréia e creatinina no soro, e pelo
exame de urina tipo I.

Nos animais dos grupos 3 e 4 foi colhido apenas sangue para hemogramas
de acompanhamento nos dias 1°, 7° e 15°, ja que foram utilizadas drogas
conhecidas. N&o foram realizados exames bioquimicos pelos mesmos motivos.
Além disso, este grupo foi formado com o objetivo de terem seus resultados
comparados com os resultados da RT-PCR dos grupos experimentais.

Os animais dos grupos 1, 2, 5 e 6, que receberam o antiviral, as amostras
de sangue foram colhidas nos dias 1°, 4°, 7°, 10°, 12° e 15°.

As dosagens bioquimicas foram realizadas nos grupos 1, 2, 5 e 6 nos dias
1°, 5°, 10° e 15° para identificacdo de possiveis efeitos colaterais dos farmacos
experimentais.

As amostras de sangue com anticoagulante foram acondicionadas em
microtubos de 500 pL, livre de pirogénios, DNAse, RNAse e metais pesados e
armazenadas em freezer a -80°C para posterior processamento no Laboratério
de Biologia Molecular da Disciplina de Enfermidades Infecciosas dos Animais —
FMVZ — UNESP - Botucatu. Estas amostras foram colhidas antes e ap6s o
tratamento experimental em todos os grupos, com intervalo de 15 dias.

As amostras de urina foram colhidas com auxilio de seringas descartaveis
e agulhas descartaveis esterilizadas através da puncéo da vesicula urinaria e
foram levadas diretamente ao Laboratoério Clinico Veterinario da FMVZ, UNESP
— Botucatu para a andlise. No caso de animais muito pequenos ou que nao
mantinham a vesicula repleta foi utilizada a sondagem uretral para obtencao da
urina. Essa técnica ndo foi escolhida para todos os casos por ser muito
agressiva ao sistema urindrio do animal podendo levar a casos de cistite
ascendente.

Em alguns animais ndo foi possivel colher a urina em todos os momentos
pela dificuldade de manté-lo com sonda uretral e de puncionar a vesicula
urinaria devido ao tamanho do animal, porém para a manuten¢do do animal no
grupo experimental, a urina foi colhida pelo menos em dois momentos durante

o tratamento.
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O exame de urina do tipo | foi realizado nos animais dos grupos 1,2, 5e 6
nos dias 1°, 5°, 10° e 15° de tratamento com o antiviral com objetivo de
identificar possiveis efeitos colaterais dos farmacos experimentais utilizados.

Lembrando sempre que o0s animais dos grupos 1 e 2 sdo animais que
foram incluidos em pesquisa prévia, porem a metodologia foi mantida para

comparacao dos resultados ja encontrados.
5.3 Hemograma:

Apo6s chegada ao laboratorio, foi confeccionada a lamina de esfregacgo
sanguineo e corada por corante a base de Romanowsky (Panético rapido),
para realizacdo 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 apos foi
verificado o volume globular pelo cartdo de leitura de micro-hematocrito e a
densidade plasmatica por refratometria, resultando no valor de proteina total
plasmética.

A contagem total de leucocitos e hemécias foi realizada em contador
automatico®. Quando foi observada na lamina de esfregaco sanguineo uma
pequena quantidade de plaquetas dificultando a estimativa, foi realizada a
diluicdo do sangue com Liquido de Brecher (oxalato de amonio 1%) e feita a
contagem manual das mesmas em hemocitobmetro padrdao (Camara de
Neubauer). Para a determinacdo de hemoglobina, utilizou-se o

hemoglominémetro’, um método colorimétrico.
5.5 Andlises bioquimicas:

Para a realizacdo das provas bioquimicas as amostras foram
acondicionadas em tubos sem anticoagulante, com gel ativador da coagulacéo,
no volume de trés a quatro mL de sangue. Apods a coagulacdo do mesmo, as
amostras foram centrifugadas na rotacao de 3.000 rpm durante oito minutos, e
o soro foi separado e transferido para tubos menores e processado em

® CELM CC 510°
" CELM HB 520°
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espectofotdmetro®. Nestas anélises foram utilizados kits comerciais para
determinacdo por método cinético, da creatinina®, enzimaticos da uréia®, ALT®,

FA®, GGT?®, e colorimétricos da proteina total sérica® e albumina®.
5.6 Exame de urinatipo I:

As amostras de urina foram acondicionadas nas préprias seringas onde
foram colhidas, com o0 objetivo de diminuir a contaminagdo, no volume
aproximado de 10 mL. Da mesma forma, foram levadas e processadas
imediatamente apos a colheita. Foram separados cinco mL da amostra em
tubos e centrifugados na rotacdo de 1.500 rpm durante cinco minutos,
permitindo desta forma, descartar o sobrenadante e o 0,5 mL restante foi
utilizado para confeccionar lamina para a observacao do sedimento urinario em
microscopio optico, em aumento 40x. A outra parte da amostra foi utilizada
para o exame fisico-quimico, sendo o exame fisico realizado pela observagéo,
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 determinagéao de

sais biliares foi utilizado o teste com sal de enxofre.
5.7 Colheita de medula 6ssea:

As colheitas de medula 0ssea foram realizadas nos mesmos momentos
das colheitas de liquor, antes do inicio do tratamento e apés 15 dias de
administracdo das drogas. Os animais estavam anestesiados para a colheita
de liquor, facilitando a colheita no Uumero, que foi realizada com agulha de
biépsia de medula 6ssea'®, com mandril, e esterilizada. A colheita foi realizada
com seringa esterilizada e com EDTA, o material foi depositado em microtubos
de 500 pL, livre de pirogénios, DNAse, RNAse e metais pesados e armazenado
em freezer a -80°C para posterior processamento em Laboratério de Biologia
Molecular, da Disciplina de Enfermidades Infecciosas dos Animais da FMVZ,
UNESP - Botucatu.

® Labtest”
° Bioclin®
19 Agulha de bidpsia de medula 6ssea Modelo Komyiashiki - Japan
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6. Técnica de Biologia Molecular:
6.1 Extracdo do RNA:

A extracdo do RNA foi realizada a partir das amostras de sangue, medula
6ssea e liquor, utilizando-se o Kit para extracdo de RNA Invisorb® Spin Virus
RNA Mini Kit (Inviteck®).

Para realizacdo da extracao foram diluidos 100 uL da amostra em 100 pL
de agua livre de nucleases. E para cada cinco amostras foram adicionados um
controle negativo que era composto apenas por 200 pyL de agua livre de
nucleases. As reagdes foram realizadas em baterias de 10 amostras por vez. O
controle positivo utilizou amostras de urina sabidamente positivas e para
realizacédo da extracao foi utilizada mesma diluicdo em agua livre de nucleases.

O procedimento da extracdo foi realizado conforme a instrucdo do
fabricante. As amostras diluidas foram adicionados 600 uL Lysis Buffer RV, 20
ML de Carrier RNA e 20 pyL de Proteinase K, levados ao vortex rapido para
agitacdo constante em temperatura de 65°C, durante 10 minutos. Apoés, foram
adicionados 400 uL Binding Solution e levado ao vortex rapido. O volume do
tubo foi transferido para o tubo RTA Spin Filter, onde ficou incubado por um
minuto e em seguida centrifugado em 8.000 rpm por um minuto. O liquido que
passou pelo filtro foi descartado e RTA Spin Filter foi transferido para RTA
Receiver Tube. Neste foi adicionado 600 pL Wash Buffer R1 e centrifugado
novamente em 8.000 rpm durante um minuto. O liquido que passou pelo filtro
foi descartado e novamente transferido para um novo RTA Receiver Tube. Em
seguida, adicionaram-se 600 yL Wash Buffer R2 e o liquido foi colocado
novamente para centrifugagdo em 8.000 rpm durante um minuto. Este ultimo
procedimento foi realizado duas vezes. Para eliminar tragos de etanol, realizou-
se nova centrifugacdo em 14.000 rpm por quatro minutos. Apos transferiu-se o
RTA Spin Filter para RNase free 1,5 mL Elution tube e adicionou-se 100 yL de
Elution Buffer R (aquecido a 80°C), que ficou incubado por trés minutos e
centrifugado em 4.000 rpm durante um minuto. Apoés foi descartado o filtro e o
RNA foi imediatamente aliquotado em tubos menores com volume de 7 uL da
amostra e acondicionados a -80°C.

6.2 Converséo para cDNA:

As amostras (7 pL) foram retiradas do freezer -80°C e levadas diretamente
ao termociclador para desnaturacdo do RNA, durante sete minutos em
temperatura de 95°C.

Ao mesmo tempo foi preparada a mistura para formacdo de cDNA. A
mistura era composta por 3 yL de agua Mili-Q autoclavada; 1 yL de Randon
Primer (250 ng/uL); 1 yL de dNTP (10 mM); 5 uL de Buffer 5x; 1 yL de DDT
(0,1 M); 1 uL de inibidor de RNAse (10 U/uL) e 1 uyL tamp&o de M-MLV
Reverse transcriptase. A mistura formou como volume final 13 pL.

Aliquotou-se 13 pyL em cada microtubo previamente identificado com o
RNA previamente aquecido, totalizando-se 20 yL. Levou-se ao termociclador
no programa CINOCDNA (composto por ciclo de 25°C por 10 minutos; 37°C
por 50 minutos e 70°C por 15 minutos, totalizando um periodo de 1 hora e 15
minutos).
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6.3 RT-PCR:

Para a realizacao da reacdo de RT-PCR foi necessaria a preparacao de
outra mistura com 17,35 pL de agua Mili-Q autoclavada; 2,5 uL de Buffer 10x;
0,75 pL de Mg.Cl, (50 mM); 0,5 yL de dNTP (10 mM); 1,25 yL do Primer CDV-
NPS F1 (Tabela 1); 1,25 yL do Primer CDV-NPS R1 (Tabela 1); 0,15 yL de Taq
DNA Platinum (5U/pL), com volume final de 23,75 uL da mistura.

Aliquotou-se 23,75 pL em cada microtubo previamente identificado, sempre
mantido em gelo, na sala de aplicacao foi pipetado 1,25 uL do cDNA em cada
tubo, totalizando 25 uL de volume total. Apds os microtubos foram levados ao
termociclador no programa CINOPCR (composto por ciclo de 95°C por 10
minutos, 39 ciclos de 95°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos, 72°C por
30 segundos, depois 72°C por 10 minutos e 4° for ever) e, apos, foi
armazenado a -20°C.

A leitura do gel foi realizada em gel de agarose a 2% em transluminador
UV, corados com brometo de etideo, onde se esperou um produto amplificado
com 440 pb.

6.4 Hemi-Nested PCR:

A reacédo do hemi-nested PCR (hn-PCR) foi realizada de forma semelhante
a reacao da PCR, utilizou-se para estas reacfes as amostras que foram
negativas na PCR, onde aliquotou-se 23,75 uL da mistura e 1,25 pL do produto
amplificado da PCR.

A mistura foi composta pelos mesmos reagentes, porém na hn-PCR
utilizou-se Primer CDV-NPS R2 (tabela 1) no lugar do Primer CDV-NPS R1. E
0 produto esperado desta reacdo apresentou 331 pb na leitura do gel, assim
como na reacgao anterior.

TABELA 1 — Descricdo da sequéncia de nucleotideos iniciadores utilizados na
reacdo de RT-PCR e hn-PCR no diagnostico da cinomose em cées. Botucatu,
SP, 2011.

Primers (nUmero de acesso aos genes) Iniciadores

Primer ITS 1 F (10 pmol) ATCCCCAGGRAACAAGCCTACAA
CVD-NPS F15'-3

Primer ITS 1 R (10 pmol) CCTTGGTGATGCCAAGCTCG
CVD-NPS R15'-3

Primer ITS 2 R (10 pmol) CGAATTTTAACCCTCCATG

CVD-NPS R2 5’-3

(AMARAL, 2007).
Os iniciadores (primers) utilizados nas duas reacdes amplificaram regidoes
especificas do gene da nucleoproteina [GenBank: X02000.1].
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7. Analise estatistica:

A comparacéo de frequéncias de ocorréncias foi realizada pelos testes de
Qui-quadrado ou G de Williams, de acordo com os resultados registrados em
tabelas de contingéncia.

Para as variaveis ordinais as comparacdes entre o0os grupos foram
realizadas pelo teste de Kruskall-Wallis, seguido de comparacdo de medianas
pelo teste de Dunn.

As variaveis discretas e continuas foram submetidas a verificacdo do tipo de
distribuicdo pelo teste de Shapiro-Wilkins; quando de distribuicdo Normal, os
grupos foram comparados pela Anélise de Variancia Um Fator seguido de teste
de Tukey; quando de distribui¢cdo Livre, os grupos foram comparados pelo teste
de Kruskall-Wallis, seguido de comparacao de medianas pelo teste de Dunn.

Em todas as analises, valores de P menores que 0,05 foram considerados
significantes. Os testes foram realizados nos programas BioEstat 5.0 (AIRES et
al, 2007) e Epilnfo 6.04 (1996).



Resultados
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1. Animais e dados epidemiolégicos

Foram utilizados 60 caes naturalmente infectados com o virus da
cinomose, apresentando sinais neurolégicos precedidos ou concomitantes com
sinais sistémicos, como alteracbes respiratérias, digestivas, oculares e
epiteliais. Todos os animais ndo possuiam histérico de vacinacao correto e foi
estudada a quantidade de animais que apresentavam historico de contactantes
sintomatico ou que possuiam acesso a rua.

Os 20 animais dos grupos 1 e 2 fizeram parte da pesquisa precedente,
porém todos os dados foram novamente avaliados para serem comparados
com protocolos de tratamento testados na atual pesquisa.

O estudo apresentou a frequéncia de 45% de fémeas e 55% de machos
gue foram descritos na tabela 2.

TABELA 2 — Frequéncia de cdes machos e fémeas com cinomose incluidos
Nos respectivos grupos experimentais. Botucatu, SP, 2011.

Fémeas Machos
Grupo n % n %
Gl 5 50 5 50
G2 4 40 6 60
G3 6 60 4 40
G4 3 30 7 70
G5 4 40 6 60
G6 5 50 5 50
Total 27 45 33 55

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6
n: numero de animais
%: porcentagem

Os animais incluidos na pesquisa apresentavam idades a partir de trés
meses até um de 156 meses. Apenas esse animal acima de seis anos foi
incluido na pesquisa, ja que apresentou imunofluorescéncia direta positiva no
liquor, demonstrando que estava em fase aguda da doenca. Os dados das
idades dos animais estdo na tabela 3.
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TABELA 3 — Média, desvio padrdo, mediana das idades em meses dos caes
com cinomose incluidos na pesquisa, divididos nos diferentes grupos.
Botucatu, SP, 2011.

Grupo Média Desvio Minimo P25 Mediana P75 Maximo

padrao
Gl 29,6 15,8 8,0 24,0 24,0 36,0 60
G2 47,0 44,4 4,0 12,0 42,0 60,0 156
G3 35,4 24,6 5,0 7,0 48,0 60,0 60
G4 31,0 20,9 7,0 16,0 24,0 36,0 72
G5 20,0 21,8 3,0 8,0 10,5 24,0 60
G6 15,1 17,5 5,0 8,0 7,5 12,0 60

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6
P25: percentil 25
P75: percentil 75

Mesmo o estudo sendo realizado de forma aleatdria a inclusao dos animais
nos grupos, os componentes dos grupos 5 e 6 foram os mais jovens, no
entanto os valores demonstraram que na sua maioria foram adultos, ou seja,
acima de um ano de idade.

Com relagdo a raga dos animais incluidos na pesquisa, 75% foram caes
sem raca definida; seis (10%) da raca Poodle; dois (3,3%) animais da raca
Border Colie; dois (3,3%) Pinschers e um (1,7%) animais das racas
Daschound, Labrador, Pit Bull, Pointer e Waimaraner.

Quando analisou-se a frequéncia das racas por grupo, verificou-se que a
guantidade de animais sem raca definida ocorreu em 90% dos animais dos
grupos 4 e 6; 70% nos grupos 1, 3 e 5, e 60% no grupo 2.

Para serem incluidos na pesquisa, 0s animais deveriam apresentar no
maximo 10 dias de evolucdo dos sinais neuroldgicos, com objetivo de
selecionar os animais que estavam na fase aguda, onde ha intensa replicacéo
viral e possivel acdo da droga antiviral. Estes dados do periodo de evolucéo
foram registrados na tabela 4.
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TABELA 4 — Média, desvio padrdao e mediana dos dias de evolucao dos sinais
clinicos neuroldgicos dos cdes com cinomose nos diferentes grupos. Botucatu,

SP, 2011.
Grupos Média Desvio Minimo P25 Mediana P75  Maximo
padréo

Gl 5,0 3,2 1,0 3,0 4,0 9,0 10,0
G2 6,2 2,6 3,0 4,0 6,0 8,0 10,0
G3 7,0 2,6 2,0 5,0 7,0 10,0 10,0
G4 6,0 3,0 1,0 4,0 6,5 7,0 10,0
G5 5.2 1,8 3,0 4,0 5,0 7,0 8,0
G6 4.4 2,1 2,0 2,0 4,5 6,0 7,0

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6
P25: percentil 25
P75: percentil 75

Dos animais incluidos no estudo 63,3% apresentavam sinais oculares. Os
animais dos grupos 5 e 6 foram 0s que apresentaram maior indice de
acometimento ocular, em relacdo aos outros grupos.

TABELA 5 — Frequéncia dos sinais oculares em cdes com cinomose nos
diferentes grupos experimentais. Botucatu, SP, 2011.

Sem sinais oculares

Sinais oculares

Grupo n % n %
Gl 5 50,0 5 50,0
G2 5 50,0 5 50,0
G3 4 40,0 6 60,0
G4 4 40,0 6 60,0
G5 1 10,0 9 90,0
G6 3 30,0 7 70,0

Total 22 36,7 38 63,3

Estatistica: Qui-quadrado, p=0,4307

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6

n: nimero de animais.

%: porcentagem.
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Com relacdo aos sinais respiratorios, foi encontrada uma frequéncia de
41,7% dos animais incluidos na pesquisa. Somente o grupo 5 que apresentou
60% dos animais com sinais respiratorios, 0s outros grupos mostraram uma
frequéncia maior de animais sem sinais respiratorios. E importante ressaltar
gue este mesmo grupo apresentou uma frequéncia alta de animais com sinais
oculares (Tabela 6).

TABELA 6 — Frequéncia dos sinais respiratorios em caes com cinomose nos
diferentes grupos experimentais. Botucatu, SP, 2011.

Sem sinais respiratorios Sinais respiratorios

Grupo n % n %
Gl 7 70,0 3 30,0
G2 6 60,0 4 40,0
G3 6 60,0 4 40,0
G4 6 60,0 4 40,0
G5 4 40,0 6 60,0
G6 6 60,0 4 40,0
Total 35 58,3 25 41,7

Estatistica: Qui-quadrado, p=0,8507.

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6
n: numero de animais.

%: porcentagem.

De todos os animais incluidos na pesquisa, 38,3% deles apresentou sinais
gatroentéricos. Esta sintomatologia foi a que apresentou menor frequéncia nos
animais estudados. Apenas o grupo 6 apresentou maior frequéncia de animais
com sinais gastroentéricos no momento de atendimento no Hospital Veterinario
ou no histérico. Estes animais também apresentaram uma frequéncia alta de
sinais oculares associados (Tabela 7).
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TABELA 7 — Frequéncia dos sinais gastroentéricos em caes com cinomose nos

diferentes grupos experimentais. Botucatu, SP, 2011.

Sem sinais gastroentéricos

Sinais gastroentéricos

Grupo n % n %
Gl 7 70,0 3 30,0
G2 6 60,0 4 40,0
G3 7 70,0 3 30,0
G4 7 70,0 3 30,0
G5 6 60,0 4 40,0
G6 4 40,0 6 60,0

Total 37 61,7 23 38,3

Estatistica: Qui-quadrado, p=0,7168.

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6
n: numero de animais.

%: porcentagem.

Apos a tabulagdo dos dados de sinais clinicos foi possivel verificar que os
animais incluidos no estudo além de apresentarem sinais neurolégicos, tiveram
alta frequéncia em sinais oculares, menor em sinais respiratorios e, por ultimo,
sinais gastroentéricos. No G5 foi possivel verificar alto indice de sinais oculares
e respiratérios e no G6 de sinais oculares e gastroentéricos. Os outros grupos

apresentaram distribuicdo homogénea dos sinais sistémicos.

Além dos sinais sistémicos, também foi avaliada a frequéncia dos sinais
neuroldégicos em todos 0s animais e nos diferentes grupos experimentais

(Tabela 8).
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TABELA 8 — Frequéncia dos sinais neurol0gicos nos cé&es com cinomose
incluidos na pesquisa nos diferentes grupos experimentais. Botucatu, SP,

2011.

Sinais neurolégicos

Frequéncia (%)

Gl G2 G3 G4 G5 G6 Total
Alteracdo de Nervos 655 990 90,0 90,0 90,0 50,0 783
Cranianos
Alteracdo postura ou 80,0 800 800 70,0 50,0 50,0 683
andar
Ataxia 900 700 700 60,0 70,0 50,0 683
Mioclonias 40,0 60,0 50,0 60,0 20,0 40,0 450
Déficits de 3000 30,0 60,0 500 60,0 30,0 433
propriocepcgao
Balangar a cabeca 50,0 40,0 40,0 0,0 1000 30,0 28,3
Desvio de cabeca 2000 30,0 500 10,0 20,0 10,0 23,3
Alteracdononivelde 454 200 300 200 00 200 217
consciéncia
Choro noturno 10,0 100 200 10,0 10,0 20,0 13,3
Alteracdo dosreflexos 594 500 300 100 00 00 133
medulares
Andar compulsivo 0,0 2000 20,0 30,0 10,0 0,0 13,3
Andar em circulos 0,0 10,0 20,0 10,0 10,0 0,0 8,3
Opistétono 0,0 10,0 10,0 30,0 0,0 0,0 8,3
Agressividade 0,0 0,0 1000 20,0 10,0 0,0 6,7
Presséo da cabeca 0,0 0,0 0,0 20,0 0,0 0,0 3,3

contra objetos

Estatistica: Qui-quadrado.

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6

%: porcentagem.

Os sinais neurologicos mais encontrados nos animais incluidos na
pesquisa foram as alteracdes de nervos cranianos (78,3%), seguidos de
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alteracdes na postura e no andar (68,3%), junto com ataxia (68,3%). Dentre as
alteracdes de postura foram incluidos os animais que apresentavam dificuldade
de ficar em estacdo, consequéncia de paresia/paralisia flacida ou espastica dos
guatro membros e/ou do pescoco, ndo foi considerado alteracdo apenas na
postura de cabeca, como o desvio de cabeca. Dentre os déficits de andar
foram consideradas as dificuldades de iniciar o movimento, hipo ou hipermetria,
paresias flacidas ou espasticas, dificuldade de realizacdo de manobras
especiais, como subir ou descer degraus e quedas espontaneas durante a
locomocédo. A ataxia foi considerada separadamente das alteragcbes no andar
por ser caracterizada, na maior parte das vezes, por um déficit de coordenacao
motora.

A mioclonia apresentou uma frequéncia de 45% em todos os grupos. Este
sinal foi considerado em animais com acometimento de um musculo ou grupo
de musculos. Alguns grupos de musculos apresentaram maior incidéncia como
0s musculos mastigatorios, abdominais e flexores dos membros.

Na pesquisa, animais que apresentavam déficits de propriocep¢do em um
membro ou nos quatro membros foram agrupados e apresentaram uma
frequéncia de 43,3%.

O balancar de cabeca foi considerado como mudanca de comportamento e
foi encontrado em 28,3% dos animais. Ja o desvio lateral da cabeca (23,3%)
ocorre por alteracdo no sistema vestibular e foi considerado quando néo havia
paralelismo na posi¢édo das orelhas e olhos em relagédo ao chéo. Este sinal
neuroldgico geralmente foi acompanhado por nistagmo e estrabismo, que
foram considerados nas alteracGes de nervos cranianos.

A diminuicdo do nivel de consciéncia (21,7%) foi caracterizada
principalmente por animais que apresentavam apatia, ja que nao foram
incluidos animais em estado semicomatoso ou comatoso. Dentre os déficits
dos niveis de consciéncia, o choro noturno apresentou uma frequéncia de
13,3%.

As alteracbes de comportamento com menor frequéncia ficaram
caracterizadas por agressividade (6,7%), andar compulsivo (13,3%), pressao
da cabeca contra objetos (3,3%) e andar em circulos (8,3%), este ultimo
também é considerado na sindrome vestibular quando € caracterizado por
circulos pequenos.

Os reflexos medulares (13,3%) foram considerados tanto na hipo quanto
na hiperreflexia, que geralmente estdo alterados quando ha um quadro de
paresia.

O opistétono foi encontrado em 8,3% dos animais incluidos na pesquisa e
€ considerado como uma alteracédo postural, portanto por uma leséao cerebral,
diferente da maior parte das alteracdes posturais que observamos, por isso foi
colocado separadamente.

Quando analisamos em cada grupo separadamente verificamos que no G1
90% dos animais apresentavam ataxia, 80% alteracdo de postura e andar e
60% alterac&o de nervos cranianos.

O G2 apresentou as mesmas caracteristicas do G3 com 90% de cédes com
alteracao de nervos cranianos, 80% de alteracdo de postura e andar, seguida
de 70% com ataxia.

No G4, 90% dos animais incluidos apresentavam alteracdo dos nervos
cranianos, 70% com alteragcdo da postura e andar e 60% com ataxia ou
mioclonias.
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Os animais do G5 apresentaram 90% de alteracdo de nervos cranianos,
70% de ataxia e 60% de déficits proprioceptivos.

O grupo que apresentou maior distribuicao dos sinais clinicos foi 0 G6, com
50% dos animais apresentando alteracbes de nervos cranianos, alteracdo de
postura e andar ou ataxia. Sendo que 40% apresentavam mioclonias e 30%
dos cées tinham déficits de propriocepcéo e balancar de cabeca.

N&o foram incluidos animais com historico de vacinacdo correta, ou seja,
com trés doses e aplicadas por um medico veterinario. Os animais foram
caracterizados por: ndo vacinados; com vacinacdo incompleta, ou seja, nao
receberam doses de reforgo; vacinacédo sem orientacdo do médico veterinario e
animais sem historico de vacinacao (Tabela 9).

TABELA 9 — Frequéncia da vacinagcado dos cades com cinomose incluidos na
pesquisa, segundo o0 grupo experimental. Botucatu, SP, 2011.

SV VI VSO SHV
Grupo n % n % n % n %
Gl 5 50 0 0 4 40 1 10
G2 6 60 2 20 2 20 0 0
G3 6 60 1 10 3 30 0 0
G4 6 60 1 10 1 10 2 20
G5 5 50 1 10 4 40 0 0
G6 5 50 1 10 4 40 0 0
Total 33 55 6 10 18 30 3 5

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6

n: numero de animais

%: porcentagem

SV: sem vacinacao; VI: vacinagdo incompleta; VSO: vacinacdo sem orientacdo do médico
veterinario; SHV: sem historico de vacinacao.

O numero maior de animais que foram incluidos ndo recebeu a vacina
contra o virus da cinomose nos ultimos trés anos, em seguida 0os animais que
receberam vacina em casas agropecuarias ou farmacias veterinarias sem
orientagdo do médico veterinario e 10% dos animais receberam pelo menos
uma ou duas doses da vacina contra o virus da cinomose, independente se foi
com orientacao veterinaria ou ndo. Os animais que nao receberam a vacina no
periodo dos dois ultimos anos foram incluidos no grupo de animais com
vacinacao incompleta, contando que houve uma interrupgdo na revacinagao
anual.

Outros dados epidemioldgicos também foram estudados, como a presenca
de contactantes sintomaticos e o acesso a rua. Com relagdo aos animais que
conviveram com animais doentes, verificou-se que apenas 16,7% dos animais
tiveram esse contato. 55% dos animais da pesquisa ndo tinham contactantes
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na mesma residéncia e 28,3% tinham contato com outros animais sem sinais
clinicos.

Dos 60 caes incluidos na pesquisa, 34 (56,7%) ndo tinham acesso a rua e
26 (43,3%) acessavam a rua com frequéncia, sozinhos ou acompanhados pelo
proprietario.

2. Dados relacionados com a evolucgao clinica:

Os animais que entraram na pesquisa foram incluidos nos grupos
experimentais conforme o atendimento no setor de Enfermidades Infecciosas
do Hospital Veterinario da FMVZ — UNESP, Campus Botucatu, SP.

Todos os animais foram tratados com medicacbes e suplementacdes
vitaminicas conforme a rotina de tratamento de caes com cinomose no setor.
Estes ficaram internados para serem avaliados clinica e neurologicamente
todos os dias. O internamento dos animais também serviu de garantia que eles
recebessem todas as medicacOes prescritas no periodo de 15 dias, enquanto
seriam avaliados.

Os animais do G1 foram tratados apenas com a ribavirina; G2 foram
tratados com ribavirina e DMSO (20 mg/Kg); G3 tratamento apenas com DMSO
(50 mg/Kg); G4 tratado com prednisona (4 mg/kg, a cada 24 horas); G5
receberam o tratamento com ribavirina e prednisona (4 mg/Kg, a cada 24
horas); G6 foram os animais tratados com ribavirina, prednisona (0,5 mg/Kg, a
cada 12 horas) e DMSO (50 mg/Kg).

A tabela 10 relaciona o tempo de tratamento de cada grupo experimental.
Para a manutencdo do animal na pesquisa, utilizou-se o tempo minimo de
tratamento de 3 dias para os grupos 3 e 4 que sdo controle; nos grupos que
receberam ribavirina, os animais deveriam ser tratados pelo menos 5 dias para
serem incluidos, ja que na pesquisa anterior verificou que a ribavirina
comecava a fazer efeito apos este periodo de administracao.

TABELA 10 — Média, desvio padréo, mediana do tempo de tratamento dos
caes com cinomose para cada grupo experimental. Botucatu, SP, 2011.

Grupo Média Desvio Minimo P25 Mediana P75 Maximo

padréao
Gl 14,1 2,2 8,0 14,0 15,0 15,0 15,0
G2 13,7 2,8 8,0 15,0 15,0 15,0 15,0
G3 12,1 5,0 3,0 10,0 15,0 15,0 15,0

G4 9,3 5,2 3,0 5,0 8,0 15,0 15,0




92

G5 13,7 2,7 7,0 14,0 15,0 15,0 15,0

G6 14,0 1,8 10,0 13,0 15,0 15,0 15,0

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6
P25: percentil 25
P75: percentil 75

Neste primeiro momento foi possivel observar que o0s grupos que
receberam tratamento com a ribavirina (grupos 1, 2, 5 e 6) tiveram uma média
de dias de tratamento maior do que 0s grupos controle (3 e 4).

O grupo 4 foi o que apresentou pior evolugdo, com média chegando a
menos de 10 dias de tratamento e foi 0 Unico grupo que apresentou mediana
de 8 dias de tratamento.

O tratamento experimental foi avaliado segundo a melhora clinica e a
sobrevida dos animais nos diferentes grupos. Os dados foram tratados da
seguinte forma: os animais que vieram a Obito, que apresentaram melhora
clinica e que sobreviveram aos 15 dias de tratamento. No entanto, apds o
periodo de 15 dias de tratamento, alguns animais morreram, outros
apresentaram piora ou ficaram com sequelas graves e foram eutanasiados, ou
mesmo apresentaram melhora e sobreviveram, assim, estes animais foram
agrupados todos juntos pela dificuldade de acompanhar a resposta, ja que uma
parte deles terminou o tratamento em domicilio (Tabela 11).

TABELA 11 — Avaliacdo do tratamento experimental segundo a sobrevida dos
caes com cinomose nos diferentes grupos. Botucatu, SP, 2011.

Obito Sobrevida Melhora
Grupo n % n % n %
Gl 3,0 30,0 1,0 10,0 6,0 60,0
G2 2,0 20,0 4,0 40,0 4,0 40,0
G3 3,0 30,0 4,0 40,0 3,0 30,0
G4 7,0 70,0 2,0 20,0 1,0 10,0
G5 3,0 30,0 2,0 20,0 5,0 50,0
G6 4,0 40,0 2,0 20,0 4,0 40,0
Total 22,0 36,7 15,0 25,0 23,0 38,3

Estatistica: Teste G de Willians; p=0,4034

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6
n: numero de animais

%: porcentagem
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Como pior resultado frente a sobrevida dos animais, o grupo 4 se destacou
com 70% dos animais vindo ao 6bito e apenas um animal apresentou melhora
clinica. Em compensacado, os grupos tratados com ribavirina (1, 2, 5 e 6)
tiveram os melhores resultados, quando observamos as taxas de melhora
clinica (Figura 1).

M 6bito

M sobrevida

Numero de animais

B melhora

G1 G2 G3 G4 G5 G6

Grupos Experimentais

Estatistica: Teste G de Willians; p=0,4034
G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6

FIGURA 1 — Representacdo grafica da avaliacdo do tratamento experimental
segundo a sobrevida dos cédes com cinomose nos diferentes grupos. Botucatu,
SP, 2011.

Dos 60 animais incluidos no experimento, apenas 23 (38,3%)
apresentaram melhora clinica, sendo um resultado semelhante ao numero de
obitos (36,7%). Quando somamos os dados dos animais que receberam o
antiviral, verificamos que 12 (30%) animais vieram ao Obito e 19 (47,5%)
apresentaram melhora clinica evidente no periodo de internagéo.

Para melhor avaliar os tratamentos em relacdo aos grupos controle, foram
realizadas analises estatisticas separadas de comparacao dos grupos tratados
sem prednisona, com e sem ribavirina (Tabela 12) e dos grupos tratados com
prednisona em relagéo aos dois grupos controle (Tabela 13).

TABELA 12 — Avaliacdo do tratamento experimental através da sobrevida dos
cdes com cinomose incluidos nos grupos 1, 2 e 3. Botucatu, SP, 2011.

Obito Sobrevida Melhora
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Grupo n % n % n %
G1 3,0 30,0 1,0 10,0 6,0 60,0
G2 2,0 20,0 4,0 40,0 4,0 40,0
G3 3,0 30,0 4,0 40,0 3,0 30,0

Total 8 26,7 9,0 30,0 13,0 43,3

Estatistica: Teste G de Willians; p=0,4919

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6
n: numero de animais

%: porcentagem

TABELA 13 - Avaliacdo do tratamento experimental através da sobrevida dos
cdes com cinomose incluidos nos grupos 3, 4, 5 e 6. Botucatu, SP, 2011.

Obito Sobrevida Melhora
Grupo n % n % n %
G3 3,0 30,0 4,0 40,0 3,0 30,0
G4 7,0 70,0 2,0 20,0 1,0 10,0
G5 3,0 30,0 2,0 20,0 5,0 50,0
G6 4,0 40,0 2,0 20,0 4,0 40,0
Total 17,0 42,5 10,0 25,0 13,0 32,5

Estatistica: Teste G de Willians; p=0,4224

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6
n: numero de animais

%: porcentagem

Nao foi possivel encontrar resultado estatisticamente significativo entre os
dados trabalhados, porém foi possivel observar que quando foi utilizado os dois
grupos controle na tabela verificou-se que a porcentagem de 6bitos aumenta e
diminui o indice de melhora clinica, indicando, desta forma, o efeito
principalmente do medicamento antiviral na sobrevida dos animais
naturalmente infectados.

E importante ressaltar que os animais tratados com prednisona tiveram um
resultado pior do que aqueles tratados apenas com ribavirina e DMSO. Mesmo
aqueles que foram tratados com a associacdo da prednisona com a ribavirina
apresentaram maior letalidade que os animais dos grupos 1 e 2.

Além disso, alguns dados epidemiologicos foram tratados em relacdo a
sobrevida dos animais, permitindo verificar se houve interferéncia destes na
avaliagdo do tratamento experimental. Os dados de sobrevida dos animais
foram analisados frente ao historico de vacinacdo independente e em relacéo
ao grupo tratado, e frente a idade do animal, independente e em relagdo ao
grupo tratado.
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Similarmente, os dados foram avaliados como 6bito, melhora clinica e
sobrevida ao tempo de tratamento independente da progressao da doenca. Na
tabela 14 foram avaliados os dados da sobrevida frente ao histérico de
vacinagdo, que foi tratado como: sem vacinagdo, vacinagcdo incompleta,
vacinagao sem orientacdo do meédico veterinario e sem historico de vacinacgao.

TABELA 14 — Avaliacdo da sobrevida dos cdes com cinomose frente ao
historico de vacinacdo independente do grupo experimental. Botucatu, SP,
2011.

Histoérico de Obito Sobrevida Melhora
vacinacao

n % n % n %
SV 10,0 30,3 10,0 30,3 13,0 39,4
VI 1,0 16,7 3,0 50,0 2,0 33,3
VSO 8,0 44 4 2,0 11,1 8,0 44 4
SHV 3,0 100 0,0 0,0 0,0 0,0
Total 22,0 36,7 15,0 25,0 23,0 38,3

Estatistica: Teste G de Willians, p=0,1375

n: numero de animais

%: porcentagem

SV: sem vacinacao; VI: vacinacdo incompleta; VSO: vacinacdo sem orientacdo do médico
veterinario; SHV: sem historico de vacinacao.

Os animais que apresentaram melhor resposta clinicamente foram os dos
grupos de ndo vacinados e que receberam vacinacdo sem orientacdo do
médico veterinario. A comparacdo dos dois grupos demonstra que a vacinacao
sem acompanhamento ndo foi capaz de aumentar os indices de melhora
clinica em animais naturalmente infectados pelo virus da cinomose.

Para confirmar a falta de efetividade da vacinacdo realizada sem
orientacdo veterinaria, 0s animais apresentaram 0 mesmo percentual de
letalidade e melhora clinica, demonstrando que néo fez diferenca se o animal
foi vacinado ou ndo. Sendo confirmado ainda pelos dados de animais né&o
vacinados que apresentaram indices semelhantes frente a melhora e
letalidade.

Quando se compara estes dados frente aos grupos experimentais,
verificou-se que no G1 60% dos animais apresentaram melhora clinica, 30%
sobreviveram e 10% morreram. Dos animais que apresentaram melhora
clinica, 50% n&o eram vacinados ou apresentavam vacinagdo sem orientacao
do médico veterinario (Tabela 15).

No G1, dos animais nao vacinados, 60% apresentaram melhora clinica e
20% sobreviveram ou morreram. E os animais vacinados sem orientagao
veterinaria, apresentaram 75% de melhora clinica e 25% morreram; nenhum
animal deste grupo sobreviveu (Tabela 15).
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Os animais do G2 apresentaram 40% de melhora clinica, 20% morreu e
40% sobreviveu. Dos animais que apresentaram melhora clinica, 50% n&o
eram vacinados e 25% tinham vacinacgéo incompleta ou receberam vacina sem
orientacdo veterinaria. Da mesma forma que a melhora clinica, a maior parte
deste grupo € composta por animais que nao foram vacinados (75%) e 25%
destes receberam vacinacdo sem orientacdo veterinaria. Neste grupo nao
foram incluidos animais sem histérico de vacinacao (Tabela 15).

No grupo dos animais tratados com ribavirina e DMSO (G2), dos animais
gue nao receberam vacinacdo, 50% sobreviveram, 33,3% apresentaram
melhora clinica e 16,7% morreram. Dos animais vacinados sem orientacao
veterinaria 50% melhoraram ou sobreviveram, portanto ndo houve 6bitos; e dos
animais que receberam vacinacao incompleta 50% morreram ou melhoraram
(Tabela 15).

No G3, grupo controle, composto por animais que receberam apenas
DMSO, 40% sobreviveram e 30% melhoraram ou morreram. Dos 30% dos
animais que melhoraram 66,7% nao foram vacinados e 33,3% tinham
vacinacdo incompleta. Dos animais que sobreviveram, 75% n&o foram
vacinados e 25% tinham vacinacdo sem orientacdo veterinaria. Dos caes que
faleceram 66,7% receberam vacinacdo sem orientacdo e 33,3% ndo eram
vacinados (Tabela 15).

Assim como nos grupos descritos anteriormente, no G3 ha maior
guantidade de animais que nao foram vacinados, como animais que receberam
vacinacdo sem orientagdo. Dos animais que nao foram vacinados 33,3%
melhoraram, 50% sobreviveram e 16,7% morreram. Dos animais que
receberam vacinagdo sem orientacao 66,7% morreram, 33,3% sobreviveram e
nenhum animal apresentou melhora clinica (Tabela 15).

No G4 70% dos animais morreram, 20% sobreviveram e 10%
apresentaram melhora clinica. Dos animais que morreram, 57,1% né&o
receberam vacinacao, 28,6% nao apresentavam historico de vacinagéo e
14,3% tinham sido vacinados sem orientacdo do médico veterinario. Neste
grupo, dos animais que sobreviveram 50% apresentavam vacinacao
incompleta ou ndo foram vacinados. O Unico animal que apresentou melhora
clinica do G4 nao recebeu vacinacéo (Tabela 15).

Com relacdo aos animais do G5, verificou-se que 50% apresentaram
melhora clinica, 30% morreram e 20% sobreviveram. Os animais que
melhoraram tinham o seguinte histérico de vacinacdo: 80% n&o foram
vacinados e 20% tinham vacinacdo sem orientacdo. Neste grupo, os trés
animais que morreram apresentaram historico de vacinagcédo sem orientacdo do
médico veterinario. E dos animais que sobreviveram 50% eram nao vacinados
ou tinham vacinagéo incompleta (Tabela 15).

No G5, apenas um animal que recebeu vacinagdo incompleta sobreviveu
apos 15 dias de tratamento. Quatro animais ndo foram vacinados e 80% deles
apresentaram melhora clinica, os outros 20% foram animais que sobreviveram
ao periodo de tratamento. Nao ocorreu Obito de animais ndo vacinados neste
grupo. No caso dos animais vacinados sem orientacdo ndo houve casos de
animais que sobreviveram, 75% morreram e 25% apresentaram melhora clinica
(Tabela 15).

No grupo dos animais tratados com todos os farmacos (G6), 40%
apresentou melhora clinica e morreu, e 20% sobreviveu ao periodo de
tratamento. Dos animais que melhoraram, 75% receberam a vacinacdo sem
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orientagdo e 25% nao foram vacinados. Dos animais que morreram, 75% nao
foram vacinados e 25% receberam a vacinacdo sem orientacdo do médico
veterinario. 50% dos animais que sobreviveram, ou nao receberam vacinacao,
ou tinham vacinagéo incompleta (Tabela 15).

No G6 apenas um animal recebeu vacinacdo incompleta. Dos animais ndo
vacinados 60% morreram e 20% ou melhoraram ou sobreviveram. Os animais
gue receberam vacinacdo sem orientacédo tiveram 75% de melhora clinica e
25% de oObitos (Tabela 15).

Os resultados apresentados na tabela 15 ndo foram significativos
estatisticamente, desta forma, ndo houve diferenca do histérico vacinal frente a
evolugdo clinica da doenca, e ndo houve interferéncia no tratamento
experimental.
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TABELA 15 - Avaliagdo da sobrevida dos caes com cinomose em cada grupo experimental frente ao histérico de vacinagéo.
Botucatu, SP, 2011.

Estatistica: Teste G de Willians.

Row %: valor percentual na linha.

Histérico @i €z G3 G4 G5 G6
vacinagdo g S M ) S M @ S M %) S M %) S M 1% S

M

SV 1 1 3 1 3 2 1 3 2 4 1 1 0 1 4 3 1
Row % 200 20,0 600 16,7 500 333 16,7 500 333 66,7 16,7 16,7 0,0 20,0 80,0 600 200
Col % 33,3 1000 50,0 500 750 500 333 750 667 571 50,0 1000 0,0 50,0 80,0 750 500

\ 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1
Row % 0,0 0,0 0,0 50,0 0,0 50,0 0,0 0,0 1000 00 100,0 0,0 0,0 1000 0,0 0,0 100,0
Col % 0,0 0,0 0,0 50,0 0,0 25,0 0,0 0,0 33,3 0,0 50,0 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 50,0

VSO 1 0 3 0 1 1 2 1 0 1 0 0 3 0 1 1 0

Row% 50,0 0,0 75,0 0,0 50,0 50,0 66,7 33,3 0,0 100,0 0,0 0,0 75,0 0,0 25,0 250 0,0
Col% 33,3 0,0 50,0 0,0 250 250 66,7 250 0,0 14,3 0,0 0,0 100,0 0,0 20,0 25,0 0,0

SHV 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
Row % 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1000 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Col % 33,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 28,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

1
20,0
25,0

0,0
0,0

75,0
75,0

0,0
0,0

Total 3 1 6 2 4 4 3 4 3 7 2 1 3 2 5 4 2
Row % 300 100 600 200 40,0 400 300 400 300 700 200 10,0 30,0 200 50,0 40,0 20,0
Col % 100,0 100,0 100,0 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 1000 1000 1000 1000 100,0 100,0 100,0 100,0

40,0
100,0

Col %: Valor percentual na coluna.
SV: sem vacinagéo; VI: vacinacéo incompleta; VSO: vacinagéo sem orientacdo do médico veterinario; SHV: sem histérico de vacinagéo.
@: Obito; S: sobrevida; M: melhora clinica. G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.
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Os dados de sobrevida também foram avaliados com relacdo a idade do
animal, jA que a idade estad relacionada diretamente com o estado de
maturidade do sistema imune, que pode favorecer a melhora clinica na
cinomose.

TABELA 16 - Média, desvio padrdo e mediana da idade dos cédes com
cinomose em relacdo a sobrevida, independente do grupo experimental.
Botucatu, SP, 2011.

Evolucdo Média Desvio Minimo P25 Mediana P75 Maximo
clinica padrdo

Obito 24,2 21,2 4,0 6,0 15,0 36,0 72,0
Sobrevida 35,0 21,2 5,0 12,0 36,0 60,0 60,0

Melhora 31,5 34,3 3,0 8,0 24,0 48,0 156,0

P25: percentil 25
P75: percentil 75

A analise destes resultados mostrou que 0s animais que morreram eram
mais novos que aqueles que sobreviveram ou que apresentaram melhora
clinica. Esses resultados ndo foram avaliados em relacdo ao grupo de
tratamento, portanto, influenciam, de certa forma, na evolucdo clinica da
enfermidade (Tabela 17).

Os resultados ndo apresentaram diferencas estatisticas, quando foi
comparada a idade dos animais frente a sobrevida nos diferentes grupos.
Quando esses dados foram trabalhados em grupos separados verificou-se que
0S animais dos grupos controle que morreram sao animais mais velhos,
enquanto que nos grupos tratados com a ribavirina e suas associagdes, 0S
animais que morreram sdo mais jovens (Tabela 17).

Dos animais tratados com ribavirina que morreram, exceto o G5, a
mediana da idade ficou em 12 meses ou menos, mostrando que animais mais
jovens podem ter menos chances de sobreviver mesmo usando o antiviral. Os
dados encontrados no grupo controle indicam que animais sem o tratamento
experimental tendem a morrer com idades superiores a 24 meses, ou Seja,
animais com sistema imune maduro (Tabela 17).
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TABELA 17 — Média, desvio padrdo e mediana da idade dos caes com cinomose nos grupos experimentais frente a evolugao

clinica. Botucatu, SP, 2011.

Grupo Evolugéo Média Desvio Minimo P25 Mediana P75 Méaximo Valor de
clinica padréao p
Obito 18,7 15,1 8,0 8,0 12,0 36,0 36,0
G1 Sobrevida 24,0 0,0 24,0 24,0 24,0 24,0 24,0 0,2902
Melhora 36,0 15,2 24,0 24,0 30,0 48,0 60,0
Obito 26,0 31,1 4,0 4,0 26,0 48,0 48,0
G2 Sobrevida 35,5 22,6 10,0 17,0 36,0 54,0 60,0 04917
Melhora 69,0 63,0 12,0 24,0 54,0 114,0 156,0
Obito 38,0 28,4 6,0 6,0 48,0 60,0 60,0
G3 Sobrevida 54,0 6,9 48,0 48,0 54,0 60,0 60,0 0,1000
Melhora 8,0 3,6 5,0 5,0 7,0 12,0 12,0
Obito 34,7 23,1 9,0 18,0 24,0 60,0 72,0
G4 Sobrevida 30,0 8,5 24,0 24,0 30,0 36,0 36,0 0,2795
Melhora 7,0 0,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0
Obito 14,0 9,2 6,0 6,0 12,0 24,0 24,0
G5 Sobrevida 33,0 38,2 6,0 6,0 33,0 60,0 60,0 0,9442
Melhora 18,4 235 3,0 8,0 9,0 12,0 60,0
Obito 6,3 1,3 5,0 5,5 6,0 7,0 8,0
G6 Sobrevida 8,5 4.9 5,0 50 8,5 12,0 12,0 0,1170
Melhora 27,3 24,0 7,0 9,5 21,0 45,0 60,0

Estatistica: Kruskall-Wallis.

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.
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Estes dados podem indicar o efeito da ribavirina favorecendo a resposta
clinica dos animais, j& que a diminuicdo do numero de particulas virais
circulantes permite melhor resposta imune do hospedeiro. Verificou-se ainda
gue os caes que receberam ribavirina e apresentaram melhora clinica séo
animais com mais de 24 meses de idade capazes que desenvolver uma
resposta frente a infeccéo viral. Neste caso, a idade interferiu na sobrevida dos
animais incluidos no experimento (Tabela 17).

Os dados de sobrevida foram trabalhados frente aos sinais clinicos que os
animais apresentavam quando chegaram ao Hospital Veterinario para o
atendimento. Com relacdo aos dados de sinais sistémicos, como lesdes
oculares, alteracdes respiratérias e gastroentéricas, o animal pode ter
apresentado sinais clinicos antes de serem atendidos.

Para a inclusdo dos animais na pesquisa, o tempo de evolucdo dos sinais
clinicos deveria ser no maximo de 10 dias, no entanto, quanto aos sinais
sistémicos poderiam ter um tempo maior de evolucgéao.

TABELA 18 — Frequéncia de acometimento ocular dos caes com cinomose em
relacdo a sobrevida. Botucatu, SP, 2011.

Sinais Obito Sobrevida Melhora Total
oculares

n % n % n % n %
Com 16,0 72,7 9,0 60,0 13,0 56,5 38,0 63,3
sinais
Sem 6,0 27,3 6,0 40,0 10,0 435 22,0 36,7
sinais
Total 22,0 100,0 15,0 100,0 23,0 100,0 60,0 100,0

Estatistica: Qui-quadrado, p=0,5048.
n: numero de animais.
%: porcentagem.

Dos 23 animais da pesquisa que apresentaram melhora clinica no final do
tratamento, 56,5% apresentavam sinais oculares. No entanto, 72,7% dos
animais que morreram tinham sinais oculares. Os animais que néo
apresentavam sinais oculares tiveram uma frequéncia maior na melhora clinica
em relacéo a sobrevida e Obito (Tabela 19).
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TABELA 19 — Frequéncia dos sinais oculares em relagdo a sobrevida dos cdes com cinomose em cada grupo experimental.

Botucatu, SP, 2011.

G1 G2 G3 G4 G5 G6

Sobrevida
Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
Obito 0,0 3,0 1,0 1,0 1,0 2,0 2,0 50 1,0 2,0 1,0 3,0
% 0,0 100,0 50,0 50,0 33,3 66,7 28,6 71,4 33,3 66,7 250 750
Sobrevida 1,0 0,0 1,0 3,0 1,0 3,0 2,0 0,0 0,0 2,0 1,0 1,0
% 100,0 0,0 25,0 75,0 25,0 75,0 100,0 0,0 0,0 100,0 50,0 50,0
Melhora 4,0 2,0 3,0 1,0 2,0 1,0 0,0 1,0 0,0 50 1,0 3,0
% 66,7 33,3 75,0 25,0 66,7 33,3 0,0 100,0 0,0 100,0 250 750
Total 5,0 50 50 50 4,0 6,0 4,0 6,0 1,0 9,0 3,0 7,0
% 50,0 50,0 50,0 50,0 40,0 60,0 40,0 60,0 10,0 90,0 30,0 70,0

Estatistica: Qui-quadrado, G1 p=0,097; G2 p=0,3679; G3 p=0,5170; G4 p=0,1322; G5 p=0,2735; G6 p=0,7881.
G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

Sem: sem sinais oculares; Com: com sinais oculares.

%: porcentagem.
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E possivel identificar que dos animais que apresentaram melhora clinica
nos grupos 1, 2 e 3 ha uma maior porcentagem nos que ndo apresentavam
sinais oculares, entretanto nos grupos 4, 5 e 6 a maior porcentagem é de
animais que tinham sinais oculares.

Dos animais que morreram, a porcentagem com sinais oculares € superior
a 50%, em todos 0s grupos.

A frequéncia de sinais gastroentéricos também foi comparada com a
sobrevida dos animais, independente do grupo de tratamento, nos diferentes
grupos experimentais, de acordo com a tabela 20.

TABELA 20 — Frequéncia dos sinais gastroentéricos em relacdo a sobrevida
dos cdes com cinomose. Botucatu, SP, 2011.

Sinais Obito Sobrevida Melhora Total
gastroentéricos
n % n % n % n %
Com sinais 6 27,3 5 33,3 12 52,2 23 38,3
Sem sinais 16 72,7 10 66,7 11 47,8 37 61,7
Total 22 100,0 15 100,0 23 100,0 60 100,0

Estatistica: Qui-quadrado, p=0,2059.
n: numero de animais.
%: porcentagem.

Pode-se verificar que independente do tratamento realizado, dos animais
gue morreram 72,7% nao apresentavam sinais gastroentéricos e dos animais
que melhoraram 52,2% tinham sinais de acometimento do sistema digestorio.

Na tabela 21 pode-se verificar o0s resultados referentes aos sinais
gastroentéricos e de sobrevida, para os diferentes grupos. Sendo que o0s
grupos 2, 3, 5 e 6 apresentaram ocorréncia acima de 50% de alteracdes do
sistema digestério, dentre os animais que melhoraram clinicamente. Os sinais
gastroentéricos podem ter ocorrido antes ou durante o atendimento no Hospital
Veterinario. No G1 esta frequéncia ndo ocorreu e no G4 apenas um animal
apresentou melhora clinica e ndo teve sinais gastroentéricos. Entre os animais
gue morreram a auséncia de sinais gastroentéricos foi superior a 50%.
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TABELA 21 - Frequéncia dos sinais gastroentéricos em relacdo a sobrevida dos cdes com cinomose nos grupos
experimentais. Botucatu, SP, 2011.

G2 G4

Sobrevida
Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
Obito 3,0 0,0 2,0 0,0 3,0 0,0 4,0 3,0 2,0 1,0 2,0 2,0
% 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 57,1 429 66,7 33,3 50,0 500
Sobrevida 0,0 1,0 3,0 1,0 3,0 1,0 2,0 0,0 2,0 0,0 0,0 2,0
% 0,0 100,0 75,0 25,0 75,0 25,0 100,0 0,0 66,7 0,0 0,0 50,0
Melhora 4,0 2,0 1,0 3,0 1,0 2,0 1,0 0,0 2,0 3,0 2,0 2,0
% 66,7 33,3 25,0 75,0 33,3 66,7 100,0 0,0 40,0 60,0 50,0 50,0
Total 7,0 3,0 6,0 4,0 7,0 3,0 7,0 3,0 6,0 4,0 4,0 6,0
% 70,0 30,0 60,0 40,0 70,0 30,0 70,0 30,0 60,0 40,0 40,0 60,0

Estatistica: Qui-quadrado, G1 p=0,1612; G2 p=0,1534; G3 p=0,1965; G4 p=0,3992; G5 p=0,3293; G6 p=0,4346.
G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

Sem: sem sinais gastroentéricos; Com: com sinais gastroentéricos.

%: porcentagem.



105

TABELA 22 - Frequéncia dos sinais respiratérios em relacédo a sobrevida dos
caes com cinomose. Botucatu, SP, 2011.

Sinais Obito Sobrevida Melhora Total
respiratorios
n % n % n % n %
Com sinais 11 50,0 9 60,0 5 21,7 25 41,7
Sem sinais 11 50,0 6 40,0 18 78,3 35 58,3
Total 22 100,0 15 100,0 23 100,0 60 100,0

Estatistica: teste do qui-quadrado, p=0,0395
n: numero de animais.
%: porcentagem.

Dos animais que apresentaram melhora clinica, 78,3% apresentavam
sinais respiratorios, independente do tratamento realizado. Dos 60 animais
incluidos na pesquisa, 41,7% apresentavam sinais respiratorios, antes ou
durante o atendimento no Hospital Veterinario.

No entanto, dos animais que morreram, a ocorréncia de sinais respiratorios
foi de 50%, mostrando que a presenca destes sinais ndo foi determinante para
a sobrevida dos animais, independente do tratamento que tenha recebido
(Tabela 23).

O grupo 5 foi 0o que apresentou maior numero de animais com sinais
respiratorios (60%), diferente dos demais. Porém, a presenga de sinais
respiratérios ndo influenciou na sobrevida dos animais nos diferentes tipos de
tratamento, ja que 0S grupos controle apresentaram resultados similares
guanto ao 6Obito e melhora clinica, comparando-se com os grupos submetidos
aos diferentes tratamentos (Tabela 23).
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TABELA 23 - Frequéncia dos sinais respiratérios em relagédo a sobrevida dos cdes com cinomose nos grupos experimentais.
Botucatu, SP, 2011.

G1 G2 G3 G4 G5 G6
Sobrevida

em Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com

Obito 2,0 1,0 0,0 2,0 2,0 1,0 4,0 3,0 1,0 2,0 2,0 2,0
% 66,7 33,3 0,0 100,0 66,7 33,3 57,1 42,9 33,3 66,7 500 50,0
Sobrevida 0,0 1,0 2,0 2,0 2,0 2,0 1,0 1,0 0,0 2,0 1,0 1,0
% 0,0 100,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 0,0 100,0 50,0 50,0
Melhora 50 1,0 4,0 0,0 2,0 1,0 1,0 0,0 3,0 2,0 3,0 1,0
% 83,3 16,7 100,0 0,0 66,7 33,3 100,0 0,0 60,0 40,0 750 250
Total 7,0 3,0 6,0 4,0 6,0 4,0 6,0 4,0 4,0 6,0 6,0 4,0
% 70,0 30,0 60,0 40,0 60,0 40,0 60,0 40,0 40,0 60,0 60,0 40,0

Estatistica: Qui-quadrado, G1 p=2397; G2 p=0,0541; G3 p=0,8703; G4 p=0,6792; G5 p=0,3292; G6 p=0,7316.
G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

Sem: sem sinais respiratérios; Com: com sinais respiratorios.

%: porcentagem.
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Devido a caracteristica multifocal da encefalite na cinomose, 0s sinais
neurologicos foram trabalhados conforme o local da lesdo que eles refletem.
Desta forma, quanto maior a quantidade de sinais neurolégicos, maior a area
do SNC acometida e mais difusa é a distribuicdo viral. Assim, analisou-se a
guantidade de sinais neurolégicos em relacdo a sobrevida dos animais (Tabela
24).

TABELA 24 — Média, desvio padrdo, mediana e percentis da quantidade de
sinais neuroldgicos nos caes com cinomose incluidos na pesquisa em relagcéo
a sobrevida. Botucatu, SP, 2011.

Sobrevida n Média Desvio Minimo P25 Mediana P75 Maximo
padréao

Obito 22 532 2,23 1,00 4,00 5,00 7,00 10,00
Sobrevida 15 3,60 2,03 1,00 2,00 3,00 5,00 7,00

Melhora 23 4,13 1,87 2,00 3,00 3,00 500 10,00

Estatistica: Kruskall-Wallis, p=0,3530
n: numero de animais.

P25: percentil 25.

P75: percentil 75.

Pode-se verificar que 0s animais que morreram tinham mais sinais que 0s
animais que os sobreviventes ou que apresentaram melhora clinica. E
importante ressaltar que o minimo da soma dos sinais neuroldgicos nos
animais que morreram e que sobreviveram foi de apenas um sinal, enquanto
gue os animais que melhoraram apresentaram no minimo dois sinais
neuroldgicos. O mesmo ocorre com 0 maximo da soma dos sinais, onde 0s
animais que melhoraram e que morreram apresentaram o maximo de 10 sinais
neurolégicos. Desta forma, verificou-se que a quantidade de sinais
neuroldgicos nao interferiu de forma determinante no desfecho da doenca,
independente do tratamento realizado.
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TABELA 25 — Média, desvio padrao, mediana e percentis da soma dos sinais neuroldgicos nos cdes com cinomose em cada

grupo experimental em relagdo a evolugédo clinica. Botucatu, SP, 2011.

Grupo Evolugéo n Média Desvio Minimo P25 Mediana P75 Maximo Valor de
clinica padréo p
Obito 3 5,33 2,52 3,00 3,00 5,00 8,00 8,00
Gl Sobrevida 1 5,00 0,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 04563
Melhora 6 3,83 1,17 3,00 3,00 3,50 4,00 6,00
Obito 2 5,50 3,54 3,00 3,00 5,50 8,00 8,00
G2 Sobrevida 4 5,00 2,45 2,00 3,00 5,50 7,00 7,00 0,8734
Melhora 4 4,50 1,29 3,00 3,50 4,50 5,50 6,00
Obito 3 6,67 0,58 6,00 6,00 7,00 7,00 7,00
G3 Sobrevida 4 3,75 1,71 2,00 2,50 3,50 5,00 6,00 0,0513
Melhora 3 7,67 2,52 5,00 5,00 8,00 10,00 10,00
Obito 7 5,43 7,62 1,00 4,00 5,00 7,00 10,00
G4 Sobrevida 2 4,00 2,00 3,00 3,00 4,00 5,00 5,00 0,6120
Melhora 1 3,00 0,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Obito 3 5,67 1,15 5,00 5,00 5,00 7,00 7,00
G5 Sobrevida 2 1,50 0,71 1,00 1,00 1,50 2,00 2,00 0,0167
Melhora 5 3,20 0,45 3,00 3,00 3,00 3,00 4,00
Obito 4 3,75 2,22 1,00 2,00 4,00 5,50 6,00
G6 Sobrevida 2 1,50 0,71 1,00 1,00 1,50 2,00 2,00 0,3148
Melhora 4 3,00 0,82 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00

Estatistica: ANOVA (Andlise de variancia), valores significativos p = 0,05.

n: ndmero de animais; G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

P25: percentil 25; P75: percentil 75.
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Apenas dois grupos apresentaram resultados estatisticamente
significativos, os G3 e G5. No G3, os animais que apresentaram melhora
clinica foram aqueles com maior quantidade de sinais neurol6gicos, com
mediana de oito sinais por animal, diferente do que ocorreu com 0s animais
dos outros grupos experimentais. Neste grupo os animais foram tratados
apenas com DMSO, e séo considerados como controle.

Os animais do G5 foram tratados com ribavirina e prednisona e tiveram um
resultado significativo em relagdo a soma de sinais neurolégicos com a
evolucdo clinica. Neste grupo, a maioria dos animais que melhoraram
apresentava trés sinais neurologicos quando chegaram para o atendimento
hospitalar. Como aconteceu com todos 0S outros grupos ndo encontrou-se
resultado estatisticamente significativo.

Desta forma, os animais que melhoraram apresentavam menos sinais
neurolégicos do que os que morreram, mesmo recebendo o antiviral. O
tratamento experimental ndo foi capaz de desenvolver uma evolucéo clinica
favoravel em animais com muitos sinais neurologicos, provavelmente pelo
guadro de lesédo cerebral. Tal fato pode ser avaliado na figura 2.

(e}

v

H 6bito
H sobrevida

B melhoraclinica

Numero de sinais neurolégicos
w H

N

G1 G2 G3 G4 G5 G6

Grupos Experimentais

Estatistica: Krsukall-Wallis
G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

FIGURA 2 — Representacao gréafica dos valores de mediana da soma de sinais
neurolégicos dos cdes com cinomose em relacdo a evolucdo clinica em cada
grupo experiemental. Botucatu, SP, 2011.
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Dos animais pesquisados, 34 apresentavam entre trés e cinco sinais
neuroldgicos no momento do exame clinico inicial. Houve menor frequéncia de
animais com 10 ou mais sinais neurologicos, pois estes geralmente
apresentavam um quadro avancado da doenca e poderiam néo sobreviver para
gue pudessem receber o farmaco antiviral. Porém, houve semelhanca na
guantidade de animais quando agrupados pelo numero de sinais neurologicos
(Tabela 26).

Animais com apenas um ou dois sinais também n&o foram selecionados
devido a caracteristica multifocal da enfermidade, optando-se para selecéo de
animais com mais de trés sinais neurologicos, que caracterizasse melhor o
qguadro clinico da cinomose.

TABELA 26 — Frequéncia da soma de sinais neuroldgicos em relacdo a
evolugao clinica dos cdes com cinomose independente do grupo experimental.
Botucatu, SP, 2011.

Soma dos
sinais Obito Sobrevida Melhora Total

neurolégicos

1 2,0 2,0 0,0

% 50,0 50,0 0,0 :
2 0,0 4,0 1,0 5
% 0,0 80,0 20,0
3 3,0 2,0 11,0 16
% 18,8 12,5 68,8
4 1,0 2,0 50 3
% 12,5 25,0 62,5
5 6,0 2,0 2,0
% 60,0 20,0 20,0 10
6 3,0 1,0 2,0 5
% 50,0 16,7 e
7 4,0 2,0 0,0 6
% 66,7 33,3 0,0
8 2,0 0,0 1,0 3
% 66,7 0,0 e
10 1,0 0,0 1,0 ’
% 50,0 0,0 50,0

Total 22,0 15,0 23,0

60
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% 36,7 25,0 38,3

Estatistica: ANOVA (Analise de Variancia).
%: porcentagem em relacao a linha.

No entanto, animais com mais de cinco sinais neurol0gicos apresentaram
maior numero de 6bitos em relagdo aos com um até quatro sinais (Tabela 27).
Esta caracteristica é esperada na encefalite pela cinomose, pois quanto maior
a area afetada, pior o prognéstico da doenca.
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TABELA 27 — Frequéncia da soma de sinais neurol6gicos nos caes com cinomose em relacdo a evolugdo clinica nos

diferentes grupos experimentais. Botucatu, SP, 2011.

Soma G1 G2 G3 G4 G5 G6
dos 5 s M @ s M & s M @ S M @ S M @ S M

sinals
1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 1,0 1,0 0,0
% 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 50,0 50,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 1,0 1,0
% 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 50,0 50,0
3 1,0 0,0 3,0 1,0 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0 0,0 1,0 1,0 0,0 0,0 4,0 1,0 0,0 2,0
% 25,0 0,0 75,0 50,0 0,0 50,0 0,0 100,0 0,0 0,0 50,0 50,0 0,0 0,0 100,0 33,3 0,0 66,7
4 0,0 0,0 2,0 0,0 1,0 1,0 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 1,0
% 0,0 0,0 100,0 0,0 50,0 50,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0
5 1,0 1,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 1,0 2,0 1,0 0,0 2,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0
% 50,0 50,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 66,7 33,3 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0
6 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 1,0 1,0 1,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0
% 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 50,0 50,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0
7 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0 0,0 2,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
% 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
8 1,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
% 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
10 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
% 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Total 3,0 1,0 6,0 2,0 4,0 4,0 3,0 4,0 3,0 7,0 2,0 1,0 3,0 2,0 5,0 4,0 2,0 4,0
% 30,0 10,0 60,0 20,0 40,0 40,0 30,0 40,0 30,0 70,0 20,0 10,0 30,0 20,0 50,0 40,0 20,0 40,0

Estatistica: Kruskall-Wallis
@: 6bito; S: sobrevida; M: melhora clinica.

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.
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No G1, 40% dos animais apresentavam trés sinais neurologicos, e apenas
um morreu. Os dois animais que apresentavam quatro sinais neuroldgicos
melhoraram, enquanto que o0s dois com cinco sinais neurolégicos nao
mostraram melhora clinica. Neste grupo se verificou que a mesma
caracteristica observada em todos os animais, independente do grupo
experimental, demonstrando que o tratamento no G1 ndo alterou a
caracteristica da sobrevida dos animais.

O G2 apresentou uma distribuicdo mais uniforme dos animais em relacéo a
soma de sinais neurologicos e foi possivel verificar que apenas dois animais
apresentaram trés, quatro e sete sinais clinicos. Dentre 0s animais que
morreram, um apresentou trés sinais neuroldgicos e o outro sete sinais. Neste
grupo nao foram incluidos animais com um ou 10 sinais neuroldgicos. A
resposta ao tratamento antiviral ficou bastante evidente neste grupo pela
sobrevida e melhora clinica dos animais, mas néo foi possivel afirmar com
relacdo aos sinais neurologicos.

No grupo 3 apenas dois animais apresentaram seis e sete sinais
neurolégicos e destes nenhum apresentou melhora clinica e trés morreram.
Neste grupo nenhum animal apresentou apenas um sinal neurologico. Um
animal apresentou dois, outro trés, outro quatro, outro cinco, outro oito e outro
10 sinais. Destes seis animais, nenhum morreu e os trés com menos sinais
sobreviveram. Estes resultados s&o diferentes aos obtidos no estudo de todos
0s animais incluidos na pesquisa, onde aqueles com mais sinais neuroldgicos
foram os que apresentaram melhora clinica.

O G3, grupo controle para os tratamentos antivirais sem a prednisona,
mostrou que em comparacdo aos grupos tratados com ribavirina houve
diferenca em relagdo ao numero de sinais neurolégicos, 0 que mostra que
guando tratados com ribavirina os animais com menor numero de sinais
neurolégicos apresentam maior chance de resposta na encefalite pela
cinomose. Diferentemente no G3, em que houve maior sobrevida em relagcéo a
melhora clinica, os animais com maior quantidade de sinais neurologicos
tiveram maior chance de sobreviver ao periodo de tratamento em relacdo aos
animais que morreram.

No G4 a maioria dos animais apresentava cinco sinais neurolégicos, sendo
gue dos trés animais, dois morreram. Este foi o pior grupo com relacdo a
sobrevida dos animais, demonstrando a maior letalidade (70%). Destes, um
animal apresentou 10 sinais neurologicos e nenhum apresentou dois sinais.
Este grupo serviu de grupo controle principalmente para os grupos 5 e 6 pelo
uso da prednisona, que mostrou pouca eficacia pois mesmo animais com
pouco sinais neuroldgicos morreram, diferente do ocorrido com os demais
grupos.

O G5 mostrou o segundo melhor resultado frente a melhora clinica (50%),
sendo que quatro animais apresentavam apenas trés sinais neurologicos e
apenas um apresentou quatro sinais neuroldgicos. Assim como nos outros
grupos, 0s Obitos ocorreram em animais com mais sinais neuroldgicos.
Nenhum animal deste grupo apresentou seis, oito e 10 sinais neurolégicos.

Diferente do que ocorreu com todos o0s outros grupos, o G6 apresentou
maior nimero de animais com um, dois e trés sinais neuroldgicos, totalizando
guatro 6bitos, sendo em dois animais com um e trés sinais apenas. Neste
grupo ndo foram incluidos animais com sete, oito e 10 sinais neurolégicos. A
melhor resposta para melhora clinica aconteceu nos animais com dois, trés e



114

quatro sinais. Apesar de tratado com antiviral este foi 0 segundo grupo com
maior letalidade, com resultado similar aos dos outros grupos.

Os sinais neurologicos foram avaliados separadamente e séo
apresentados na tabela 28, relacionando-se a evolugdo clinica, que foi
agrupada em sobrevida e melhora clinica, bem como o percentual de 6ébito,
para cada sinal.

Dos 22 (36,7%) animais morreram, 20 (90,9%) animais apresentaram
alteracdes de nervos cranianos, que foi o sinal neuroldgico relacionado ao
maior numero de Obitos. Estes resultados n&o apresentaram valor significativo
na analise estatistica, porém pode-se verificar que alguns sinais foram
importantes para a evolucao clinica (Tabela 28).

TABELA 28 — Frequéncia dos sinais neuroldgicos nos cdes com cinomose em
relacdo a evolucéao clinica, independente dos grupos experimentais. Botucatu,
SP, 2011.

Obito Sobrevida e Melhora
Sinais neuroldgicos
n % n %
Alteracdo de Nervos 20 90,9 27 71,1
Cranianos
Alteracédo de postura 16 72,7 25 65,8
e andar
Ataxia 7 31,8 6 15,6
Mioclonias 14 63,6 13 34,2
Déficits de 13 59,1 13 34,2
propriocepcao
Balancar de cabeca 5 22,7 12 31,6
Desvio de cabeca 6 27,3 8 21,1
Alteracao do nivel 7 31,8 6 15,6

de consciéncia

Choro noturno 3 13,6 5 13,2
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Reflexos Medulares 4 18,2 4 10,5
Andar compulsivo 4 18,2 4 10,5
Andar em circulos 2 9,1 3 7,9
Opistotono 3 13,6 2 5,3
Agressividade 3 13,6 1 2,6
Presséo da cabeca 2 9,1 0 0,0

contra objetos

Total 22 38

Estatistica: Qui-quadrado
n: numero de animais. %: porcentagem em relagdo ao numero de Obitos.

78,3% dos animais pesquisados apresentavam alteracdo de nervos
cranianos e apenas 42,6% morreram. Quanto a alteracdo de nervos cranianos,
pode-se afirmar que a sobrevida e melhora clinica quando associadas foi
maior. As alteracdes de postura e andar também foram percentualmente
semelhantes, onde o maior nimero dos animais acometidos com essa
alteracao neuroldgica foi para sobrevida e melhora clinica (61%). Estes sinais
nao foram decisivos para sobrevida dos animais, de modo que pudesse intervir
no tratamento.

Entre os animais incluidos na pesquisa 68,3% apresentaram ataxia, porém
63,4% destes chegaram ao final do tratamento ou melhoraram clinicamente.
Este sinal também n&o interferiu no tratamento experimental.

A mioclonia foi encontrada em 45% dos animais, sendo que, neste caso,
51,9% deles morreram. No entanto, dos 22 animais que morreram 63,6%
apresentavam mioclonias. Este sinal neurologico se revelou importante na
evolucao clinica dos animais tratados, pois independente do tratamento a maior
parte dos animais com mioclonias morreram.

Dos 43,3% dos animais que apresentavam déficits de propriocepcao, 50%
morreram, e destes 59,1% apresentavam este déficit. Tal achado pode ter
ocorrido porque animais que apresentam déficits de propriocep¢ao geralmente
apresentam outros sinais associados pela possivel localizacdo da lesdo. Desta
forma, este resultado corresponde aos achados quando considerados em
relacdo a soma dos sinais neurolégicos.

Os outros sinais neurologicos encontrados apresentaram frequéncias
inferiores a 30%, causando menor interferéncia nos resultados de sobrevida
em relacdo ao tratamento. Assim sendo, os sinais de balancar a cabeca
(31,6%), desvio de cabeca (57,1%), choro noturno (62,5%), reflexos medulares
(50%), andar compulsivo (50%) e andar em circulos (60%) apresentaram taxas
de sobrevida e melhora maior ou igual as de obito.

No entanto, alguns sinais mesmo com baixa frequéncia demonstraram
certa influéncia na sobrevida dos animais, com taxas de Obito superiores em
relacdo a sobrevida e melhora clinica quando os animais apresentavam estes
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sinais, como alteracdo do nivel de consciéncia (53,8%), opistotono (60%),
agressividade (75%) e pressao da cabeca contra objetos (100%).

3. Exames complementares:
3.1 Hemograma:

Os dados de hemograma foram comparados em todos 0s momentos nos
grupos tratados com ribavirina (1, 2, 5 e 6), e nos dias 1, 7 e 15 de tratamento
em todos 0s grupos, inclusive nos dois grupos controle. Para cada parametro
do hemograma foram calculados: média, desvio padrédo, mediana e percentis
em cada momento de colheita.

Os resultados da contagem de hemacias demonstraram que os animais do
grupo 4 apresentavam valores inferiores aos outros grupos. Os caes do G5
apresentaram mediana proxima do valor de normalidade (5.500.000-8.500.000
hemécias/uL). A maior parte dos animais apresentava anemia, no momento do
exame inicial, ja que todos os grupos tiveram medianas com valores abaixo da
normalidade para cées.

Todos 0s grupos apresentaram queda na mediana da contagem de
hemacias, evidenciando anemia apos o periodo de tratamento. Os animais dos
grupos 3, 5 e 6 apresentaram valores inferiores a 3.500.000 células/pL (Figura
3).

Diferente dos outros grupos, dois animais do G5 e um animal do G6
apresentaram valores inferiores a 2.000.000 células/uL no 15° dia de
tratamento, o que pode ser classificado como anemia grave. Apenas um animal
do G6 recebeu transfusdo sanguinea durante o periodo de tratamento, sendo
este dado desconsiderado no calculo da mediana para este parémetro (Figura
3).
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Estatistica: Teste de Kruskall-Wallis
G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

FIGURA 3 — Representacdo grafica das medianas da contagem de heméacias
dos cdes com cinomose em cada momento de colheita de material nos grupos
experimentais. Botucatu, SP, 2011.

Em relacdo a dosagem de hemoglobina, encontrou-se resultado
significativo estatisticamente em dois momentos, no 1° e 15° dias de
tratamento. O primeiro dia € o momento quando 0s animais chegam ao
Hospital Veterinario e ainda ndo receberam nenhum tratamento. Esta diferenca
dos valores seguiu a mesma relacéo dos valores da contagem de heméacias.

Conforme ocorreu na contagem de hemacias, na dosagem de hemoglobina
os animais do G4 foram os que apresentaram menor mediana. No entanto, o
anico grupo que apresentou mediana da dosagem de hemoglobina dentro dos
valores de referéncias para cées foi o G5 (valores de referéncia: 12-18 g/dL).

No primeiro momento pode-se afirmar somente que a maioria dos animais
apresentava contagem de hemacias e dosagem de hemoglobina baixas
guando chegaram ao Hospital Veterinario.

Apés o tratamento experimental, o0 G2 foi o que apresentou mediana para a
dosagem de hemoglobina, ao contrario dos grupos 5 e 6. Pode-se observar
gue a ribavirina em associacdo com a prednisona induziram uma queda nos
niveis de hemoglobina nos animais destes dois grupos, diferente dos animais
do grupo controle e daqueles que ndo receberam a associacado destes dois
farmacos.

Além disso, os grupos 2 e 6 que receberam DMSO em associacdo aos
medicamentos experimentais mantiveram a dosagem de hemoglobina mais
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alta, do que nos grupos 1 e 5, onde foram utilizados os mesmos farmacos sem
a associacao do DMSO.

Os dados da mediana da dosagem de hemoglobina em todos os
momentos podem ser observados na figura 4.
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Estatistica: Teste de Kruskall-Wallis

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

FIGURA 4 - Representacdo grafica das medianas da dosagem de
hemoglobina dos cédes com cinomose em cada momento de colheita de
material nos grupos experimentais. Botucatu, SP, 2011.

Através do grafico foi possivel verificar que a queda da dosagem de
hemoglobina ocorre aproximadamente no 10° dia de tratamento. Pelo tragado
das curvas é possivel verificar também que tanto no grupo tratado com o
antiviral, como nos grupos controle, ocorre uma queda na dosagem de
hemoglobina, demonstrando que ndo € em funcéo do tratamento antiviral. No
entanto, nos animais do G5 a mediana foi mais baixa, em relagdo aos outros
grupos.

O volume globular das heméacias também foi analisado entre os grupos e
estes dados apresentaram diferenca estatistica (p=0,0021) somente no
primeiro dia de tratamento, da mesma forma que a contagem de heméacias e a
dosagem de hemoglobina. Os dados de volume globular s&o apresentados na

Figura 5.
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Estatistica: Teste de Kruskall-Wallis

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

FIGURA 5 — Representacdo grafica das medianas do volume globular das
hemacias de caes com cinomose em cada momento de colheita de material
Nnos grupos experimentais. Botucatu, SP, 2011.

Apesar dos grupos controle apresentarem quase 10 pontos percentuais
abaixo dos valores de referéncia (37-55%) no 15° dia de tratamento, nos
grupos que receberam ribavirina, exceto o G2, os valores de volume globular
chegaram a extremos, abaixo de 25%. Assim como 0s outros resultados
apresentados, todos 0s animais mostraram anemia no Ultimo dia de tratamento,
sendo que os grupos 1, 5 e 6 apresentaram 0s piores resultados tanto de
volume globular, quanto de contagem de heméacias e dosagem de
hemoglobina.

Ficou evidenciado que o tratamento com ribavirina, sem o DMSO, pode
levar a anemia mais grave que a propria evolucdo da doenca. O antiviral
guando associado a prednisona pode levar a quadros de anemia grave,
principalmente quando a prednisona é administrada na dose de 4 mg/Kg, a
cada 24 horas, como aconteceu no G5.

Com relacdo ao numero de plaquetas ndo encontradou-se resultado com
significancia estatistica e em nenhum dos grupos foi encontrada uma alteracao
destes valores que fosse significativa clinicamente. O G6 foi 0 Unico grupo que
apresentou mediana relativamente baixa no ultimo dia de tratamento (86.000
plaguetas/uL). No entanto, apés o 12° dia de tratamento todos 0s grupos
demonstraram queda no namero de plaquetas. O valor de normalidade para
cées considerado foi de 200.000-400.000 plaquetas/pL.
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Na série branca, a contagem total de leucocitos ndo apresentou resultados
estatisticamente significativos. Nos dados da contagem de leucécitos foi
possivel identificar que a mediana do G3 foi menor em relacdo aos outros
grupos no ultimo dia de tratamento, chegando a 3.663 leucdcitos/puL, sendo os
valores de referéncia para céaes de 6.000-17.000 leucdcitos/uL. O G1 também
apresentou mediana abaixo dos valores de referéncia com 4.550 leucocitos/pL,
no 15° dia de tratamento. Enquanto que todos os outros grupos apresentaram
medianas dentro dos limites de normalidade para caes (Figura 6).

Os valores iniciais do leucograma mostraram uma distribuicdo muito ampla,
com as medianas variando bastante entre si, sendo esta uma caracteristica da
propria enfermidade. A Figura 6 evidencia ainda que as medianas dos grupos 4
e 5, que receberam doses imunossupressoras de prednisona, mostraram uma
contagem de leucécitos mais alta em relacdo aos outros grupos, sendo esta
uma resposta esperada pelo uso de glicocorticoides.
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Estatistica: Teste de Kruskall-Wallis

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

FIGURA 6 — Representacdo grafica das medianas da contagem total de
leucécitos dos cdes com cinomose nos momentos de colheita de material.
Botucatu, SP, 2011.

Os grupos 1, 2 e 3, que nao receberam prednisona, demonstraram uma
gueda nesta contagem a partir do 12° dia de tratamento, demonstrando assim
gue esta alteracao pode ser uma consequéncia natural da doenca, ja que os
animais do G3 nédo receberam ribavirina. A mediana do G6 demonstrou a
mesma caracteristica, evidenciando que a dose de 0,5 mg/Kg, a cada 12 horas,
ndo foi capaz de aumentar a quantidade de leucdcitos circulantes tanto quanto
a dose imunossupressora.
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Com relagao ao diferencial de células brancas, os neutrofilos apresentaram
resultado estatisticamente significativo entre os grupos 1 e 6 (p=0,0177) no
sétimo dia de tratamento. Os valores das medianas do nimero de neutrofilos
indicou um aumento consideravel nos dias 4 e 7 do tratamento no GB6,
enquanto que o G1 mostrou o menor numero destas células no dia 7,
justificando assim a diferenca significativa destes valores. O valor de referéncia
considerado para cdes é de 3.000-11.500 células/pL, portanto nenhum grupo
apresentou mediana abaixo ou acima dos valores de referéncia, demonstrando
a pouca relevancia clinica frente aos achados estatisticos. Desta forma, os
tratamentos experimentais nao intervieram nos valores de neutréfilos, nos
diferentes grupos.

A contagem de linfécitos € extremamente importante na patogenia da
cinomose e é o tipo celular que mais sofre interferéncia dos farmacos
experimentais. Nesta contagem foi encontrada uma diferenca estatistica no
ultimo dia do tratamento entre os grupos 4 e 6 como pode ser observado na
tabela 29.

TABELA 29 — Valor absoluto de linfocitos do hemograma dos cdes com
cinomose em média, desvio padrédo, mediana e percentis no décimo quinto dia
nos diferentes grupos. Botucatu, SP, 2011.

Grupo Média Desvio padréao Mediana P25 P75
G1 188 166 136% 104 251
G2 688 998 324%® 246 590
G3 952 969 748%® 292 1284
G4 676 349 564° 463 777
G5 233 231 136% 80 281
G6 159 140 120° 74 177

Estatistica: valores de mediana seguidos de letras diferentes indicam diferencas significativas
entre os grupos pelo teste de Kruskall-Wallis (Valor de P=0,0234).

P25: percentil 25

P75: percentil 75

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

Verificou-se que o G3 apresentou melhor resposta linfocitaria ao final do
tratamento. No entanto, foi o Unico grupo que ndo recebeu ribavirina e
prednisona. Nos grupos que receberam ribavirina e/ou prednisona os valores
de linfécitos foram menores. Os valores de referéncia para o numero absoluto
de linfécitos para espécie canina é de 1.000-4.800 células/puL. Os valores das
medianas nos grupos 1, 5 e 6 foram as menores encontradas no ultimo dia de
tratamento, chegando préximo de 100 células/pL, considerada uma linfopenia
relativamente acentuada.

Os valores das medianas de todos 0s grupos séo apresentados
graficamente, conforme o momento da colheita de material, com objetivo de
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avaliar a quantidade de linfocitos de acordo com os dias de tratamento, nos
diferentes grupos experimentais (Figura 7).
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Estatistica: Teste de Kruskall-Wallis

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

FIGURA 7 — Representagcdo grafica da mediana dos valores absolutos de
linfécitos no hemograma dos cdes com cinomose de cada grupo nos momentos
de colheita de material. Botucatu, SP, 2011.

No 4° dia de tratamento dos animais dos grupos 1, 5 e 6 foi possivel
identificar uma queda nos valores de linfocitos, que foi constante nos trés
grupos, chegando a valores préximos de 100 células/uL no décimo quinto dia.

Novamente foi possivel detectar que todos os grupos que receberam o
tratamento antiviral apresentaram uma queda nos valores de linfocitos
principalmente no ultimo dia de internamento. Os grupos 3 e 4, que nhao
receberam ribavirina, apresentaram aumento do numero de linfocitos
circulantes apos o sétimo dia de tratamento, com a mediana chegando proximo
ao valor de referéncia no décimo quinto dia. Os valores de medianas de todos
0S grupos nao atingiram os padrdes de referéncia em nenhum momento do
tratamento, caracterizando uma linfopenia persistente.

As medianas dos valores absolutos de eosinofilos mostraram um resultado
significativo estatisticamente no sétimo dia de tratamento entre os grupos 2 e 5,
ja que a mediana do grupo 5 neste momento foi zero. Os grupos tratados com
DMSO (G2 e G3) apresentaram 0os maiores valores de medianas no sétimo dia
de tratamento. No entanto, os grupos tratados com prednisona apresentaram
valores de mediana igual a zero (G4, G5 e G6).

Os dados dos valores das medianas dos eosinofilos em todos os grupos
foram avaliados em cada momento de colheita de sangue e ndo houve
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significancia estatistica. Foi identificado um aumento de eosinéfilos nos grupos
2 e 4, onde terminam o tratamento com valores de medianas altas, porém nao
ultrapassam os valores de referéncia para caes (100-1.200 células/ulL) e, desta
forma, ndo caracterizam uma eosinofilia.

Os mondcitos ndo apresentaram resultado estatistico significativo. A
maior parte das medianas dos grupos experimentais apresentou valor dentro
daqueles de normalidade para caes (100-1.300 mondcitos/uL). S6 foi
encontrada monocitose no quarto dia de tratamento dos cdes do G2, sem
apresentar relevancia clinica a pesquisa. Os dados apresentaram uma
semelhanca nos diferentes grupos, demonstrando que nao houve alteracédo dos
monadcitos com a utilizacdo de ribavirina, prednisona e DMSO nas doses
administradas.

3.2 Outras alteragdes hematoldgicas:

Na realizacdo do hemograma é feita uma lamina para a contagem
diferencial e observacdo das células. Na cinomose ha alteracbes celulares
comumente encontradas no hemograma, como linfécitos reativos, inclusédo de
Lentz e mondcitos ativados. No presente trabalho, esses dados foram
estudados em todos os momentos, no entanto, em alguns momentos nao
foram encontradas as alteracdes descritas. Além disso, os grupos 3 e 4 tiveram
menos colheitas de sangue para hemograma que 0S grupos experimentais,
assim em algumas analises esses grupos nao foram incluidos.

Por causa da baixa incidéncia desses achados, ndo encontrou-se resultado
significativo estatisticamente em nenhum momento de colheita. Apenas dois
animais apresentaram mondcitos ativados no primeiro dia, antes do tratamento,
com uma frequéncia de 3,3% de todos os animais incluidos na pesquisa.
Somente um animal no G1 e no G3, com taxas de 10% em cada grupo
respectivamente. No quarto dia de tratamento também foram encontrados
monacitos ativados, porém neste dia ndo houve colheita de sangue para os
animais dos grupos 3 e 4. Ainda foi possivel encontrar mondcitos ativados, com
uma taxa de 7,5% entre os 40 animais tratados com ribavirina e suas
associacfes. Dos animais que apresentaram essa alteracdo no hemograma,
dois foram do grupo 1 e um do G2.

No sétimo dia de tratamento, os mondcitos ativados foram encontrados em
um numero maior de cées. Neste momento, 0S seis grupos experimentais
perfazem apenas 54 animais, sendo que 0S seis animais que morreram
pertenciam aos G3 e G4. O G1 apresentou um niumero maior de animais com
monacitos ativados circulantes (50%), seguido dos animais do G3 (25%) e
estas células ndo foram encontradas nos animais dos grupos 4 e 6. Os
monacitos ativados também foram encontrados nos hemogramas colhidos no
décimo dia de tratamento, porém nestes dias ndo houve colheita de sangue
nos G3 e G4. Os resultados demonstram que proporcionalmente o
aparecimento desta célula no hemograma aumenta com relacdo ao tempo de
tratamento. No décimo dia de tratamento, a taxa aumentou para 18,9%,
observando-se que no G6 nédo houve deteccdo deste tipo de célula e que no
G1 a taxa chegou a 42,9%. Até o décimo dia de tratamento trés animais
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haviam morrido, um em cada grupo, 1, 2 e 5, por isso a soma total de animais
foi para 37.

No décimo segundo dia de tratamento, os mondcitos ativados cairam para
17,6%. Nenhum animal do grupo 6 tinha mondcitos ativados, entretanto todos
0S outros grupos permaneceram com esta célula e neste momento
apresentavam uma taxa de 33,3%.

No décimo quinto dia de tratamento, o total de animais sobreviventes foi de
41, sendo que 9,8% apresentavam monadcitos ativados no sangue circulante.
Os grupos 4 e 6 ndo apresentaram estas ceélulas nos hemogramas, assim
como ocorreu com 0 G6 em todos os momentos do tratamento (Figura 8).
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FIGURA 8 — Representacédo grafica do niumero de cdes com cinomose que
apresentaram monaocitos ativados no hemograma nos diferentes momentos de
colheita de material. Botucatu, SP, 2011.

Foi possivel identificar que o G1 foi 0 grupo que apresentou o maior
namero de animais com mondocitos ativados durante quase todo o periodo de
tratamento, exceto no décimo quinto dia. O grupo 2 chegou a dois animais no
ultimo dia, com maior nimero de animais neste momento. Nos grupos 4 e 6
ndo foram encontrados animais com mondcitos ativados no sangue periférico,
em nenhum momento do tratamento.

Apesar dos animais apresentarem sinais neurolégicos e com tempo de
evolucao de no maximo 10 dias, ndo se esperava encontrar corpusculos de
inclusdo. No entanto, estes foram observados em dois momentos: no primeiro
dia de atendimento, onde dos 60 animais incluidos apenas um (1,7%) animal
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do G3 apresentou inclusdes de Lentz no sangue periférico; no décimo quinto
dia de tratamento também foi observado um (2,4%) animal dos 41 que
sobreviveram que apresentava a inclusdo no hemograma, sendo que este
animal estava incluido no G5.

Com relacédo aos achados hematolégicos, os linfocitos na sua forma reativa
apresentam um significado importante na cinomose. Estes dados foram
trabalhados da mesma forma que os mondcitos ativados. Os dados foram
avaliados para cada momento de colheita de sangue para realizacdo dos
hemogramas, nos dias 1, 4, 7, 10, 12 e 15 para os grupos 1, 2, 5 e 6. Nos dias
4, 10 e 12 néo foi realizada colheita de sangue para hemograma nos grupos 3
e 4.

Portanto, no primeiro dia de atendimento no Hospital Veterinario, antes do
tratamento, os linfocitos reativos foram encontrados em 8,3% dos animais
incluidos na pesquisa. Apenas 0os G2 e G4 ndo apresentaram animais com
linfocitos reativos no hemograma. O grupo que apresentou maior niumero foi o
G6 com dois animais neste momento.

No quarto dia de tratamento, apenas um (2,5%) animal do grupo 2
apresentou linfécitos reativos no sangue periférico, sendo que neste momento
a frequéncia foi calculada para 40 animais, ja que os animais dos grupos 3 e 4
nao foram incluidos.

No décimo dia de tratamento, apenas 0s grupos 5 e 6 apresentaram
animais com linfocitos reativos circulantes, encontrando-se a taxa de 5,4% dos
37 animais que sobreviveram a este periodo de tratamento, nos quatro grupos
experimentais.

Com 12 dias de tratamento ndo foram encontrados linfocitos reativos e no
décimo quinto dia de tratamento foram encontrados linfocitos reativos em um
(2,4%) animal, dos 41 que sobreviveram ao tratamento experimental, sendo
que este pertencia ao grupo 6.

3.3Dosagens bioquimicas:

As dosagens bioquimicas foram realizadas nos animais dos grupos 1, 2, 5
e 6, considerados grupos experimentais, nos dias 1, 5, 10 e 15 de tratamento.
Nos animais dos grupos controle ndao foram realizadas as dosagens
bioquimicas, pois os animais receberam medicamentos conhecidos em sua
farmacologia em trabalhos anteriores. O presente estudo objetivou identificar
efeitos indesejaveis causados principalmente pela ribavirina e suas
associacoes.

Estas medidas foram utilizadas para identificar lesbes hepaticas e renais
frente a administracdo do farmaco antiviral. Para todos os grupos foram
calculados média, desvio padrdo, mediana e percentis em cada momento de
colheita, e foram analisados pelo teste de Kruskall-Wallis.

As dosagens de uréia e creatinina séricas foram utilizadas para avaliar a
funcdo renal dos cées tratados com ribavirina. As dosagens de uréia nao
mostraram diferenca significativa estatisticamente entre 0sS grupos nos
diferentes momentos (Figura 9).

Os valores de normalidade da dosagem de uréia sérica em caes sédo de
17-32 mg/dL e foi possivel identificar que a mediana do G5 no primeiro
momento apresentou uma elevacdo de 44 mg/dL, com percentil 25 de 22
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mg/dL e percentil de 75 de 48,5 mg/dL, demonstrando uma grande variedade
de valores (Figrua 9).

No primeiro momento, a dosagem de uréia no soro esta relacionada
diretamente com o estado geral dos animais quando chegaram para o
tratamento e ndo demonstra uma acdo dos farmacos experimentais. NoO
entanto, no décimo dia de tratamento, 0os grupos 1, 2 e 5 apresentaram uma
elevacao dos valores das medianas, porém sO 0s grupos 1 e 2 ultrapassaram
os valores de referéncia com 34 mg/dL e 34,64 mg/dL, respectivamente. Estes
valores podem estar relacionados com a desidratacdo dos animais, ja que
neste periodo a maior parte dos animais apresentou sinais de irritacdo gastrica,
como diminuicao do apetite e vomitos (Figura 9).
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FIGURA 9 — Representacdo grafica das medianas das dosagens de uréia
sérica dos cdes com cinomose nos diferentes grupos experimentais nos
momentos de colheita de material. Botucatu, SP, 2011.

Ainda avaliando a funcédo renal, os valores de creatinina apresentaram
significancia estatistica nos dia 5, 10 e 15 de tratamento. Porém nenhum dos
dados ultrapassou os valores de referéncia para caes (0,9-1,7 mg/dL),
demonstrando que nao houve lesao renal.

Os dados referentes as dosagens de creatinina no soro mostraram que
nao houve aumento destes no quinto dia de tratamento, mesmo havendo
diferenca significativa estatisticamente. Estes sao valores abaixo da referéncia
para cdes saudaveis e nao significam uma alteracdo na funcdo renal, como
descrito pelos valores de uréia no soro sanguineo.
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Os valores da mediana da dosagem de creatinina apresentaram diferenca
frente aos grupos 5 e 6, portanto nenhum deles apresentou mediana superior
aos valores de referéncia que caracterizassem uma lesao renal no décimo dia
de tratamento. Estes valores de mediana apresentam pouco valor clinico no
presente trabalho, apesar de apresentarem significancia estatistica.

Da mesma forma que ocorreram nos outros momentos, as dosagens de
creatinina ndo apresentaram significado clinico relevante no presente estudo,
no décimo quinto dia de tratamento. Contudo, os dados foram esquematizados
graficamente para melhor avaliacdo da funcdo renal em todo o periodo de
tratamento nos diferentes grupos experimentais (Figura 10).
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FIGURA 10 — Representacao grafica das medianas da dosagem de creatinina
dos cédes com cinomose Nos grupos experimentais e nos momentos de colheita
de material. Botucatu, SP, 2011.

Além da funcao renal, também foi avaliada a funcdo hepatica pelas
enzimas alanina-aminotransferase, gama-glutamiltransferase, fosfatase alcalina
e albumina. Estas dosagens também foram comparadas entre 0s grupos nos
diferentes momentos de colheita de material (1°, 5°, 10° e 15° dias de
tratamento).

A dosagem de ALT ndo mostrou medianas que levassem a um resultado
estatistico significativo. Os valores de referéncia da dosagem de ALT sérico
para cées sao de 10-120 Ul/L. Em nenhum dos grupos foi encontrada mediana
fora destes valores. O G5 apresentou uma elevacao no Ultimo dia, diferente
dos outros grupos, porém sem importancia clinica. Assim, & possivel afirmar
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gue o tratamento experimental ndo causou danos hepaticos detectaveis por
meio destas dosagens.

Para complementar foi realizada a dosagem sérica de fosfatase alcalina,
gue apesar de ndo ser uma enzima muito especifica, pode complementar os
dados quando associada as outras enzimas hepaticas. Na comparacao entre
os grupos foi encontrado um resultado significativo estatisticamente no décimo
quinto dia de tratamento. Esta diferenca encontrada foi entre o G5 com G1 e
G6. O valor da mediana do grupo 5 se destaca sendo a maior entre oS grupos,
no entanto, os valores de referéncia para esta dosagem sao 35-280 UI/L. Neste
caso a diferenca significativa estatisticamente ndo apresenta valor clinico.

No grupo 5 foi encontrado um animal com aumento das enzimas hepéticas,
caracterizando um lesdo hepatica no ultimo dia de tratamento, este animal foi
capaz de aumentar a média do grupo porque apresentou a dosagem de FA no
valor de 2694 UIl/L. Este mesmo animal apresentou valores de ALT e GGT
altas, com 3317 UI/L e 329 UI/L respectivamente, todas no ultimo dia de
tratamento. Mesmo com as enzimas hepaticas altas, o animal ainda assim
apresentava funcdo hepatica por manter normal o valor de albumina sérica.

A figura 11 presente melhor analisa dos dados das medianas da dosagem
de FA entre os grupos nos diferentes momentos. A Unica discrepancia de
valores ocorre somente no ultimo momento do G5, no entanto a mediana nao
ultrapassa o valor de referéncia desta enzima nos céaes.
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G1: grupo 1; G2: grupo 2; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

FIGURA 11 — Representacdo grafica das medianas da dosagem de fosfatase
alcalina (FA) dos cées com cinomose nos grupos e nos diferentes momentos
de colheita de material. Botucatu, SP, 2011.
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Foi dosada também a concentracdo de GGT no soro dos cées tratados
com ribavirina. Estes dados apresentaram resultado significativo antes do
tratamento entre 0s grupos 2 e 6; no entanto, ndo apresentam importancia para
o referido estudo.

A dosagem de GGT sérica tem como valores de referéncia para cées de 0-
6UI/L, e, no entanto, a diferenca estatistica encontrada nao representa
importancia clinica ao estudo, ja que o valor da mediana do G2 esta
aumentado antes dos animais receberem os farmacos experimentais. E ao
mesmo tempo, este aumento isolado n&o representa uma lesdo hepatica grave
gue impossibilitasse os animais de participarem do estudo (Figura 12).
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FIGURA 12 — Representacdo grafica das medianas da dosagem de gama-
glutamiltransferase (GGT) dos caes com cinomose nos grupos e nos diferentes
momentos de colheita de material. Botucatu, SP, 2011.

Apenas os G2 e G5 apresentaram medianas acima do valor de referéncia.
No grupo 2 as medianas ficaram acima de 6 UI/L em todos os momentos do
periodo de tratamento. JA no grupo 5 a mediana ficou acima do valor de
referéncia a partir do 10° dia de tratamento. No entanto, a partir destes dados
nao foi possivel identificar se houve ou ndo lesdo hepatica por acdo da
ribavirina.

Os dados relacionados com a dosagem de proteinas, mais
especificamente de albumina podem indicar a diminui¢cdo da funcéo hepatica
guando estes valores estiverem abaixo dos valores de normalidade. Nas
fracbes de proteina também foi analisada a globulina; esta pode estar
relacionada diretamente com a produgédo de imunoglobulinas na doencga viral.
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Nesta analise € necessario avaliar todos 0s componentes juntos para
diferenciar a diminuicdo da albumina por uma alteracdo hepatica ou por uma
compensacao a concentracao de globulinas.

Os valores de normalidade da proteina sérica total sdo 5,4-7,4 g/dL, e
verificou-se que no primeiro momento os G1 e G2 apresentavam valores mais
altos de proteina sérica. Neste momento, ndo foi possivel avaliar as diferencas
entre grupos, pois que ainda nao tinham sido administrados os farmacos
experimentais (Figura 13).
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FIGURA 13 — Representacdo grafica das medianas da dosagem de proteinas
totais séricas dos cdes com cinomose NOS Qgrupos experimentais e nos
momentos de colheita de material. Botucatu, SP, 2011.

Houve uma queda em todos 0s grupos experimentais na dosagem de
proteina sérica a partir do 10° dia de tratamento. Para apresentar algum
significado clinico, a proteina sérica deve ser analisada pelas suas fracdes:
albumina e globulina. Na fracdo albumina encontrou-se resultado significativo
no primeiro momento do estudo, assim como aconteceu com a proteina sérica.
Nenhuma das medianas apresentou valores acima dos padrbes de
normalidade (2,7-4,5 g/dL); desta forma pode-se afirmar que neste momento,
nenhum dos grupos apresentou quadro grave de desidratacdo que revelasse o
aumento da albumina sérica. Foi possivel verificar que as medianas estdo mais
préximas dos valores mais baixos de referéncia. Apenas o G6 apresentou
mediana abaixo de 2,7 g/dL, portanto a maioria dos animais deste grupo néo
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mostrou lesdo hepética nas outras analises, indicando que a hipoalbuminemia
encontrada pode estar relacionada com a pressao oncética do sangue,
havendo uma diminuicdo na producdo de albumina para compensar a
hiperglobulinemia. Outro fator que pode causar hipoalbuminemia é a anorexia
ou hiporexia que pode ser um sintoma clinico da cinomose.

Para poder afirmar sobre tal achado, a andlise da dosagem de globulinas
no soro é fundamental. A dosagem de globulinas ndo apresentou diferenca
estatistica nos momentos de colheita de material.

As medianas da dosagem de albumina e de globulinas foram trabalhadas
entre 0os grupos e em cada momento esta analise foi representada
graficamente (Figuras 14 e 15).

A mediana do G6 esteve abaixo do valor de referéncia para cades e a
hipoalbuminemia terminou no 15° dia de tratamento. No entanto, os grupos 1 e
2 apresentaram hipoalbuminemia no mesmo momento (Figura 14).
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FIGURA 14 — Representacdo grafica das medianas da dosagem de albumina
sérica dos cdes com cinomose nos grupos experimentais nos diferentes
momentos de colheita de material. Botucatu, SP, 2011.

Os valores de referéncia para caes na dosagem de globulina sérica séo de 1,9-
3,4 g/dL, desta forma verificou-se que o G6 foi 0 Unico que apresentou mediana
dentro dos valores de normalidade. Os outros grupos experimentais
apresentaram valores acima de 3,4 g/dL, demonstrando hiperglobulinemia até
o décimo dia de tratamento (Figura 15).

No décimo quinto dia apenas os grupos 1 e 2 continuaram a apresentar
hiperglobulinemia. Os valores das medianas dos grupos 5 e 6 mostraram a
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eficacia da prednisona como antinflamatério sistémico, ja que a presenca da
hiperglobulinemia em cdes com cinomose representa 0 aumento de
imunoglobulinas produzidas frente a presenca do virus (Figura 15).
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Estatistica: Teste de Kruskall-Wallis

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

FIGURA 15 — Representacdo grafica das medianas da dosagem de globulina
sérica dos cdes com cinomose nos grupos experimentais nos diferentes
momentos de colheita de material. Botucatu, SP, 2011.

A diminuic&o das globulinas também ocorreu nos G1 e G2, porém as suas
medianas nédo atingiram os valores de normalidade, demonstrando que houve
resposta frente ao virus com diminui¢gdo do processo inflamatorio (Figura 15).

Quando se compara as curvas do grafico de globulina e albumina sérica,
pode-se afirmar que houve uma compensacdo das suas dosagens,
demonstrando que a diminuicdo da fracdo albumina esta relacionada com a
pressao oncética dentro dos vasos sanguineos por causa da hiperglobulinemia
produzida a partir da infeccgéo viral.

3.4Exame de urina tipo I:

Os resultados do exame de urina tipo | foram avaliados em cada grupo
experimental e cada critério analisado durante o exame. Inicialmente, o volume
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da amostra foi avaliado para saber se houve padronizagdo, apesar da
dificuldade de conseguir a mesma quantidade de amostra de animais de
tamanhos diferentes. Em alguns momentos de colheita houve grande
dificuldade de conseguir as amostras por caracteristicas proprias de cada
animal.

As amostras de urina foram colhidas nos momentos 1, 5, 10 e 15 dias de
tratamento e analisadas pelo Laboratério Clinico Veterinario da FMVZ —
UNESP/Botucatu, SP. A analise estatistica utilizada foi o teste de Kruskall-
Wallis para cada perfil avaliado no exame de urina tipo |.

O volume das amostras apresentaram medianas que variaram em relagcao
aos grupos e os dias de colheita de material entre 5 e 10mL, ndo havendo
relevancia clinica.

Com relacdo ao aspecto das amostras, podiam variar de limpido,
discretamente turvo a turvo. Assim, no primeiro momento, houve
predominéncia do aspecto discretamente turvo nas amostras de urina dos caes
do G5. Em relacdo aos outros momentos houve predominéancia do aspecto
discretamente turvo em todos 0s grupos, possivelmente porque as puncdes da
vesicula urinaria rotineiramente podem ter levado a quadros de cistite que
apresentam aspecto discretamente turvo ou turvo da urina.

Os dados de densidade foram avaliados pelas medianas nos diferentes
grupos e em cada momento de colheita de material. No primeiro momento nao
houve resultado significativo estatisticamente e as medianas se apresentavam
dentro dos valores de normalidade (1.015-1.045), exceto a mediana da
densidade urinaria do G5 que ficou em 1.048.

Neste primeiro momento o aumento da densidade urinaria esta relacionado
com o grau de desidratacdo dos animais, encontrado no grupo 5. Todos os
outros grupos apresentaram medianas dentro da normalidade.

No quinto dia de tratamento, os valores das medianas de cada grupo
mantiveram-se dentro dos valores de referéncia para caes. Estes dados
também néo apresentaram valores significativos estatisticamente.

Este mesmo resultado aconteceu com as densidades urinarias do 10° e
15° dias de tratamento, mostrando que nao houve leséo renal causada pelos
farmacos experimentais. Portanto, ndo foram organizados em tabelas ou
graficos por ndo apresentarem valor clinico a pesquisa.

Com relagdo aos dados de pH urinario ndo houve resultado estatistico
significativo e, clinicamente, as medianas ndo variaram dos valores de
normalidade para céaes, 6,0 a 7,5. Em todos os momentos de colheita e em
todos os grupos nao houve alteracbes, por isso ndo foram organizados em
tabelas e ndo houve representacgéo grafica.

Na primeira colheita de material ndo foi encontrada alteracdo na dosagem
de proteinas. Esta dosagem € medida em cruzes e pode variar de zero, tragos,
uma a quatro cruzes, desta forma, para analise estatistica foi criado escore e a
mediana representa a predominancia. Neste momento a predominancia
encontrada foi de tracos em todos 0s grupos, 0 que clinicamente ndo tem
significado. Pela analise estatistica, p=0,0364, entre os grupos 1 versus 5 e 6,
porém a variacdo € de zero para tracos de proteinas na urina, 0 que nao tem
significado clinico.

Nenhum outro momento  apresentou resultados  significativos
estatisticamente. Apds o periodo de 15 dias de tratamento, os grupos 2, 5, € 6
apresentaram valores altos de concentracdo de proteina na urina de alguns
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cées, porém nao mostra significancia clinica, ja& que alguns animais que
sobreviveram apresentavam condi¢cdes clinicas gerais ruins e podem
influenciar estes resultados por outros fatores, como sépse associada a
guadros graves de pneumonia e nao por lesdes renais causadas pelos
farmacos experimentais.

As dosagens de glicose sdo facilmente alteradas pela alimentacdo ou
administracdo de fluidos adicionados de glicose. Esta dosagem apresentou
resultado significativo estatisticamente no primeiro dia quando o animal chegou
ao Hospital Veterinario.

No primeiro dia, todos os animais foram anestesiados e para tal fez-se
necessario a fluidoterapia para acompanhar o procedimento como acesso
venoso, além disso, adicionava-se glicose para favorecer a diurese e
eliminacdo dos farmacos anestésicos. Essa adicdo de glicose pode causar
maior eliminacdo da mesma pela urina, interferindo nos resultados do exame
de urina tipo I. Estes valores significativos das medianas em escores podem
estar relacionados com essa administracdo intravenosa de glicose, nao
apresentando valor significativo clinicamente.

Nos momentos 5 e 10 de tratamento ndo houve resultado significativo
estatistica e clinicamente, pois que todas as medianas de dosagem de glicose
foram zero.

No décimo quinto dia de tratamento, ndo houve resultado estatistico
significativo, mas os animais do grupo 2 apresentaram uma mediana de duas
cruzes para a dosagem de glicose na urina.

No ultimo dia de tratamento os animais eram anestesiados novamente para
colheita de liquor, portanto novamente houve interferéncia da adicéo de glicose
na fluidoterapia. Essa eventual discrepancia pode estar relacionada com a
dificuldade de colher o material dos animais nos respectivos grupos
experimentais e a anestesia permitia melhor manejo destes.

N&o foi encontrado acetona nas amostras de urina dos animais incluidos
na pesquisa, em nenhum momento de colheita de material.

A dosagem de urobilinogénio também foi normal em todos os animais e em
todos os momentos de colheita de material.

A presenca de bilirrubina também foi analisada e nos dois primeiros
momentos de colheita de material (1° e 5° dias) ndo houve resultados
significantes, tanto estatisticamente quanto clinicamente.

No entanto, no décimo dia de tratamento dos animais do G1 foi possivel
detectar a presenca de tracos de bilirrubina na urina na maior parte deles,
inclusive com resultado significativo estatisticamente (Tabela 30).

TABELA 30 - Mediana e percentis em escores da dosagem de bilirrubina na
urina dos caes com cinomose nos diferentes grupos experimentais, no décimo
dia de tratamento. Botucatu, SP, 2011.

Grupo Minimo P25 Mediana P75 Maximo

Gl 0,0 0,0 1,02 1,0 1,0
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G2 0,0 0,0 0,0° 0,0 0,0
G5 0,0 0,0 0,0° 0,0 2.0
G6 0,0 0,0 0,0° 0,0 0,0

Estatistica: Kruskall-Wallis, valores significativos representados pelas letras diferentes,
p=0,0016.
P25: percentil 25.
P75: percentil 75.
0: negativo; 1,0: tragos de bilirrubina; 2,0: + de bilirrubina; 3,0: ++ de bilirrubina; 4,0: +++ de
bilirrubina; 5,0: ++++ de bilirrubina.
G1: grupo 1; G2: grupo 2; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

No décimo quinto dia de tratamento ndo foi encontrado resultado
significativo estatisticamente, porém todos 0s grupos apresentaram valores
altos do percentil 75, evidenciando que todos 0s animais que apresentavam
valores mais altos tinham uma média que variou de 2,0 a 5,0 no escore,
representando de uma a quatro cruzes para a presenca de bilirrubina na urina,
gue pode significar um inicio de les&o hepatica (Tabela 31).

TABELA 31 - Mediana e percentis em escores da dosagem de bilirrubina na
urina dos caes com cinomose nos diferentes grupos experimentais, no décimo
quinto dia de tratamento. Botucatu, SP, 2011.

Grupo Minimo P25 Mediana P75 Maximo
Gl 0,0 0,0 0,0 5,0 5,0
G2 0,0 0,0 0,0 2,0 5,0
G5 0,0 0,0 2,5 5,0 5,0
G6 0,0 0,0 0,5 2,0 5,0

Estatistica: Kruskall-Wallis, p=0,4952.

P25: percentil 25. P75: percentil 75. 0: negativo; 1,0: tragos de bilirrubina; 2,0: + de bilirrubina;
3,0: ++ de bilirrubina; 4,0: +++ de bilirrubina; 5,0: ++++ de bilirrubina.

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

O grupo 5 foi 0 que apresentou maior dosagem de bilirrubina na urina em
relacdo ao numero de animais acometidos no grupo. O escore de 2,5 seria
entre uma cruz e duas cruzes, 0 que ja pode significar uma lesdo ou
sobrecarga hepética. Esses dados mostram uma semelhanca que é o aumento
de bilirrubina na urina pelo menos em alguns animais de todos os grupos. O
unico farmaco em comum a todos os grupos é a ribavirina. Estes podem ser
indicios que a partir do décimo quinto dia a ribavirina possa levar a quadros de
anemia hemolitica na dose e intervalo entre doses utilizadas na pesquisa.

N&o foi encontrado resultado significativo na quantificacdo de sangue
oculto na urina por uma variacdo muito grande dos dados, ja que este resultado
€ modificado por contaminacdo durante a pun¢do da vesicula urinaria. Este
dado foi avaliado em cada momento e nos grupos experimentais e nao
apresentou significancia estatistica. Nenhuma das amostras apresentou
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positividade para a presenca de sais biliares na urina nos grupos experimentais
e em nenhum dos momentos de colheita de material.

ApOs a avaliagdo fisico-quimica da urina, foi realizada a andlise do
sedimento e neste pode-se verificar a presenca de células do trato urinario, de
outras células, cristais, cilindros, bactérias e outras estruturas. As células renais
foram encontradas nas amostras de urina no primeiro dia de atendimento no
Hospital Veterinario, principalmente nos grupos 5 e 6. A quantidade das
medianas variou de raras a trés células por campo, sendo que este achado nao
tem grande valor no diagnostico de uma leséo renal, portanto pode ser
irrelevante clinicamente.

A presenca de células renais no sedimento urinario nos grupos 5 e 6
continuaram aparecendo na mesma quantidade nos dias 5 e 10 de tratamento,
levando a um resultado com diferenca significativa na estatistica.

Da mesma forma que ocorreu no primeiro momento, no quinto dia do
tratamento foi encontrado trés ceélulas renais por campos no sedimento
unrinario, o que néo deve ser considerada uma alteracdo grave. Como sao
achados encontrados desde o primeiro dia de colheita de material, ndo
podemos assumir que ha lesdo renal por causa dos farmacos experimentais.

No décimo dia, somente o grupo 5 apresentou predominancia da presenca
de células renais no sedimento urinario. Porém, novamente a quantidade
dessas células ndo nos permite afirmar que houve leséo renal.

No décimo quinto dia de tratamento, ndo houve resultado significativo
estatisticamente, além disso, os valores de mediana para a presenca de
células renais no sedimento urinario do grupo 5 foram menores do que no
décimo dia. Pode-se afirmar que houve diminuicdo da quantidade de células
renais no sedimento urinario e nao houve leséao renal pela acado dos farmacos
experimentais.

A presenca de células de descamacédo do sistema urinario € comum no
sedimento urinario, porém em baixas quantidades. As células uretrais foram
encontradas na variagdo de raras a trés células por campo nos dois primeiros
momentos de colheita de urina. No primeiro e no quinto dia de tratamento nao
houve resultado significativo e ndo houve presenca de grande quantidade
destas células, portanto sem significado clinico tambéem.

Mesmo apresentando resultado significativo estatisticamente no décimo dia
de tratamento, a presenca de células uretrais no sedimento urinario de raras a
trés células por campo nao representa um processo descamativo inflamatorio
ou leséo uretral. Portanto, esses dados ndo apresentam significancia clinica
para a pesquisa. Até este momento os farmacos experimentais parecem nao
ter causado lesdo no sistema urinario.

No décimo quinto dia de tratamento ndo houve resultado significativo
estatisticamente e as medianas dos grupos nao passaram do escore um, que
significa presenca de raras a trés células por campo. Neste momento, 0S
valores maximos permaneceram no escore um, mostrando que ndo houve
lesdo uretral pelos farmacos experimentais.

Para as células da pelve ndo houve resultado significativo em momento
algum e sem alteracdes clinicas, ja que em todos 0s momentos e em todos 0s
grupos as medianas permaneceram no zero. Houve animais que apresentaram
0 escore um e dois da presenca destas células, portanto ndo foi a maioria,
provavelmente por uma condi¢éo do individuo.
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A presenca de células da pelve ndo mostrou resultado clinico pertinente a
pesquisa realizada, demonstrando como os rins foram preservados mesmo
com a administracdo da ribavirina durante 15 dias consecutivos.

A presenca de hemécias no sedimento urinario esta relacionada com
processos inflamatorios ou pode ocorrer por contaminagcdo da amostra com
sangue periféerico no momento da colheita. Os dados de contagem de
hemacias na urina apresentaram resultado significativo estatistico apenas no
segundo momento de colheita de material.

No primeiro dia que os animais chegaram ao Hospital Veterinario, as
amostras apresentavam uma mediana com escore um, ou seja, a presenca de
hemacias estava variando de raras a trés células por campo, que pode ser
considerado normal para cées.

No quinto dia, alguns animais chegaram a apresentar mais de 50 células
por campo no sedimento urinario, porém as medianas de escore mostram que
a predominancia ficou entre zero, raras a trés células por campo.
Provavelmente, os valores maximos encontrados estéo relacionados com erros
na puncdo da vesicula urinaria e contaminagdo da amostra com sangue
periférico, jA que a maior parte dos animais teve suas colheitas por
cistocentese.

Nos outros momentos essa incidéncia de hemécias foi mantida entre os
grupos, mostrando sempre o maximo de escore 5,0, ou seja, mais de 50
células por campo. Porém, os resultados mostraram que houve uma reducao
gradual, chegando a zero nos grupos 1, 2 e 6 no ultimo dia de tratamento.

A contagem de hemacias no sedimento urinario nao foi capaz de indicar
alteracdes causadas pelo uso dos farmacos experimentais, mas sim as
alteracoes causadas pela colheita rotineira de urina.

Da mesma forma que as hemacias, os leucécitos aparecem na urina nos
processos inflamatorios e infecciosos, ou mesmo por contaminagdo pelo
sangue periférico no momento da colheita de material.

A presengca de leucocitos no sedimento urinario mostrou resultado
significativo no primeiro dia de colheita de material. E importante lembrar que
neste momento os animais ainda ndo estavam em tratamento e a colheita de
urina aconteceu antes da administracdo dos medicamentos.

No primeiro momento, encontrou-se maior numero de animais com
presenca de raros a trés leucocitos por campo no sedimento urinario nos
grupos 5 e 6. Pode-se afirmar que os leucdcitos presentes, junto com as
hemacias encontradas na mesma quantidade, no mesmo momento e nos
mesmos grupos, que esta relacionado com a contaminacdo da amostra com
sangue periférico durante a colheita de material.

No quinto dia de tratamento ndo houve resultado significativo
estatisticamente e os animais apresentaram medianas com escore de um em
todos 0s grupos, ou seja, raros a trés leucoécitos por campo no sedimento
urinario. Estes resultados foram semelhantes a apresentacdo de hemacias no
mesmo momento e nos grupos, pode-se assim explicar pela contaminacao da
amostra com sangue periférico no momento da colheita.

Os dados encontrados no décimo dia de tratamento apresentaram
resultados significativos estatisticamente para os valores da contagem de
leucdcitos no sedimento urinario.

Neste momento € importante lembrar que os grupos 5 e 6 séo tratados
com a prednisona e mantiveram os valores de leucocitos na urina, diferente do
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que aconteceu com 0s grupos 1 e 2. Todos 0s grupos mantiveram esses
valores de hemacias, no entanto somente 0s grupos 5 e 6 apresentaram 0S
valores de leucdcitos, que pode estar relacionado com o desenvolvimento de
cistite pela contaminacao durante a punc¢éo, onde os animais que nao recebem
prednisona conseguem debelar a infeccdo e os animais que recebem o
glicocorticéide ndo. Esses dados devem ser trabalhados posteriormente com
os dados da presenca de bactérias para melhor afirmar a cistite.

No décimo quinto dia ndo houve resultado significativo, porém ocorreu uma
semelhanca na apresentacédo dos dados com o momento anterior. NOs grupos
5 e 6 a presenca de leucocitos foi predominante na quantidade de raros a trés
leucécitos por campo no sedimento urindrio, diferente do que ocorreu com as
hemacias, sugerindo que houve cistite, mesmo que branda, nestes grupos.

Com relacdo a presenca de cilindros no sedimento urinario, nao foi
encontrado resultado significativo estatisticamente em nenhum grupo e em
nenhum dos momentos. As medianas para contagem de cilindros ficaram todas
no escore zero de todos 0s momentos e em todos 0S grupos.

Mesmos o0s valores maximos de cilindros hialinos ndo se apresentaram
fora da normalidade. Apenas no G2, no décimo dia foi encontrado o valor de
duas cruzes para a presenca destes cilindros.

Os cilindros granulosos foram encontrados no valor de uma cruz apenas no
décimo dia de tratamento também no grupo 2. Nos outros momentos e nos
outros grupos 0s valores maximos nao ultrapassaram raros cilindros por
campo.

Os valores de bactérias encontradas no sedimento urinario apresentaram
resultado significativo no primeiro momento de colheita de material, antes dos
animais iniciarem os tratamentos experimentais. Assim como ocorreu com a
contagem de hemacias e leucocitos, a presenca de raras a trés bactérias por
campo nos grupos 5 e 6 levou a resultado significativo estatisticamente
(p=0,0000).

As bactérias sdo avaliadas pelo numero de cruzes e foi encontrado nos
grupos 1, 5 e 6 raras bactérias no sedimento urinario por campo. Nesta
guantidade as bactérias podem ser consideradas até por contaminacdo da
amostra durante a colheita, quando esta é realizada por sondagem uretral. Nos
grupos 5 e 6 foram encontrados valores de hemacias e leucocitos também e
guando estes estdo associados pode-se considerar um processo inflamatoério
ou infeccioso da vesicula urinaria.

No entanto, no primeiro momento de colheita de material os animais ainda
nao estavam em tratamento, entdo sdo achados que condizem com a
caracteristica imunossupressora da enfermidade. Em todos os animais foi
utilizada a terapia antimicrobiana de amplo espectro que poderia atuar nessas
infec¢des secundarias a partir deste momento.

No quinto dia de tratamento ndo houve resultado estatistico significativo e
apenas houve manutencao da presenca de bactérias nos grupos 5 e 6. Neste
momento houve também a presenca de raras bactérias no sedimento urinario
do G2.

No décimo dia de tratamento, somente os animais do G1 apresentaram
medianas que representam raras bactérias no sedimento urinario. Os grupos 5
e 6 deixaram de apresentar bactérias no sedimento urinario, mesmo recebendo
a prednisona no tratamento (p=0,0016).
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No décimo quinto dia de tratamento, as medianas que representam raras
bactérias no sedimento voltaram a aparecer nos grupos 5 e 6. O G1 manteve o
mesmo valor e o G2 voltou a apresentar valores de bactérias na urina. Neste
momento é provavel que todos estes achados sejam de contaminacéo durante
a colheita da urina. Em nenhum momento houve medianas com valores
extremos de bactérias na urina, portanto pode-se afirmar que a terapia
antimicrobiana de amplo espectro utilizada manteve o0s processos de cistite
controlados, com baixos valores de bactérias e baixos valores de hemacias e
leucocitos, mesmo nos animais que receberam doses imunossupressoras de
prednisona.

A presenca de cristais de bilirrubina pode indicar uma lesdo mais grave ou
mais cronica do figado. Porém, ndo foram encontrados resultados significativos
estatistica e clinicamente para a presenca de cristais de bilirrubina na urina de
nenhum dos grupos experimentais e em nenhum momento. As medianas
dessa analise mantiveram-se em zero em todos os dados.

Todos os outros cristais que podem ser formados na urina de caes foram
estudados estatisticamente, porém o aparecimento destes foi aleatério. Os
cristais estudados foram urato amorfo, fosfato triplo e oxalato de calcio e néo
houve resultado significativo em nenhum momento e em nenhum grupo
experimental, ndo havendo significancia clinica para o estudo.

3.5Exame do liquor:

O liquor foi colhido em dois momentos, antes e apés o tratamento. O liquor
foi responsavel por demonstrar o processo inflamatério no SNC dos animais
naturalmente infectados com o virus da cinomose apresentando o quadro de
encefalite.

Todos os animais foram anestesiados e o liquor foi colhido por gotejamento
em trés tubos para evitar a contaminacdo do sangue periférico, portanto em
alguns momentos para conseguir a amostra foi necessario utiliza-lo mesmo
com contaminacéo do sangue periférico.

O liquor foi examinado pelos seus aspectos fisico-quimicos e pela
celularidade. Dentre as caracteristicas fisico-quimicas foram avaliadas cor,
aspecto, densidade, pH, proteina, glicose, sangue oculto e pelo Teste de
Pandy.

Com relacdo a cor do liquido cefalorraquidiano, os dados foram
trabalhados nos diferentes grupos e nos dois momentos pelo teste do qui-
guadrado, porém sem resultado estatisticamente significativo. Sendo que no
primeiro momento foi encontrada uma frequéncia de 96,7% de todos os
animais incluidos na pesquisa com o liquor incolor. Dos 60 animais, apenas um
do G1 e um do G5 apresentaram a coloracdo avermelhada do liquor no
primeiro momento de colheita.

No segundo momento, apds 15 dias de tratamento, apenas 82,5% (33) dos
animais apresentavam o liquor incolor, sendo que 7,5% (3) foram roseos e 5%
(2) avermelhados. Foi encontrado apenas um animal com liquor xantocrémico
e avermelhado. Provavelmente, por um erro na puncdo que levou a
contaminacao do material com sangue periférico como relatado anteriormente.

Quando se comparou entre os grupos pelas medianas criadas a partir de
escores da variagdo da turbidez, n&o houve resultado significativo
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estatisticamente nos dois momentos de colheita de material, antes e apds o
tratamento experimental.

No primeiro momento, em todos 0s grupos a maior parte dos animais
apresentou o liquor limpido, apenas nos grupos 1 e 5 foi encontrado liquor
turvo nos animais que foram incluidos nestes grupos.

Na segunda colheita, houve a mesma apresentacao do aspecto limpido do
liquor nos diferentes animais, porém neste momento foi encontrado em menor
guantidade animais nos grupos 1 e 2 com liquor discretamente turvo e nos
grupos 3, 5 e 6 animais com liquor turvo.

A densidade do liquor, no primeiro momento, foi analisada pelo teste do
Kruskal-Wallis e apresentou resultado significativo com p=0,0079, porque
houve pouca variacdo entre os grupos, sendo que o minimo encontrado foi de
1.004 que variou até 1.008. Estes valores estdo dentro da normalidade para o
liquor de céaes, ndo tendo significancia clinica para o atual estudo, apesar do
resultado estatistico.

No entanto, no segundo momento ndo houve resultado significativo
estatisticamente, porém os valores de densidade variaram mais, chegando a
1.016 em alguns animais do G3. Estes valores podem estar relacionados com
a contaminacédo pelo sangue periférico, onde também foram encontrados a
coloracédo avermelhada e o aspecto turvo. Mas a mediana, ou seja, o0 valor da
maioria dos animais foi de 1.006, o que esta dentro dos valores de
normalidade.

O valor de pH do liquor deve ser de neutro a basico para caes, sendo que
nos animais incluidos na pesquisa a meédia do pH variou de 8,5 a 8,9 no
primeiro momento, e de 8,2 a 8,8 no segundo momento. Nao houve resultado
significativo estatistico ou clinico com relacdo aos valores de pH entre os
grupos e nos dois momentos.

A dosagem de proteina € de extrema importancia para o estudo, ja que ela
pode indicar o grau de inflamagdo no SNC. Em ambos os momentos nao foi
encontrada significancia estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis, porém
clinicamente € importante relacionar os dados, pois todos 0s grupos
apresentaram valores maiores que 25 mg/dL, o que indica um processo
inflamatorio encefalico (Tabela 32).

TABELA 32 — Mediana e percentis da dosagem de proteina no liquor dos caes
com cinomose nos diferentes grupos experimentais no primeiro momento.
Botucatu, SP, 2011.

Grupo Minimo P25 Mediana P75 Maximo
Gl 3,20 22,10 49,00 63,00 95,26
G2 9,50 19,50 37,45 58,80 94,10
G3 5,10 11,90 43,30 65,00 65,00
G4 13,40 25,00 25,95 65,00 124,70

G5 14,40 29,90 31,55 53,20 65,30
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G6 13,00 24,70 30,95 42,50 62,70

Estatistica: Kruskal-Wallis, p=0,9844.

P25: percentil 25.

P75: percentil 75.

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

No primeiro momento, os animais ainda nédo tinham recebido a medicagao
experimental, entdo pode-se verificar que o G4 foi 0 que apresentou menor
mediana com 25,95 mg/dL de proteina no liquor e o G1 foi 0 que apresentou
maior mediana com 49,00 mg/dL.

Essa dosagem apresentou grande variacdo de valores, onde todos os
grupos apresentaram valores minimos dentro da normalidade, com
praticamente auséncia de inflamacdo, enquanto que dentro dos valores
maximos foi encontrado 124,70 mg/dL de proteinorraquia, considerado um
valor elevado indicando um processo de inflamac&o mais severo.

Apés 15 dias de tratamento os valores da dosagem de proteinas ainda
continuaram com uma variagdo muito grande. Estes também n&o apresentaram
resultados significativos, porém todos 0s grupos apresentaram medianas acima
dos valores normais para caes (Tabela 33).

TABELA 33 - Mediana e percentis da dosagem de proteina no liquor dos caes
com cinomose nos diferentes grupos experimentais apds o0 tratamento.
Botucatu, SP, 2011.

Grupo Minimo P25 Mediana P75 Méaximo
Gl 19,38 30,00 44,30 45,52 100,00
G2 17,81 21,86 27,60 56,14 82,80
G3 11,10 17,10 25,00 65,00 154,10
G4 14,70 14,70 31,60 65,00 65,00
G5 17,20 25,25 39,30 64,30 100,00
G6 22,50 25,90 27,90 37,30 54,00

Estatistica: Kruskal-Wallis, p=0,8745.

P25: percentil 25.

P75: percentil 75.

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

Estes dados devem ser analisados conforme o grupo de tratamento, ja que
neste momento os animais foram tratados com os farmacos experimentais. O
G3 foi 0 que apresentou menor valor de mediana com 25 mg/dL, podendo ser
considerado dentro da normalidade, sendo que neste grupo houve grande
variacdo dos valores de proteina no liquor, que foram de 11 mg/dL,
considerado normal, a 154,1 mg/dL, considerado um processo inflamatorio
severo do SNC. Este grupo é considerado controle, pois estes animais apenas
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receberam o DMSO e como foi encontrado no primeiro momento grande
variacdo de valores no G3, demonstrando que n&o houve efeito do tratamento.

Os valores maximos encontrados nos diferentes grupos experimentais
mostraram que em todos os grupos houve uma diminui¢éo, porém no G3 e G5
houve um aumento, ou seja, mesmo 0s animais sendo tratados com
antinflamatorios, DMSO ou prednisona respectivamente, foram encontrados
valores mais altos.

Nos grupos 1, 2, 3 e 6 foi observado que as medianas diminuiram de um
momento para outro, diferente do que aconteceu nos grupos 4 e 5 (Figura 16).
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G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.
Estatistica: Kruskal-Wallis

FIGURA 16 — Representacao grafica das medianas da dosagem de proteinas
no liquor dos cdes com cinomose incluidos na pesquisa, antes e ap0s 0
tratamento experimental. Botucatu, SP, 2011.

E possivel verificar que apenas os grupos 4 e 5 apresentaram elevagéo da
guantidade de proteina apds o tratamento, sendo que nestes grupos foi
utiizada a prednisona na sua dose imunossupressora. Desta forma, a
prednisona néo foi capaz de diminuir o processo inflamatério como desejado, ja
gue houve aumento dos valores de proteina no liquor dos animais tratados.

O grupo 6 também foi tratado com prednisona, porém com doses menores
e apresentou diminuicdo dos valores de proteina no liquor. Desta forma, pode-
se afirmar que a prednisona em doses antinflamatérias foi capaz de reduzir a
guantidade de proteina no liquor, enquanto que quando administrada em doses
imunossupressoras houve aumento desses valores.



143

Os dados de glicose no liquor foram analisados em escores, sendo
observada variacédo de tracos a quatro cruzes que quantificam a sua presenca.
E considerada normal a presenca de até duas cruzes no liquor de cies, porém
essa dosagem sozinha n&o representa uma alteracédo importante, geralmente o
aumento ou diminuicdo de glicose devem estar relacionados com outras
alteracdes encontradas no exame. A analise estatistica utilizada para avaliar
esses dados foi o teste de Kruskal-Wallis e foi encontrado resultado
significativo nos valores de p nos dois momentos, antes do tratamento
p=0,0006 e apos p=0,0002.

Os dados demonstraram que em ambos 0s momentos a dosagem de
glicose variou de uma cruz a duas cruzes. No G4 ficou evidenciado que no
segundo momento houve predominancia do escore 1 que representa uma cruz
de glicose, sendo que neste momento sobreviveram apenas trés animais, que
determinaram essa dosagem diminuida da glicose. No entanto, nenhum dos
animais apresentou outras alteragbes no liquor que caracterizassem as
alteracdes nos niveis de glicose liquorico. As alteracbes da glicose no liquor
sdo apenas achados clinicos, sem valor para o estudo realizado.

Ao mesmo tempo, a quantificacdo de sangue oculto na amostra esta
relacionada diretamente com a contaminacédo do liquor pelo sangue periférico.
Os dados em escores da dosagem de sangue oculto ndo deram resultados
significativos estatisticamente. E a mediana desse escore ficou entre um e trés,
gue significa tracos a duas cruzes de sangue oculto na amostra nos diferentes
grupos experimentais e nos dois momentos de colheita de material.

Em todos os grupos e em ambos os momentos foram encontrados quatro
cruzes de sangue oculto que € o valor maximo dessa dosagem. Para cées
consideram-se valores normais até uma cruz de sangue oculto no liquor devido
a colheita de material. Na atual pesquisa, alguns animais apresentaram grande
guantidade de contaminacdo do sangue periférico, dificultando a distingéo entre
sangue oculto presente na amostra ou 0 sangue periférico da contaminagéao.

O teste de Pandy é utilizado para deteccdo de imunoglobulinas no liquor,
assim como as outras dosagens este é descrito por escala de cruzes na
variacao da turbidez da reacao e, da mesma forma que as outras dosagens, foi
criado um escore e trabalhado estatisticamente.

No primeiro momento ndo foi encontrado resultado significativo
estatisticamente, portanto a mediana permaneceu no zero em todos 0s grupos,
0 que demonstra que a maior parte dos animais ndo apresentou reacao no
teste de Pandy.

Neste primeiro momento, apenas 0s G1 e G4 apresentaram valores de trés
cruzes no teste de Pandy. No segundo momento, apenas o G3 apresentou
mediana com uma cruz neste teste, sendo que este grupo apenas recebeu o
DMSO como tratamento, sendo considerado grupo controle (Tabela 34).

TABELA 34 — Mediana e percentis em escore do teste de Pandy no liquor dos
cdes com cinomose nos diferentes grupos experimentais apds o tratamento.
Botucatu, SP, 2011.

Grupo Minimo P25 Mediana P75 Maximo

G1 0 0 o° 0 1
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G2 0 0 o° 0 1
G3 0 0 12 1 3
G4 0 0 o° 1 1
G5 0 0 o° 0 0
G6 0 0 o° 0 0

Estatistica: Kruskal-Wallis, valores significativos representados pelas letras diferentes,
p=0,0105.
P25: percentil 25.
P75: percentil 75.
0: negativo; 1: + de turbidez; 2: ++ de turbidez; 3: +++ de turbidez.
G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

Com esses resultados pode-se identificar o efeito dos tratamentos
experimentais, ja que apos o tratamento apenas 0s animais dos grupos
controle apresentaram mediana e percentil 75 com turbidez. Nos grupos 1 e 2
ainda foi possivel observar animais com no maximo uma cruz de turbidez.
Diferente do que aconteceu, os animais dos grupos 5 e 6 tiveram auséncia de
turbidez no teste de Pandy, podendo identificar que ndo houve producéo de
imunoglobulinas quando os animais foram tratados com a ribavirina em
associacao com antinflamatorios.

Apoés as andlises fisico-quimicas, o liquor foi avaliado conforme a sua
celularidade, que deve ser um dos critérios mais importantes na avaliacdo da
encefalite causada pelo virus da cinomose.

A contagem de hemacias, assim como a coloracdo e a dosagem de
sangue oculto, esta relacionada diretamente com a contaminacdo da amostra
com sangue periférico. Normalmente ndo € esperado encontrar esse tipo de
célula no liquor de animais normais, porém em todos os tipos de inflamacao
pode-se encontrar uma pequena quantidade de heméacias circulantes. Os
dados da contagem de hemacias ndo mostraram significancia estatistica em
nenhum dos momentos de colheita de material.

No primeiro momento, o valor da mediana da contagem de hemacias foi
mais alto no G1, seguido do G4. No grupo 1 foi encontrada coloracdo
avermelhada do liquor dos animais deste grupo, entdo se pode considerar a
contaminacdo no momento da colheita. O G4 apresentou também elevacéo na
dosagem de sangue oculto, desta forma também se pode relacionar com a
contaminacao por sangue periférico durante a colheita de material.

Apenas os grupos 3 e 6 ndo apresentaram valores de percentis 75 altos,
mostrando que apresentaram menor alteracdo da contagem de hemacias no
liquor e a0 mesmo tempo demonstram que € comum ocorrer a contaminacao
da amostra com sangue periférico.

No primeiro momento ndo houve tratamento, portanto ndo apresentou
significancia clinica pelos achados entre o0s grupos. Esses dados
demonstraram que a contamina¢do com sangue periférico pode ocorrer sem
mesmo alterar a coloracdo das amostras, ja que a grande quantidade de
hemacias ndo é esperada na encefalite pela cinomose.
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No segundo momento, apds o tratamento experimental, foi possivel
identificar um valor alto da mediana do grupo 1. No entanto, todos os grupos
apresentaram valores elevados nos dados de contagem maxima encontrada,
demonstrando que em todos os grupos houve pelo menos um animal que teve
seu liquor contaminado com sangue periférico durante a colheita.

A contagem de células nucleadas também n&o apresentou resultado
significativo estatisticamente em nenhum dos momentos de colheita. Porém,
para a avaliacdo do grau de inflamacdo do SNC, a contagem de células

nucleadas € de extrema importancia clinica, assim esses dados foram
adicionados em tabelas e representados graficamente (Tabela 35).

TABELA 35 — Mediana e percentis da contagem de células nucleadas do liquor
dos cdes com cinomose nos diferentes grupos experimentais no primeiro
momento de colheita de material. Botucatu, SP, 2011.

Grupo Minimo P25 Mediana P75 Maximo
Gl 2,0 22,0 50,5 104,0 207,0
G2 2,0 3,0 37,0 79,0 265,0
G3 2,0 8,0 14,0 23,0 183,0
G4 3,0 9,0 11,5 15,0 8775,0
G5 0,0 1,0 10,0 21,0 30,0
G6 1,0 2,0 4,5 16,0 44,0

Estatistica: Kruskal-Wallis, p=0,0666.

P25: percentil 25.

P75: percentil 75.

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

Os grupos 5 e 6 apresentaram valores de mediana dentro dos valores de
normalidade no inicio do tratamento, demonstrando que 0 processo
inflamat6rio nesses animais teriam uma caracteristica mais aguda, sem a
presenca de células nucleadas no liquor.

O grupo 1 apresentou maior mediana dos valores da contagem de células
nucleadas, seguido do grupo 2. A maior contagem de células nucleadas
demonstra um processo mais crénico na patogenia da enfermidade.

Apenas um animal do G4 apresentou valor de 8775 células/dL,
demonstrando um processo inflamatério acentuado, sendo que este animal
morreu durante o periodo de tratamento.

No final do tratamento, os dados da contagem de células nucleadas néo
apresentaram resultado significativo estatisticamente, mas estes dados foram
tabulados pela relevancia clinica (Tabela 36).

TABELA 36 — Mediana e percentis da contagem de células nucleadas no liquor
dos cdes com cinomose nos diferentes grupos experimentais apos o
tratamento. Botucatu, SP, 2011.
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Grupo Minimo P25 Mediana P75 Maximo
Gl 5,0 5,0 23,0 74,0 100,0
G2 2,0 3,0 11,0 31,0 60,0
G3 3,0 7,0 14,0 82,0 275,0
G4 2,0 2,0 2,0 20,0 20,0
G5 0,0 1,0 2,5 98,5 378,0
G6 0,0 0,0 4,0 7,0 10,0

Estatistica: Kruskal-Wallis, p=0,0811.

P25: percentil 25.

P75: percentil 75.

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

Apo6s o periodo de tratamento, o G1 ainda apresentou o maior valor de
mediana da contagem de células nucleadas, sendo que o G3 manteve o valor
da mediana de antes e depois, enquanto que todos 0S outros grupos
apresentaram reducéo destes valores.

O G3 foi tratado apenas com DMSO e serviu como grupo controle em
relacdo ao processo inflamatério nos outros grupos, ja que nao apresentou
gueda desta contagem, diferente do que foi encontrado nos outros grupos.

O G4 apenas tratado com prednisona foi 0 que apresentou maior queda
desses valores de mediana, porém foi 0 grupo com menor nimero de animais
com melhora clinica. O G5 também teve esse tipo de apresentacédo dos seus
valores da contagem de células e recebeu a mesma dose de prednisona,
porém também recebeu a ribavirina, e neste grupo ocorreu o segundo indice de
melhora clinica dos seis grupos tratados.

Os valores das medianas da contagem de células nucleadas do liquor
foram representados graficamente para melhor visualizacdo destes dados
(Figura 17).
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Estatistica: Kruskal-Wallis
G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

FIGURA 17 — Representacao grafica dos valores de medianas da contagem de
células nucleadas do liquor dos caes com cinomose, antes e apés o tratamento
experimental.Botucatu, SP, 2011.

A figura é capaz de evidenciar a discrepancia dos valores dessa contagem
antes e ap0s o tratamento, tanto no G1 que n&o recebeu antinflamatorio,
guanto nos grupos 2, 4, 5 e 6 que receberam o0 DMSO ou a prednisona. No
entanto, foi possivel verificar que nos animais do G3 ndo houve diminuicdo dos
valores antes e apds, demonstrando que o efeito antinflamatério do DMSO néo
esta relacionado com a diminuicdo do numero de células. Entdo, o G2 teve a
sua queda nos valores provavelmente por uma acao direta da ribavirina e néo
por acdo antinflamatéria do DMSO.

O G6 também apresentou uma queda pequena nesses valores, portanto as
duas contagens, antes e ap0s o tratamento, estavam dentro dos valores de
normalidade, neste caso a celularidade n&do serviu como parametro para
afirmar se houve reducéo ou ndo da inflamacgéo por acéo dos farmacos.

Apés a contagem de células nucleadas no liquor foi realizado o diferencial
entre as células presentes; estes dados foram trabalhados em porcentagem e
no seu valor absoluto. Para a atual pesquisa, os linfécitos e as células
mononucleares sao os tipos celulares mais importantes, assim o diferencial de
células ficou em linfocitos, mononucleares e as outras células foram todas
agrupadas, dentre estas células encontra-se neutréfilos, eosindfilos e células
do SNC.



148

Os dados da porcentagem e dos valores absolutos de linfécitos no primeiro
momento ndo apresentaram resultado significativo estatisticamente, porém
estes dados foram tabulados pela sua importancia para o estudo realizado
(Tabela 37).

TABELA 37 — Mediana e percentis da porcentagem e do valor absoluto de
linfocitos na citologia liquorica dos cdes com cinomose nos diferentes grupos
experimentais antes do tratamento. Botucatu, SP, 2011.

Minimo P25 Mediana P75 Maximo
Grupo

n % n % n % n % n %

G1 00 00 12,7 580 314 805 84,2 88,0 1656 99,0
G2 00 00 18 61,0 285 865 76,6 940 2544 97,0
G3 03 90 18 16,0 59 650 19,7 860 1793 98,0
G4 09 80 14 280 89 6560 11,8 79,0 12285 100,0
G5 00 00 16 350 42 675 124 890 29,1 97,0

G6 00 00 07 320 31 690 51 780 343 90,0

Estatistica: Kruskal-Wallis, p(n)=0,1398, p(%)=0,5287

P25: percentil 25.

P75: percentil 75.

n: valor absoluto de linfdcitos; %: valor da porcentagem de linfécitos.

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

E possivel notar que apenas o G4 apresentou valor da mediana abaixo de
60% de linfocitos. A presenca de mais de 60% de linfécitos no liquor é
esperada em cdes com encefalite pelo virus da cinomose. Ao mesmo tempo, o
G4 foi 0 grupo que apresentou maior valor relativo e absoluto de linfocitos no
liquor. E o G2 foi o grupo que apresentou maior mediana de porcentagem de
linfécitos com 86,5% no primeiro momento de colheita de material.

TABELA 38 - Mediana e percentis da porcentagem e do valor absoluto de
linfocitos na citologia liquorica dos cdes com cinomose nos diferentes grupos
experimentais apos o tratamento. Botucatu, SP, 2011.

Minimo P25 Mediana P75 Maximo
Grupo

n % n % n % n % n %

G1 42 490 47 610 225 930 490 980 688 99,0
G2 20 730 28 835 86 950 299 990 43,8 1000

G3 10 200 4,2 360 130 79,0 550 930 812 990



149

G4 o7 250 07 250 17 360 50 880 50 88,0
G5 o0 o000 00 00 06 335 20 673 55 91,0

G6 o0 o000 00 00 08 120 34 80,0 58 86,0

Estatistica: Kruskal-Wallis, p(n)=0,0032, p(%)=0,0006

P25: percentil 25.

P75: percentil 75.

n: valor absoluto de linfdcitos; %: valor da porcentagem de linfécitos.

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

Tanto o valor absoluto quanto o percentual apresentaram significancia
estatistica entre o valor maximo e o minimo das medianas dos grupos
experimentais. O G1 apresentou 93% de linfécitos e o G6 apenas 12%. Apesar
desta diferenca houve uma queda na mediana dos valores absolutos de
linfécitos em todos os grupos experimentais, exceto no G3 que no primeiro
momento apresentou 5,9 linfécitos no diferencial, enquanto que apés 15 dias
tratando com DMSO a mediana foi de 13 linfocitos.

Além da queda da mediana, também €& possivel notar que os valores
maximos diminuiram em relagdo ao primeiro momento de colheita de material
em todos 0s grupos experimentais.

Nos grupos 1, 2 e 3, que nao receberam prednisona houve aumento dos
valores minimos, ou seja, hestes grupos 0S animais passaram a apresentar
maior semelhanca de valores, diminuindo a diferenca entre o maximo e o
minimo, significando que a presenca de linfocitos no liquor ficou mais
constante, mesmo que em valores menores.

Os dados das medianas de valores absolutos de linfocitos encontrados no
liquor foram organizados para melhor visualizagéo do efeito dos tratamentos
frente a patogenia da enfermidade (Figura 18).
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Estatistica: Kruskal-Wallis
G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

FIGURA 18 — Representacdo grafica das medianas de valores absolutos de
linfécitos no liquor dos caes com cinomsoe, nos diferentes grupos, antes e
apos o tratamento experimental. Botucatu, SP, 2011.

E possivel identificar que os valores das medianas dos grupos 4, 5 e 6
quase chegaram a zero ap0s o tratamento com prednisona. Em todos os
grupos tratados com a ribavirina também foi possivel identificar uma queda
nesses valores, mas a presenca do antinflamatério fez grande diferenca tanto
nos valores de celularidade quanto no nimero de linfécitos.

As células mononucleares que também apresentam papel importante na
patogenia da enfermidade sdo os macrofagos e os plasmacitos, avaliados tanto
no percentual de células encontradas, quanto no valor absoluto, da mesma
forma como foi realizado com os linfocitos. Em nenhuma das analises foram
encontrados resultados significativos estatisticamente, porém pela importancia
clinica os dados sdo apresentados na Tabela 39.

TABELA 39 - Mediana e percentis da porcentagem e do valor absoluto de
células mononucleares na citologia liqudrica dos caes com cinomose nos
diferentes grupos experimentais no primeiro momento de colheita de material.
Botucatu, SP, 2011.

Minimo P25 Mediana P75 Maximo
Grupo

n % n % n % n % n %
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G1 00 00 10 100 55 175 144 190 37,3 34,0
G2 o0 00 05 30 11 =60 75 150 119 26,0
G3 10 20 1,7 100 32 19,0 42 840 182 910
G4 00 oO00 16 160 28 205 98 550 1667,2 82,0
G5 o0 o000 04 30 08 135 23 36,0 7,6 69,0

G6 00 00 056 150 12 220 40 390 109 100,0

Estatistica: Kruskal-Wallis, p(n)=0,1957, p(%)=0,1178

P25: percentil 25. P75: percentil 75.

n: valor absoluto de linfdcitos; %: valor da porcentagem de linfécitos.

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

Mesmo nédo apresentando resultado significativo estatisticamente, em
relacdo a mediana dos valores percentuais, verificou-se que o G6 apresentou
maior quantidade dessas células (22%), enquanto que o G2 teve a menor taxa
com 6% apenas, no primeiro momento, antes do inicio dos tratamentos
experimentais.

Com relagcdo as medianas dos valores absolutos, o G1 foi 0 que mais
apresentou esse tipo de célula no liquor, quando os animais chegaram ao
Hospital Veterinario. Apenas o G4 apresentou mais de mil células
mononucleares dentro dos valores maximos encontrados no liquor, porém o
surgimento desse valor pode estar relacionado com a contaminacdo da
amostra com sangue periférico (Tabela 40).

TABELA 40 - Mediana e percentis da porcentagem e do valor absoluto de
células mononucleares na citologia liquérica dos cdes com cinomose nos
diferentes grupos apoés o tratamento experimental. Botucatu, SP, 2011.

Minimo P25 Mediana P75 Maximo
Grupo

n % n % n % n % n %

G1 o0 o000 02 10 07 160 85 230 360 36,0
G2 o0 o000 01 05 02 40 15 70 3,6 10,0
G3 08 10 08 20 23 180 55 37,0 6,3 52,0
G4 01 60 01 60 12 450 90 60,0 9,0 60,0
G5 00 00 02 70 04 220 245 412 1146 78,0

G6 00 o000 00 00 03 140 36 360 54 77,0

Estatistica: Kruskal-Wallis, p(n)=0,3908, p(%)=0,1579
P25: percentil 25. P75: percentil 75.
n: valor absoluto de linfdcitos; %: valor da porcentagem de linfécitos.
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G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

Com a tabulacéo dos dados foi possivel identificar que os valores maximos
do numero de células mononucleares diminuiram em todos os grupos, exceto
no G5 que apresentou um aumento. As medianas dos valores absolutos
também apresentaram diminuicdo dessas células em todos 0s grupos.

Além das células mononucleares e os linfécitos, foram encontradas outras
células, com menor importancia para o estudo. Estes resultados nao
mostraram significancia estatistica, e estas células ndo ultrapassaram os 10%
da celularidade liquodrica. Apenas o G4 apresentou valores altos deste tipo
celular que somado aos outros resultados pode-se afirmar que houve
contaminacao pelo sangue periférico.

ApoOs o tratamento, o G6 foi 0 grupo que apresentou a menor mediana,
enquanto que os grupos 1 e 5 apresentaram aumento desses valores absolutos
e relativos. O G3 e G5 mostraram valores absolutos maximos muito altos, o
gue pode representar uma contaminacao da amostra por sangue periférico.

Os outros grupos tiveram suas medianas com valores mais baixos
associados a diminuicdo da celularidade apos o tratamento, como havia sido
descrito anteriormente. Esses resultados ndo demonstraram importancia clinica
ao estudo.

4. Biologia Molecular:

Para diagndstico e identificacdo da presenca do agente etiologico apds o
tratamento foi realizada a RT-PCR das amostras de sangue periférico, medula
O0ssea e liquor de todos os animais nos dois momentos. Quando alguma
amostra apresentou resultado negativo foi realizado a hn-PCR.

No total foram realizadas 308 reacdes de RT-PCR, ja que nem todos 0s
animais sobreviveram aos 15 dias de tratamento, sendo que 130 (42,2%) foram
positivas. Entéo, foram realizadas 178 reag6es da hn-PCR e 102 (57,3%) foram
positivas. Assim, das 308 amostras analisadas, 232 (75,32%) foram positivas.

Os dados foram trabalhados segundo o momento de colheita de material e
a amostra utilizada para a realizacdo da pesquisa. Todos 0os animais foram
positivos nos dois momentos da pesquisa em pelo menos uma das trés
amostras colhidas.

TABELA 41 - Relagdo das amostras positivas e negativas na PCR no
diagnostico da cinomose em cdes antes do tratamento experimental,
independente do grupo. Botucatu, SP, 2011.

Positivas Negativas
Amostra
n % n %
Sangue 57,0 95,0 3,0 5,0
Medula 6ssea 54,0 90,0 6,0 10,0
Liquor 32,0 53,3 28,0 46,7

Estatistica: Qui-quadrado.
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n: nimero de amostras.
%: porcentagem.

No primeiro momento, o sangue periférico foi o material que mais resultou
positivo com 95%, sendo que apenas trés animais do G4 apresentaram
resultado negativo nas duas técnicas de biologia molecular realizadas. Estes
dados apresentaram resultados estatisticamente significativos com p=0,0075.

A medula 6ssea no primeiro momento apresentou 90% de positivos, sendo
gue nenhum dos animais do G4 apresentou resultado negativo e no G2 houve
20% de negativos. Os outros grupos apresentaram uma taxa de 10% de
animais que nao apresentavam o virus na medula éssea. Portanto, esses
dados nao apresentaram resultado estatisticamente significativo (p=8176).

O liquor foi a amostra que menos apresentou positividade (53,3%), porém
esta ainda foi maior do que os resultados negativos (46,7%). Dos 28 animais
gue apresentaram negatividade no liquor, seis eram dos grupos 2 e 4; cinco
dos grupos 3 e 6 e trés dos grupos 1 e 5. Estes dados também nao
apresentaram significado estatistico, pois p=5859. Ap6s o tratamento, as
amostras também foram avaliadas independentes do grupo experimental
(Tabela 42).

TABELA 42 - Relacédo das amostras positivas e negativas de cédes na RT-PCR
apos o tratamento experimental, independente do grupo. Botucatu, SP, 2011.

Positivas Negativas
Amostra
n % n %
Sangue 42,0 97,7 1,0 2,3
Medula 6ssea 38,0 86,4 6,0 13,6
Liquor 12,0 27,3 32,0 72,7

Estatistica: Qui-quadrado.
n: nimero de amostras.
%: porcentagem.

Ap6s 15 dias de tratamento, houve um aumento na porcentagem de
amostras positivas, ou seja, das 43 amostras de sangue colhidas, 42 foram
positivas, sendo que o Unico animal que apresentou auséncia do virus no
sangue pertence ao G3. Este grupo e G4 sao grupos controle e ndo receberam
a ribavirina nos protocolos de tratamento, mesmo assim tiveram o virus
presente no sangue periférico. Estes resultados ndo apresentaram significancia
estatistica (p=3844).

Mesmo ap6s o tratamento, a medula éssea ainda foi considerada como a
segunda amostra com mais resultados positivos. Das 44 amostras, 86,4%
foram positivas e 13,6% negativas. Das seis amostras negativas, duas foram
de animais tratados nos grupos 5 e 6 e um animal em cada grupo G2 e G3.
Esses dados também néo apresentaram resultado significativo estatisticamente
(p=5759).

O liquor novamente foi 0 que apresentou menor nimero de amostras, e
apos um periodo de 15 dias de tratamento, houve menor porcentagem de
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positivos (27,3%). Sendo que 100% dos animais do G3 apresentaram resultado
negativo do liquor apés o periodo de tratamento, mostrando que mesmo sem o
antiviral o virus ndo seria encontrado livre no liquor com maior tempo de
evolucao da doencga, condizendo com a literatura existente.

Para melhor apresentacao dos dados, os resultados positivos e negativos
no liquor nos diferentes grupos apos o tratamento sdo apresentados na Tabela
43.

TABELA 43 — Resultados positivos e negativos da RT-PCR para detec¢céao do
virus da cinomose do liquor dos cées nos diferentes grupos, apos o tratamento
experimental. Botucatu, SP, 2011.

Positivo Negativo Total
Grupos
n % n % n %
G1 5,0 55,6 4,0 44,4 9,0 100,0
G2 2,0 25,0 6,0 75,0 8,0 100,0
G3 0,0 0,0 7,0 100,0 7,0 100,0
G4 2,0 50,0 2,0 50,0 4,0 100,0
G5 1,0 12,5 7,0 87,5 8,0 100,0
G6 2,0 25,0 6,0 75,0 8,0 100,0
Total 12,0 27,3 32,0 72,7 44,0 100,0

Estatistica: Qui-quadrado, p=0,1446.

n: nimero de amostras.

%: porcentagem.

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

O grupo com maior positividade na RT-PCR no liquor foi o G1, sendo que
0s outros grupos (2, 3, 5 e 6) apresentaram mais amostras negativas do que
positivas, demonstrando que o virus ap0s o periodo de 15 dias ndo estava
mais livre no liquor. Como houve diminuicdo da celularidade pelo controle do
processo inflamatério, principalmente nos grupos 4, 5 e 6, menores seriam as
chances de detectar virus nesta amostra (Figura 19).
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FIGURA 19 — Representacdo grafica dos resultados positivos para o virus da
cinomose nas diferentes amostras de cées, antes e apdés o tratamento,
independente do grupo experimental. Botucatu, SP, 2011.

O liquor foi a pior amostra para a realizacdo da RT-PCR e foi a amostra
gue apresentou maior queda nos valores percentuais, ap0s o0 tratamento
experimental. Apesar de ter sido a pior amostra com relacdo a positividade, no
processo de eletroforese, foi a amostra que apresentou menos bandas
inespecificas no gel, tanto na RT-PCR quanto na hn-PCR. Na RT-PCR
identificou-se bandas com 440 pb e na hn-PCR o produto esperado foi de 331
pb (Figura 20).

Quando foi analisado pelo Teste McNemar o efeito do momento em cada
amostra nos diferentes grupos ndo mostrou resultado significativo
estatisticamente. Esses dados ndo foram representados em tabelas por nao
apresentarem significado clinico ao estudo.
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Sangue e Medula

Ossea
~<—— 440pb
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Liquor <— 440pb

A- A+ A+ A- A- A- A+ M A- A- A- A- C+ C- C-

A+: amostra positiva
A-: amostra negativa
C+: controle positivo

C-: controle negativo

M: marcador (“Loading”)
pb: pares de bases

FIGURA 20 — Eletroforese ap6s RT-PCR para deteccéo do virus da cinomose
de amostras de sangue, medula 0ssea e liquor de cdes. Botucatu, SP, 2011.

Podem-se identificar as bandas inespecificas encontradas principalmente
nas amostras de sangue e medula 0ssea. Ao mesmo tempo foi possivel
identificar a banda do tamanho esperado com 440 pb.

Nas amostras que foram negativas na RT-PCR foi realizada a hn-PCR,
utilizando um terceiro “primer”. Neste caso, pode-se esperar a visualizacéo de
duas bandas no gel da eletroforese, onde um é resultado da reacdo anterior
com 440 bp, e o produto esperado deve ter 331 pb, no entanto ndo foram
encontradas tantas bandas inespecificas como aconteceu na RT-PCR.

M A+ A+ A+ A+ A+ A- A+ A- A- A+ A+ C-C+ M

A+: amostra positiva
A-: amostra negativa
C+: controle positivo
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C-: controle negativo
M: marcador (“Loading”)
pb: pares de bases

FIGURA 21 — Eletroforese apds hn-PCR para deteccdo do virus da cinomose
de amostras de sangue e medula 0ssea de caes. Botucatu, SP, 2011.

TABELA 44 — Resultados positivos e negativos da hn-PCR para deteccéo do
virus da cinomose de amostras de cdes nos diferentes grupos experimentais
independente do momento de colheita do material. Botucatu, SP, 2011.

Positivo Negativo Total
Grupos
n % n % n %
G1 27,0 77,1 8,0 22,9 35,0 100,0
G2 14,0 48,3 15,0 51,7 29,0 100,0
G3 13,0 46,4 15,0 53,6 28,0 100,0
G4 14,0 56,0 11,0 44,0 25,0 100,0
G5 16,0 55,2 13,0 44,8 29,0 100,0
G6 18,0 56,3 14,0 43,8 32,0 100,0
Total 102,0 57,3 76,0 42,7 178 100,0

Estatistica: Qui-quadrado, p=0,1543.
n: nimero de amostras. %: porcentagem.
G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

O grupo com maior nimero de hn-PCR foi G1, onde das 35 amostras,
77,1% foram positivas, sendo 0 grupo que mais apresentou positividade na hn-
PCR. Este resultado pode estar relacionado com o tempo de armazenamento
das amostras, ja que foi o primeiro grupo a ser estudado.

No entanto, o G6 foi 0 segundo grupo com mais amostras negativas na RT-
PCR que foram verificadas pela hn-PCR. Este grupo teve o menor tempo de
armazenamento, porém a taxa de positividade foi menor em relacédo ao G1.
Estes resultados ndo apresentaram significancia estatistica, mas
demonstraram a importancia da realizacdo da hn-PCR para confirmacdo do
resultado.

A realizacdo da hn-PCR também foi avaliada frente & amostra utilizada
para a reacdo. Estes dados apresentaram significAncia estatistica pela
necessidade de realizacdo dessa reacdo em muitas amostras de liquor em
relacdo ao sangue periférico e medula 6ssea (Tabela 45).

TABELA 45 — Relacdo dos resultados positivos e negativos da hn-PCR para
deteccdo do virus da cinomose em relacdo ao tipo de amostra de caes,
independente do grupo experimental. Botucatu, SP, 2011.
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Positivo Negativo Total
Amostras
n % n % n %
Sangue 43,0 91,5 40 8,5 47.0 100,0
Medula 6ssea 30,0 71,4 12,0 28,6 42.0 100,0
Liquor 29,0 32,6 60,0 67,4 89,0 100,0
Total 102,0 57,3 76,0 427 178 100,0

Estatistica: Qui-quadrado, p=0,0000.
n: numero de amostras.
%: porcentagem.

A amostra com maior nimero de hn-PCR foi o liquor e 67,4% foi negativo
nesta reacdo, demonstrando que ndo é a amostra mais indicada para o
diagnostico molecular da cinomose. As amostras de sangue e medula 0ssea
apresentaram mais positividade e menor necessidade de realizacdo da hn-
PCR.

A medula 0ssea foi a melhor amostra, pois foi a que menos necessitou de
hn-PCR e apresentou grande quantidade de resultados positivos na reacao.

Estes dados apresentaram resultado significativo estatisticamente ndo so
guando trabalhados independente do grupo experimental, mas também nos
diferentes grupos (Tabela 46).

Das 35 amostras do G1 que foram realizadas hn-PCR, 18 eram de liquor,
11 de sangue e seis de medula 6ssea. O G1 apresentou 27 (77,1%) das
amostras positivas na hn-PCR e 22,9% negativas. Das amostras negativas,
sete foram de liquor e uma de medula 6ssea e 100% das amostras de sangue
deste grupo foram positivas. Das amostras de medula 0ssea 83,3% foram
positivas (Tabela 46).

No G2 foram realizadas 29 reacdes de hn-PCR, sendo que 15 (51,7%)
foram negativas e 14 (48,3%) positivas. Das amostras negativas 12 foram de
liqguor e trés de medula 6ssea. Novamente 100% das amostras de sangue
foram positivas. Neste grupo, as amostras de medula éssea apresentaram
57,1% de positividade (Tabela 46).

No G3 foram realizadas 28 reacdes de hn-PCR, sendo que 16 de liquor,
seis de medula e seis de sangue. Dessas 28 amostras, 15 (53,6%) foram
negativas e 13 (46,4%) foram positivas. Assim como no G2, das amostras de
liquor, 75% foram negativas e das amostras de sangue e medula, 83,3% e
66,7%, respectivamente foram positivas (Tabela 46).

Das 25 amostras que foram processadas pela técnica de hn-PCR no G4,
11 foram de liquor, sete de medula 0ssea e sete de sangue periférico. Neste
grupo 100% das medulas foram positivas e apenas 27,3% das amostras de
liquor. Das amostras negativas, oito foram de liquor e trés de sangue (Tabela
46).

No G5 foram realizadas 29 reag¢des de hn-PCR, sendo que 16 foram de
liquor, sete de medula éssea e seis de sangue periférico. Dessas 29 amostras,
16 (55,2%) foram positivas e 13 (44,8%) foram negativas. Da mesma forma
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gue aconteceu na maioria dos grupos, 62,5% das amostras de liquor foram
negativas e 57,1% das de medulas e 100% das amostras de sangue também
foram positivas, respectivamente (Tabela 46).
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TABELA 46 — Relagéo dos resultados da hn-PCR para deteccao do virus da cinomose em cada tipo de amostra de cées nos
diferentes grupos experimentais. Botucatu, SP, 2011.

Grupo Sangue Medula 6ssea Ligquor Valor de p
+ o + = + -
G1 11,0 0,0 5,0 1,0 11,0 7,0
% 100,0 0,0 83,3 16,7 61,1 38,9 0,0495
G2 8,0 0,0 4,0 3,0 2,0 12,0
% 100,0 0,0 57,1 42,9 14,3 85,7 0,0005
G3 5,0 1,0 4,0 2,0 4,0 12,0
% 83,3 16,7 66,7 33,3 25,0 75,0 0.0270
G4 4,0 3,0 7,0 0,0 3,0 8,0
% 57,1 42,9 100,0 0,0 27,3 72,7 0,0101
G5 6,0 0,0 4,0 3,0 6,0 10,0
% 100,0 0,0 57,1 42,9 37,5 62,5 0.0316
G6 9,0 0,0 6,0 3,0 3,0 11,0
% 100,0 0,0 66,7 33,3 214 78,6 0,0008
Total 43,0 4,0 30,0 12,0 29,0 60,0
0,0000
% 91,5 8,5 71,4 28,6 32,6 67,4

Estatistica: Qui-quadrado. +: positivo; -: negativo; %: porcentagem; G1: grupo 1; G2: grupo 2;

G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.



161

Assim como nos outros grupos, o G6 apresentou 32 amostras para a
realizacdo da hn-PCR, sendo 14 de liquor, nove de sangue e nove de medula.
Dessas, 18 (56,3%) foram positivas e 14 (43,8%) negativas. Das amostras de
liquor 78,6% foram negativas 66,7% das de medula 6ssea e 100% das de
sangue foram positivas, respectivamente.

Esses resultados ndo avaliaram o tratamento experimental, mas foi
possivel identificar a melhor amostra a ser utilizada neste tipo de estudo, que
seriam as amostras de sangue e medula associadas, sendo realizada a hn-
PCR nas amostras negativas na RT-PCR.

A realizagdo da hn-PCR foi comparada nos momentos de colheita de
material, ou seja, antes e apds o tratamento experimental com relacdo aos
resultados positivos ou negativos (Tabela 47).

TABELA 47 — Relacdo dos resultados positivos e negativos da hn-PCR para
deteccéo do virus da cinomose de amostras de caes, realizadas antes e apés o
tratamento experimental independente do grupo. Botucatu, SP, 2011.

Positivo Negativo Total
Momento
n % n % n %
1°dia 74,0 66,7 37,0 33,3 111,0 100,0
15° dia 28,0 41,8 39,0 58,2 67,0 100,0
Total 102,0 57,3 76,0 42,7 178 100,0

Estatistica: Qui-quadrado, p=0,0019.
n: numero de amostras.
%: porcentagem.

Estes dados apresentaram resultado significativo estatisticamente e foi
possivel identificar uma queda no numero de reacdes positivas no segundo
momento de colheita de material. Esta queda aconteceu independente do
grupo, ou seja, se o animal foi tratado com o antiviral ou ndo, podendo estar
relacionada com a patogenia da cinomose (Tabela 48).

TABELA 48 — Resultados da hn-PCR para detec¢ao do virus da cinomose de
amostras de cdes, antes e apés o tratamento nos diferentes grupos

experimentais. Botucatu, SP, 2011.
1°dia 15° dia
Grupo Valor de p
Positivo Negativo Positivo Negativo

Gl 19,0 4,0 8,0 4,0

0,2565
% 82,6 17,4 66,7 33,3
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G2 10,0 8,0 4,0 7,0
0,5348

% 55,6 44,4 36,4 63,6

G3 11,0 6,0 2,0 9,0
0,0430

% 64,7 35,3 18,2 81,8

G4 9,0 9,0 5,0 2,0
0,3049

% 50,0 50,0 71,4 28,6

G5 13,0 4,0 3,0 9,0
0,0179

% 76,5 23,5 25,0 75,0

G6 12,0 6,0 6,0 8,0
0,3232

% 66,7 33,3 42,9 57,1

Total 74,0 37,0 28,0 39,0
0,0019

% 66,7 33,3 41,8 58,2

Estatistica: Qui-quadrado.

%: porcentagem.
G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

Apenas no G3 e G5 foi observado o resultado significativo entre o primeiro
momento e apés 15 dias de tratamento. No entanto, na maior parte dos grupos
experimentais foi encontrada uma queda dos valores percentuais no segundo
momento de colheita de material, esta queda s6 nao ocorreu no G4, onde foi
observado um aumento dos valores percentuais. Este grupo é considerado
controle e os animais foram tratados apenas com prednisona, mostrando que
apesar de ser o grupo com maior numero de 6Obitos foi o Unico que apresentou

elevacao dos valores no segundo momento, apos o tratamento.

E importante lembrar que em todos os grupos houveram 6bitos, portanto o
namero de animais deve diminuir de um momento para outro, assim deve-se
trabalhar com os dados percentuais (Figura 22).
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Estatistica: Qui-quadrado.
%: porcentagem.
G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

FIGURA 22 — Representacdo grafica dos valores percentuais dos resultados
positivos da hn-PCR para deteccdo do virus da cinomose em amostras de
cdes, antes e apés o tratamento nos diferentes grupos experimentais.
Botucatu, SP, 2011.

A figura 22 evidencia o aumento dos valores percentuais de resultados
positivos na hn-PCR no G4, diferente do que ocorreu em todos 0s outros
grupos que apresentaram diminuicao destes valores.

Como a hn-PCR foi realizada apenas nas amostras que resultaram
negativa na RT-PCR, estes dados demonstram que dando grande quantidade
de resultados negativos apds o periodo de 15 dias de tratamento e mesmo
realizando a hn-PCR os resultados continuaram em sua maior parte negativos
no segundo momento.

Como o G3 é um grupo controle, ou seja, os animais ndo receberam o
tratamento antiviral, e apresentou maior queda dos valores percentuais de
resultados positivos, demonstra que este deveria ser um resultado esperado na
patogenia da cinomose. Portanto, o que foi possivel verificar € que os grupos
tratados tiveram uma queda, mas que nao foi muito acentuada como no G3.
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Discussao

Para compor os grupos experimentais, ndo houve distincdo de sexo e raca
entre 0s animais selecionados e o atual estudo apresentou 45% de fémeas e
55% de machos. Na pesquisa realizada por Sonne (2008) a autora encontrou
59,26% de machos e 40,74% de fémeas infectadas com o virus da cinomose.
Os resultados de Headley & Graca (2000) demonstraram que ndo ha diferenca
de susceptibilidade a infeccao pelo virus da cinomose entre machos e fémeas.
Da mesma forma, Corréa & Corréa (1992) afirmam que a enfermidade n&o tem
predilecdo por sexo ou raca. No entanto, alguns autores afirmam que racas
braquiocefalias apresentam menor prevaléncia da doenca, de mortalidade e de
sequelas comparadas com as racas dolicocefalicas (HEADLEY & GRACA,
2000; GREENE, 2006).

Os animais incluidos na pesquisa ndo apresentaram diferenca estatistica
conforme a raca, mas a frequéncia encontrada foi de 75% de caes sem raca
definida, 10% de cdes da raca Poodle e 3,3% das racas Border Collie e
Pinscher e esses dados ndo demonstram susceptibilidade racial. Ja na
pesquisa realizada por Sonne (2008), a frequéncia de cédes sem raca definida
foi de 44,44%, seguida de animais da raca Poodle com 11,11%, apresentando
dados semelhantes a atual pesquisa. Portanto, a frequéncia nao indica
predisposi¢cdo racial, mas sim o numero de animais atendidos e um casual
indice elevado de Poodles.

Headley e Graca (2000) encontraram 63% dos casos de encefalite pela
cinomose em animais com menos de 18 meses, sugerindo que a maior taxa de
mortalidade nesta forma aconteca ao redor de um ano de idade. Concordando
com esses dados, Silva et al. (2007) encontraram uma taxa de 49,5% dos
casos com alteracdes neurolégicas em animais com menos de um ano de
idade, 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.

Na pesquisa realizada por Sonne (2008), dos 40 animais incluidos 78,5%
apresentavam idade de dois a seis meses e em 11,1% dos animais a faixa
etaria situou-se entre sete meses e um ano de idade.

Nos animais do presente estudo a idade variou de trés meses a 13 anos,
no entanto as medianas das idades variaram de sete a 48 meses de idade,
concordando com os dados dos autores acima. Sendo que os animais dos
grupos 5 e 6 foram mais jovens com mediana de 10 e sete meses
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respectivamente, e pelas conclusdes de Headley e Graca (2000) estes animais
teriam maior predisposicao a morreram pela doenca na sua forma neurolégica.
Pelo estudo da patogenia da doenca, verificou-se que a infec¢ao do tecido

epitelial e SNC ocorreram no periodo de oito a nove dias pds-infeccao e que no
periodo de nove a 14 dias apés a disseminacao nestes tecidos ha producao de
anticorpos contra o 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 infeccdo. Além disso, alguns
autores relatam que os anticorpos contra o0 virus interagem com macrofagos
infectados em lesbes no SNC, causando sua ativacao com liberacdo de ROS.
Esta atividade, por sua vez, pode levar a destruicdo de oligodendrécitos e
bainha de mielina (TIPOLD et al., 1992; SUMMERS et al., 1995; GEBARA et
al., 2004; GREENE, 2006; STEIN et al., 2006). Portanto, n&o utilizou-se
animais com evolucdo clinica neurolégica 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 evolugéo dos
sinais nervosos, sendo que as medianas variaram de quatro a sete dias de
evolucao, e que nos grupos 1 e 6 o periodo de inicio de tratamento foi menor e
nos grupos 2, 3 e 4 foi maior. No entanto, estes dados ndo mostraram
interferéncia na sobrevida dos animais e muito menos na amplificacdo da
resposta inflamatdria no sistema nervoso.

O diagnéstico da cinomose é dificil de ser realizado, depende de técnicas
caras e de capacitacao técnica para realizacdo, como ELISA (LATHA et al.,
2007), imunofluorescéncia (MEGID et al, 2000) e RT-PCR (SAITO et al, 2000;
GEBARA et al.,, 2004). Em varios casos a combinacdo de alguns principais
sintomas como, inflamacao conjuntival, secrecao respiratoria, diarréia, doenca
com trés semanas ou mais e sinais neurolégicos sugerem um diagnostico
presuntivo da cinomose (KIM et al., 2006). Em regides endémicas, a cinomose
deve sempre ser considerada como um importante diagndstico para cdes com
alteracbes neuroldgicas, independente do tipo, curso, extensdo e natureza da
doenca neuroldgica (AMUDE et al., 2010a). Assim os autores referem que
chega-se na suspeita clinica baseando-se na historia, sintomatologia e
achados hematoldgicos (SILVA et al., 2005; GREENE, 2006).
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Como descrito na literatura, os animais do experimento foram selecionados
a partir de suspeitas clinicas e de algumas caracteristicas epidemioldgicas e
sinais extraneurais. Estes sinais clinicos encontrados na cinomose foram
divididos na atual pesquisa em alteracdes oculares, sinais respiratérios e
digestivos. Dos animais incluidos no estudo 63,3% apresentavam sinais
oculares, como secrecdo ocular, ceratoconjuntivite seca, Ulcera de coOrnea e
alopecia das palpebras. Os animais dos grupos 5 e 6 foram os que
apresentaram maior numero de acometimento ocular, em relagdo aos outros
grupos. Estes dados de sinais oculares podem estar relacionados com a idade
dos animais, ja que 0s animais dos grupos 5 e 6 sdo 0s mais jovens e podem
ter o sistema imune menos desenvolvido permitindo a colonizacdo bacteriana
secundaria.

Na pesquisa realizada por Sonne (2008), 50% dos animais apresentavam
sinais oculares e 35,2% secrecao nasal. Os sinais no sistema respiratorio sdo
rinite, descarga nasal serosa a mucopurulenta, pneumonia intersticial inicial e
posterior evolucdo para broncopneumonia devido a infeccdo secundaria,
caracterizada por tosse estridente, Umida e produtiva, além de crepitacdes na
ascultacdo (CORREA & CORREA, 1992; GREENE, 2006). Os sinais
respiratorios descritos foram observados em 41,7% dos animais incluidos na
pesquisa.

No sistema gastrointestinal ha ocorréncia de vomitos intermitentes,

anorexia, diarréia pastosa a liquida, escura, com ou sem a presenca de
sangue, havendo desidratacdo em poucos animais (CORREA & CORREA,
1992; GREENE, 2006). Dos animais incluidos na pesquisa, 38,3% deles
apresentaram sinais gastroentéricos. Esta sintomatologia foi a de menor
frequéncia nos animais estudados.

Ja na pesquisa de Sonne (2008), os achados necroscopicos foram de
48,1% dos animais com conteudo intestinal diarréico.

Os animais incluidos no estudo além de apresentarem sinais
neuroldgicos, tiveram uma alta frequéncia de sinais oculares, menor em sinais
respiratorios e, a seguir, sinais gastroentéericos. No G5 foi possivel verificar um
alto indice de sinais oculares e respiratdrios e no G6 de sinais oculares e
gastroentéricos. Ao mesmo tempo estes foram 0s grupos que apresentaram as
menores medianas de idade (abaixo de 12 meses). Concordando com o0s
dados de patogenia da enfermidade, animais mais jovens sofrem mais com o
processo de imunossupresséao, levando a infec¢cdo bacteriana secundaria nos
locais de replicacéo viral (GREENE, 2006).

Segundo Tipold et al. (1992) apenas dois tercos dos caes infectados
desenvolvem sinais extraneurais, incluindo conjuntivite, febre, sinais

respiratérios, envolvimento gastroentérico, tonsilite e caquexia, ao passo que



168

um terco desenvolve sinais neuroldgicos sem sinais extraneurais no exame
fisico.

Os sinais clinicos, curso da doenca e o tipo de envolvimento do SNC
dependem da viruléncia da cepa viral, condicbes ambientais, idade e estado
imune do hospedeiro (SHELL, 1990; TIPOLD et al., 1992; GREENE, 2006).
Filhotes e cdes imunossuprimidos sédo propensos a desenvolvem necrose
neuronal, enquanto que caes mais velhos ou imunocompetentes desenvolvem
desmielinizagéo (SHELL, 1990).

Os sinais neurolégicos sdo multiplos e consequentes da replicacao viral
em neurbnios e células gliais, refletindo desta forma, a distribuicdo do virus e
as consequentes lesdes no SNC (TIPOLD et al., 1992; GREENE, 2006).

Deve ser considerado o objetivo da pesquisa cujos dados sé&o
relacionados, pois o trabalho de Amude (2005) foi realizado em animais que
foram indicados para eutanasia e na atual pesquisa os animais deveriam
sobreviver ao tratamento experimental pelo menos cinco dias, quando
receberam ribavirina e trés dias os do grupo controle. Por isso, alguns sinais
neuroldgicos diferem bastante de uma pesquisa para outra, ja que representam
graus diferentes de acometimento do SNC.

No estudo de Silva et al. (2007) com 620 casos, a forma neuroldgica da
cinomose foi caracterizada por uma grande variedade de sinais, sendo que 0s
cdes apresentavam um unico sinal clinico ou uma combinacdo deles, sendo
que este levantamento também foi realizado no atual estudo, havendo
concordéancia nos dados obtidos.

Na atual pesquisa 68,3% dos animais apresentavam déficits posturais,
sendo que os déficits de propriocepcao foram separados totalizando 43,3% dos
animais. Na pesquisa de Amude (2005) as plegias e paresias foram tratadas
separadas, no atual estudo foram trabalhadas como altera¢gbes posturais e de
andar. Na pesquisa de Silva et al. (2007) as alteracbes posturais e motoras
ocorreram em 20,5% dos animais. Na presente pesquisa nenhum dos animais
chegou apresentando nistagmo, este sinal surgiu ap6s o inicio do tratamento
como a evolucao da enfermidade. A ataxia na pesquisa de Amude (2005) teve
frequéncia de 62,5%, porém so foi considerada a ataxia cerebelar, mas nesta
pesquisa foram consideradas as formas de ataxia cerebelar, vestibular e
proprioceptiva, por isso tivemos um indice maior de 68,3% de frequéncia. O
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estudo de Silva et al. (2007) apresentou um indice de 25% dos animais com
ataxia.

A alteracao de consciéncia foi encontrada em 21,7% dos animais incluidos
no estudo, enquanto que Amude (2005) encontrou uma taxa de 25%, no
entanto esse tipo de alteracdo neuroldgica € considerado principalmente nos
casos de eutanasia, como foram os animais incluidos na pesquisa do referido
autor. Assim como ocorreu com andar compulsivo e opistétono que foram
encontrados em 25% dos casos da sua pesquisa, enquanto que no atual
estudo foram incluidos 13,3% de animais com andar compulsivo e 8,3% com
opistétono.

O sinal neurolégico de balancar a cabeca teve frequéncia de 12,5% no
estudo de Amude (2005), enquanto que nesta pesquisa foi de 28,3%. Com
relacdo ao estrabismo vestibular que foi separado na pesquisa de Amude
(2005), na atual pesquisa foi incluido junto as alteracbes de nervos cranianos
gue ficaram com 78,3%. As altera¢cdes comportamentais tiveram frequéncia de
6,7% no atual estudo, enquanto que Amude (2005) encontrou 12,5% delas.
N&o houve referéncia com relagcdo ao choro noturno, no entanto pode ter sido
considerado como alteracdo de comportamento, porém nesta pesquisa este
sinal foi encontrado em 13,3% dos animais.

Amude (2005) encontrou 12,5% de animais que apresentavam mioclonias,
enquanto que na atual pesquisa observou-se uma frequéncia em 45% dos
animais. No estudo de Silva et al. (2007) os dados de animais com mioclonias
foram mais semelhantes com 38,4% dos casos. Andar em circulos e
pressionamento da cabeca contra objetos também foram encontrados nos
animais da pesquisa de Amude (2005), porém com uma frequéncia de 12,5% e
neste estudo foi encontrado em 8,3% e 3,3%, respectivamente.

As vacinas produzidas com as amostras do virus da cinomose, isoladas
de cées naturalmente infectados, como Snyder Hill, Rockborn, Onderstepoort,
adequadamente atenuadas em culturas de células, sdo eficientes em induzir o
estado de imunidade dos animais vacinados, protegendo-os contra infeccéo
natural (BIAZZONO et al., 2001).

Na pesquisa de Amude (2005) os oito cédes incluidos no estudo so

apresentavam sinais neurolégicos, sendo que quatro animais tinham recebido
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pelo menos trés doses da vacina contra a cinomose com virus atenuado, dois
ndo eram vacinados e outros dois tinham historico vacinal.

Na atual pesquisa ndo foram incluidos animais que apresentavam
historico vacinal correto, ou seja, quando filhotes com mais de trés doses de
vacina de virus vivo atenuado com orientacdo do médico veterinario ou adultos
gue recebessem anualmente uma dose. Os animais foram caracterizados de
guatro formas: sem vacinagao (55%), vacinacao incompleta (10%), vacinacéo
sem orientacdo veterinaria (30%) e sem historico de vacinacdo (5%). Este
ultimo item, em alguns momentos também influenciou a n&o escolha dos
animais para o estudo, jA que como o histérico ndo era conhecido, o animal
poderia ter recebido a vacinagéo.

Mais de 50% das infec¢cbes pelo virus da cinomose séo subclinicas ou
com sinais clinicos moderados (SILVA et al., 2007), ou seja, a taxa de infeccao
€ maior do que o numero dos animais que manifestam a enfermidade,
estimando-se em até 75% de cades susceptiveis 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 neuroldgico
durante ou apos a infeccao sistémica pelo virus da cinomose (RUDD et al.,
2006).

A transmissédo ocorre principalmente por aerossois e goticulas que contém
0 virus, pelas secrecdes respiratorias, fezes e urina (CORREA & CORREA,
1992).

Neste estudo foi avaliada a frequéncia dos animais que entraram em
contato direto com outro animal doente e apenas 16,7% deles tinham tido esse
contato, sendo que 55% dos animais ndo tinham outros contactantes em casa,
porém 43,3% de todos os caes incluidos na pesquisa tinham acesso a rua,
tanto sozinhos quanto com os proprietarios. Desta forma, mesmo que a maior
parte dos animais néo tivesse entrado em contato direto com outros doentes, a
infeccdo provavelmente aconteceu por meio do proprietario (indiretamente),
pelo contato com animais ndo vacinados que podem ter a infeccdo sem
apresentar sinais clinicos ou mesmo por contato direto com animais doentes
nas ruas. Nos animais da pesquisa, 0 principal motivo da infec¢cdo ocorreu por

falta de um histérico vacinal correto.
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No estudo de Elia et al. (2008) foi observado que a relagcéao entre efeito
da droga e o tempo de exposicdo mostrou que a atividade antiviral em altas
concentragcbes ocorre no periodo de 24 horas. Entretanto, em baixas
concentracfes a eficacia da droga foi obtida apos 48 horas de exposicao.
Porém, este estudo refere a eficacia da ribavirina frente ao virus da cinomose
“in vitro”. Mangia (2008) analisou a eficacia da ribavirina em cées naturalmente
infectados com o virus da cinomose e concluiu que a melhora dos sinais na
maior parte dos animais estudados ocorreu a partir do sétimo dia de
administracdo da droga. Por isso, no atual estudo ndo foram incluidos animais
gue morreram com menos de cinco dias de tratamento, pois se deduziu que
poderia ndo haver ainda acao da ribavirina sobre o virus da cinomose. No
entanto, como nos grupos controle ndo havia droga experimental para ser
testada, foram incluidos os animais que ndo morreram no periodo de trés dias
de tratamento, ou seja, animais que morreram com até dois dias de tratamento
Nao entraram na pesquisa.

A atual pesquisa revelou que mesmo com a inclusdao de mais dois
grupos tratados com a ribavirina e dois grupos controle a média de dias de
sobrevida dos animais tratados com o antiviral foi maior do que dos animais
gue entraram no grupo nao tratado. Este dado sugere-se que a ribavirina
aumentou o tempo de vida dos animais naturalmente infectados com o virus da
cinomose apresentando encefalite.

A terapia antiviral na SSPE (encefalite causada pelo virus do sarampo em
humanos) tem como objetivo diminuir a progresséo da doenca ou estabilizacéo
temporal de progressdo da doenga, prolongar a sobrevida, ou, menos
provavelmente obter a melhora clinica. O beneficio esperado é mais do que a
taxa de 5% de remisséo descrita na literatura (GUTIERREZ et al., 2010).

A ribavirina foi aprovada pela U.S. Food and Drug Administration para o
tratamento pediatrico da infeccdo pelo virus sincicial respiratorio e sua
combinacdo com alfa-interferon para infec¢éo cronica pelo virus da Hepatite C
(WU et al., 2005). Hoje na terapia antiviral com ribavirina os pacientes com
hepatite C tem uma sobrevida de 55% (SUNG et al., 2011).

No atual estudo o tratamento experimental foi avaliado segundo a melhora
clinica e a sobrevida dos animais nos diferentes grupos, onde foi encontrada
uma taxa de 60 a 70% entre os que sobreviveram ou apresentaram melhora
clinica, que em relacdo ao tratamento usado em humanos apresentou
melhores resultados, com excecao do G4 com 70% de 6bitos.

A sobrevida e melhora clinica do estudo foi melhor do que se espera da
droga em humanos. Dos 60 animais incluidos no experimento, apenas 38,3%
apresentaram melhora clinica, quando se soma os dados dos animais que
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receberam o antiviral verificou-se que 12 (30%) animais morreram e 19 (47,5%)
apresentaram melhora clinica evidente no periodo de internacéo.

Quando é feita a avaliacdo da sobrevida junto com a melhora clinica dos
animais, verificou-se que 70% dos animais tratados com o antiviral
apresentaram melhora clinica ou sobrevida, no entanto nos grupos controle
essa taxa chegou a 50%. Pode-se identificar que clinicamente a ribavirina
favoreceu a sobrevida ou a melhora dos animais tratados, assim como foi
descrito por Mangia (2008).

Segundo Corréa & Corréa (1992), a cinomose na fase neurologica é
progressiva, raramente estacionando, levando a morte em curso agudo ou
cronico e sempre deixando sequelas que podem ser inabilitantes nos eventuais
sobreviventes. Mangia (2008) observou que a eficacia da ribavirina nao foi
influenciada pelo periodo de evolugcédo apresentado pelos animais ao inicio do
tratamento. Foi sugerido que a ribavirina como forma de tratamento na fase
neuroldgica da cinomose torna o prognostico mais favoravel.

Segundo Appel (1969) a taxa de mortalidade de caes infectados pelo virus
da cinomose chega a 50%, apés trés a quatro semanas de exposicdo viral.
Dependendo da espécie afetada e do estado imunologico do individuo a
mortalidade pode exceder 80% (HARDER & OSTERHAUS, 1997).

No estudo também foi possivel identificar que os grupos tratados com a
prednisona tiveram um resultado pior do que aqueles tratados apenas com
ribavirina e DMSO.

Comparativamente os autores Fitch & Van De Beek (2008) afirmaram que
a encefalite pelo Herpes Simplex Virus (HSV) é considerada a pior condicéo
dentre as encefalites infecciosas, com indice de mortalidade de 70%, caso nao
seja tratada, reduzindo-se a 20 a 50% de mortalidade nos casos tratados com
antivirais. Embora o controle da inflamacé&o parecesse ser benéfico ao SNC, a
Unica consideracao do uso de esteréides nas infec¢des virais € a diminuicao da
retirada do virus do organismo, prolongando ainda mais a enfermidade. Como
nao existem grandes estudos sobre o uso de corticosteroides na encefalite pelo
HSV, ainda ndo ha recomendacao para a terapia adjuvante.

No entanto, Tipold et al. (1992) e Greene (2006) afirmam que o0s
corticosteréides podem ser utilizados devido a imunopatologia das lesdes
neuronais e para reduzir o edema cerebral causados pelo virus da cinomose,
mantendo a terapia com doses antinflamatorias. A imunossupresséo causada
pelos esterdides € a principal desvantagem, porque a resposta inflamatoéria
responsavel por combater o virus. Este aspecto foi facilmente identificado na
atual pesquisa ja que a taxa de letalidade no G4 foi de 70%.

Ao mesmo tempo, o G5 mostrou que quando h& associacdo da
ribavirina, mesmo em animais imunossuprimidos, ha aumento da sobrevida e
melhora clinica, chegando a 70% como ocorreu neste grupo.

Segundo Biazzono et al. (2001) varios fatores interferem na qualidade e
duragdo da resposta imune a vacinagdo, como a amostra viral utilizada, a
massa antigénica ou o titulo vacinal e o grau de atenuacdo do antigeno viral.
Existem também os fatores relacionados ao proprio hospedeiro, como a
variacao individual na capacidade de resposta a uma mesma vacina, o estado
nutricional, parasitismo, os estados de imundeficiéncia e fatores relacionados
as condi¢cdes ambientais. Concordando com os dados descritos pelos autores,
animais que receberam a vacina de forma correta ndo foram incluidos no atual
estudo.
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Contudo, a pesquisa evidenciou que animais que nao foram vacinados
apresentaram indices melhores de sobrevida e melhora clinica, assim como
ocorreu na pesquisa de Mangia (2008). Na atual pesquisa foi identificado que
animais que receberam a vacina sem orientacdo do médico veterinario também
apresentaram taxas melhores de sobrevida e melhora clinica sendo
demonstrado, desta forma, que a vacinacdo realizada sem orientacdo do
médico veterinario ndo foi capaz de causar melhora dos indices de avaliacao
clinica, portanto pode-se afirmar que ndo possuem massa antigéncia capaz de
causar resposta imune nos animais vacinados com as mesmas.

Nenhum dos tratamentos mostrou diferenca com relacdo ao historico
vacinal, mas foi possivel notar que os grupos 1, 2 e 6 apresentaram taxas
acima de 50% de melhora clinica para os animais que receberam a vacinacao
sem orientacdo veterinaria. Ja 0s animais que nao receberam vacinagao, 0s
indices de melhora foram evidentes nos grupos 1, 4 e 5, sendo que os G4 e G5
séo grupos tratados com doses imunossupressoras de prednisona.

Diferente do que foi descrito por Mangia (2008), os dados demonstram que
o historico vacinal néo alterou os dados do tratamento experimental.

A disseminacdo do virus no epitélio e nos tecidos do SNC ocorre no
periodo de oito a 10 dias pos-infeccao, por via hematdégena ou pelo liquor
dependendo do estado imune humoral e da imunidade citomediada do animal
(TIPOLD et al., 1992; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 1995; VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 2005; GREENE, 2006).

Nos céaes com niveis intermediarios de resposta imune mediada por células
e com titulos de anticorpos que aparecem tardiamente apdos nove a 14 dias, o
virus se dissemina pelos tecidos. Os sinais clinicos podem desaparecer se
ocorrer 0 aumento da titulacdo de anticorpos, mas podem persistir por longos
periodos em tecidos uveais, neurdnios e tegumentos, bem como nos coxins
plantares. A recuperacao da infeccao esta associada com a imundade a longo
prazo e interrupcao da replicacédo viral. A protecao pode ser comprometida se o
cao for exposto a cepa altamente virulenta, dose infectante elevada e/ou sofrer
imunossupressdo (CORREA & CORREA, 1992; GREENE, 2006).

Sabendo da interferéncia do sistema imune na sobrevida dos animais, 0
atual estudo mostrou que 0s animais que morreram eram mais novos que 0S
animais que sobreviveram ou que apresentaram melhora clinica, independente
do grupo tratado. Este resultado concorda com os dados da literatura.

No entanto, a pesquisa mostrou que os animais dos grupos controle que
morreram eram mais velhos, enquanto que nos grupos tratados com a
ribavirina e suas associacfes 0S animais que morreram eram mais jovens;
discordando com a literatura analisada, ja que se esperava em todos 0S grupos
gue animais mais jovens tivessem maior letalidade.

Assim, os dados encontrados na pesquisa indicaram que a ribavirina
favoreceu a melhora clinica dos animais, ja que a diminuicdo de particulas
virais circulantes permite melhor resposta imune do hospedeiro e verificou que
0s caes que receberam ribavirina e apresentaram melhora clinica sdo animais
com mais de 24 meses de idade, capazes de produzir uma resposta eficaz
frente a infecgéo viral.

Em varios estudos envolvendo a ocorréncia natural da encefalite pelo virus
da cinomose, sinais sistémicos simultaneos com doenca neurologica sdo a
apresentacdo mais comum, assim como convulsdes e mioclonias sédo sinais
mais encontrados quando ha acometimento do SNC (FRISK et al., 1999;
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HEADLEY & GRACA, 2000; MORO et al.,, 2003; GEBARA et al., 2004).
Concordando com os dados da literatura, os animais do presente estudo
apresentaram no historico, sinal sistémico seguido ou concomitante com a
doenca encefalica. No entanto, ndo existem dados na literatura com relacéo a
sobrevida dos animais em relagéo ao sinal clinico sistémico, quando associado
com sinais neurologicos.

A presente pesquisa verificou-se que animais com apresentacao clinica da
associacao de sinais oculares com neurologicos tiveram maior indice de obitos
(72,7%) e os animais que n&o apresentaram sinais oculares tiveram maior
indice de sobrevida e melhora clinica. Quando compara-se esses dados nos
diferentes grupos experimentais, nota-se que quando nao foi usada a
prednisona a maior porcentagem de melhora clinica foi dos animais que nao
apresentavam sinais oculares e nos grupos 4, 5 e 6 0s animais que
melhoraram tinham sinais oculares.

Com relacdo a presencga de sinais grastroentéricos nos animais estudados,
notou-se que houve éxito no indice de melhora clinica dos animais na presenca
destes sinais, este fato ocorreu principalmente nos grupos 2, 3, 5 e 6.

Ja a presenca de sinais respiratorios ndo intervieram na sobrevida dos
animais estudados quando analisados na chegada ao Hospital Veterinario, pois
50% dos animais que morreram apresentavam sinais respiratorios. Quando
este sinal foi estudado nos diferentes grupos experimentais, os resultados
demonstraram que néo influenciaram na sobrevida dos animais nos diferentes
tipos de tratamento experimental, jA que 0S grupos controle apresentaram as
mesmas caracteristicas nas taxas de 6bito e melhora clinica que 0s grupos
experimentais. A presenca deste sinal foi importante durante o periodo de
internamento, pois que animais que apresentavam decubito ficaram mais
predispostos a desenvolverem sinais respiratorios mesmo com o0 uso de
antimicrobianos, favorecendo a morte destes cdes mesmo com 0 uso do
antiviral. Em alguns casos, o desenvolvimento de pneumonia durante o periodo
de internamento foi uma complicacdo da propria enfermidade que levou ao
Obito dos animais.

A encefalomielite da cinomose normalmente € uma doenca neuroldgica
multifocal e os sinais clinicos refletem a difusdo do virus e a disseminacao de
lesbes no SNC (SHELL, 1990; KOUTINAS et al., 2002). Algumas vezes 0s
sinais neurolégicos da cinomose sugerem uma localizagao restrita de lesdes no
SNC (TIPOLD et al., 1992; KOUTINAS et al., 2002).

Na pesquisa de Sonne (2008) foram analisados os encéfalos de 54 caes e
foram encontradas les6es microscopicas em 29 deles. Nos animais analisados
a encefalopatia foi classificada em 79,0% como aguda, 13,8% como subaguda
e 6,9% como crbnica. Em dois animais ndo se observou alteracdes
microscopicas no cérebro e cerebelo, porém o antigeno viral foi visualizado por
teste imunoistoquimico.

Estes autores demonstram a importancia do estudo das lesdes encefélicas
em cdes com cinomose. Na atual pesquisa 0s sinais neurolégicos foram
avaliados conforme o local da lesdo que eles refletem, assim quanto maior a
guantidade de sinais neurologicos, maior a area do SNC acometida e mais
difusa € a distribuicdo viral. Os dados encontrados nos animais estudados
mostraram que 0s que morreram tinham mais sinais neurolégicos que o0s
animais que sobreviveram ou apresentaram melhora clinica. Os resultados
obtidos demonstraram que os animais que melhoraram apresentavam menos
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sinais neurolégicos do que os que morreram, mesmo recebendo o antiviral, o
gue mostra que o tratamento experimental ndo foi capaz de causar uma
evolucao clinica favoravel na presenca de muitos sinais neurolégicos.

Quando avaliados de acordo com a quantidade de sinais, notou-se que 0s
animais incluidos na pesquisa apresentaram taxas maiores de Obitos quando
tinham mais de cinco sinais neuroldégicos em relacdo aos com um a quatro
sinais, concordando com os dados de literatura que quanto maior a area
afetada pior o prognostico da doenca (AMUDE, 2008).

Apenas no G3 o0s animais que apresentavam mais sinais neurol0gicos
foram os que apresentaram melhora clinica, ou seja, mesmo a enfermidade
sendo difusa, os animais tratados com DMSO apresentaram melhores indices
de cura clinica. No G4 mesmo 0s animais apresentando poucos sinais
neurolégicos, morreram mostrando que o tratamento pode ter piorado a
evolucao do processo neurolégico.

Visando ndo s6 a difusao viral, a localizacdo das lesdes foi relacionada
com a sobrevida e foi encontrado que a maior parte dos animais que
apresentaram mioclonias morreram, independente do grupo tratado.

Estudos experimentais mostram que uma lesdo focal na medula espinhal
pode ser responsavel pela mioclonia. E especulado que o local de destruiciio é
0 neurdnio motor inferior da medula espinhal ou o nicleo do nervo cranial. E
possivel que a lesdo no nucleo basal inicie a mioclonia pela estabilizacdo de
um marca-passo na medula ou tronco encefalico (DE LAHUNTA, 1983). Sendo
este sinal mais caracteristico na encefalite de cdes jovens (BRAUND, 1994).

N&o ha dados na literatura sobre a relacdo da incidéncia de mioclonias
com o Obito dos animais, na verdade, esperava-se que fosse um sinal menos
importante ao prognostico até mesmo por afetar neurbnios periféricos, no
entanto pode estar associada ao numero de 6Obitos de animais mais jovens, 0
gue pode ter ocorrido no presente estudo.

Alguns sinais com menor frequéncia nos animais incluidos, porém que
intervieram na sobrevida dos animais acometidos foram: alteracdo do nivel de
consciéncia, opistotono, agressividade e pressionamento da cabeca contra
objetos. Estes sinais estdo relacionados com lesdes cerebrais, principalmente
diencefélicas (DEWEY, 2006).

No que se refere as alteracdes hematoldgicas, a anemia pode ser atribuida
ao aumento da destruicéo dos eritrécitos ou pela diminuicdo de sua producéo.
A destruicdo é determinada pela presenca do virus nos eritrécitos ou pela
deposicdo de imunocomplexos na membrana destas células. A queda da
producdo pode ser atribuida a faléncia da medula 6ssea devido ao estresse
desencadeado pela doenca. Na maioria dos casos o0s eritrocitos apresentam-se
normociticos e normocromicos e néo ha sinais de regeneragcdo medular (SILVA
et al., 2005). Concordando com a literatura, a maior parte dos animais da
pesquisa apresentava anemia quando chegou para o tratamento, ja que todos
0s grupos tiveram medianas da contagem de hemacias abaixo dos valores de
normalidade para cdes (MEYER et al., 1995).

Como ocorreu na pesquisa anterior de Mangia (2008), os animais apds o
periodo de tratamento com a ribavirina apresentaram valores baixos da
contagem de hemacias. Na atual pesquisa verificou-se que todos 0s grupos
apresentaram uma queda na mediana da contagem de hemacias, mesmo 0s
animais do grupo controle. Os animais dos grupos 3, 5 e 6 foram os que
apresentaram valores inferiores a 3.500.000 hemacias/uL. Dois animais do G5
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e um do G6 apresentaram valores da contagem de hemacias abaixo de
2.000.000 células/uL no 15° dia de tratamento, que podemos classificar como
anemia grave (MEYER et al., 1995).

A aplicacéo clinica da ribavirina mostra restricbes devido a alguns efeitos
adversos, especialmente, inducdo de anemia hemolitica. O acumulo dos
fosfatos da droga em eritrécitos leva a anemia, que pode ser a causa para a
descontinuacédo do tratamento (WU et al., 2005). A severidade da anemia €&
mais grave em macacos, seguidos dos humanos, roedores e caes (LIN et al.,
2003).

No entanto, Papich et al. (2003) afirmam nao ter encontrado efeitos
colaterais da ribavirina em cées, na dose de 60 mg/Kg durante duas semanas.
Na dose de 30 mg/Kg também administrada no periodo de duas semanas
apresentou um leve quadro de anemia, porém quando administrada junto com
o glicocorticoide apresentou anemia grave.

N&o foram encontrados na literatura relatos de efeitos colaterais
potencializados por glicocorticéides no uso da ribavirina em qualquer espécie
animal que ja foi testada, portanto este € o primeiro relato de quadros de
anemia severa em caes que receberam ribavirina em associacdo com a
prednisona.

Mangia (2008) sugeriu que o DMSO minimizou os efeitos colaterais da
ribavirina, causando uma queda menor nos valores de contagem de hemacias.
Foi encontrada uma semelhanca desse quadro quando comparou-se 0S grupos
5 e 6, e que o G6 que recebeu a associacdo com o DMSO manteve a
contagem de hemacias mais alta do que os animais do G5.

A dosagem de hemoglobina apresentou semelhanga com os resultados da
contagem de heméacias, onde no primeiro momento a maior parte dos animais
apresentava contagem de hemacias e dosagem de hemoglobina baixas
guando chegaram ao Hospital Veterinario.

ApOs o tratamento experimental, o G2 foi o que melhor apresentou
mediana da dosagem de hemoglobina, ao contrario do que aconteceu com 0s
grupos 5 e 6. Foi possivel identificar que a ribavirina em associagdo com a
prednisona foi capaz de causar uma queda nos niveis de hemoglobina nos
cées destes grupos experimentais, diferente do que foi encontrado nos animais
do grupo controle e nos animais que nao receberam a associagcdo das duas
drogas.

Quando incorporada nos eritrocitos, a ribavirina € convertida em
metabolitos fosforilados. Estes diminuem os niveis de ATP intracelular,
resultando na reducao da integridade dos eritrocitos por uma desestabilizacao
da membrana, podendo chegar a hemodlise. A concentracdo celular de
ribavirina alcanga niveis estaveis em duas a trés semanas apo0s o inicio do
tratamento, quando ocorre a diminuicdo de hemoglobina. As mudancas na
concentragcdo de ribavirina celular sao inversamente proporcionais as
alterac6es nos niveis de hemoglobina (INOUE et al., 2004; HITOMI et al.,
2011). No entanto, os niveis de hemoglobina em cées apresentaram a sua
primeira queda préoximo do 10° dia de tratamento e ndo apenas com duas
semanas, como sugere a literatura. A incorporacédo de metabdlitos fosforilados
esta relacionada com a dose administrada, ou seja, sugere que os animais do
presente estudo receberam uma dose elevada e a incorporacéo de metabdlitos
ocorreu em um periodo inferior ao descrito na literatura.
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Ao mesmo tempo, o glicorticoide atua em varias regides da célula, tanto na
membrana celular quanto na membrana do nudcleo e, desta forma, podem
interferir aumentando o acumulo dos metabdlitos da droga nas hemacias. No
entanto, ndo existem dados que relatem a administragdo da ribavirina junto
com a prednisona, como ocorreu neste estudo, portanto esses dados sao
sugestbes para novas pesquisas que venham trabalhar com o antiviral em
caes.

Apesar dos grupos controle apresentarem quase 10 pontos percentuais
abaixo dos valores de referéncia para caes no 15° dia de tratamento, nos
grupos que receberam ribavirina, exceto o G2, os valores de volume globular
chegaram a extremos, abaixo de 25%. Assim como os outros resultados, todos
0S animais mostraram anemia no ultimo dia de tratamento, sendo que o0s
grupos 1, 5 e 6 apresentaram os piores resultados tanto de volume globular
guanto de hemacias e dosagem de hemoglobina.

Assim como sugerido por Mangia (2008) o DMSO pode ter ajudado a
diminuir essa alteracdo causada pela ribavirina no G2. E possivel que este
composto diminua a degradacéo da ribavirina pela adenosina—quinase dentro
dos eritrocitos, impedindo seu acumulo e posterior perda da hemoglobina. Esta
sugestéo surgiu a partir do estudo de Yoon et al. (2006), que mostrou que o
DMSO possui efeitos variados na atividade de isoenzimas, sua presenca nas
reacdes enzimaticas produz efeitos inibitorios diretos no metabolismo mediado
por estas. A afinidade relativa do DMSO com o substrato das enzimas pode ter
um papel importante como consequéncia dessa interacdo. Por esta pesquisa
ficou evidenciado que o tratamento com ribavirina, sem o DMSO, pode levar a
anemia mais grave que a propria evolugcao da doenca.

Tipold et al. (1992) afirmam que a trombocitopenia € um achado raro na
cinomose, no entanto, Silva et al. (2005) afirmam que a trombocitopenia é um
achado frequente. Sabe-se, apenas, que em infec¢cdes pelo Morbillivirus ja se
observou aumento de anticorpos antiplaguetas. A trombocitopenia €
provavelmente do tipo imunomediada com remocéo das plaquetas pelo sistema
reticulo endotelial. Essa explicacdo também é citada nos estudos de Rima &
Duprex (2006) e concluiram que € um achado transitério que desaparece com
trés a quatro semanas apos a infec¢ao por Morbillivirus.

Em nenhum dos grupos foi encontrada uma alteragéo destes valores que
fosse significativa clinicamente. No entanto, no ultimo dia de tratamento apenas
0s G1 e G5 apresentaram medianas dentro dos valores de referéncia (MEYER
et al., 1995), assim sugere que mesmo com o0 tratamento experimental ainda
houve acado do virus no sangue circulante.

O G6 foi 0 unico grupo que apresentou mediana relativamente baixa no
ultimo dia de tratamento, porém ndo ha dados na literatura que relatam efeitos
colaterais das drogas experimentais sobre as plaguetas.

O leucograma é a caracteristica mais variavel com as contagens
abrangendo de leucopenia a leucocitose. Infeccdes bacterianas oportunistas no
trato digestorio e respiratorio podem ser observadas e isso justifica a
leucocitose por neutrofilia e o desvio a esquerda (SILVA et al., 2005). Tudury et
al. (1997) estudando a forma neurolégica da cinomose relatou que anemia e
linfopenia sdo os achados hematoldgicos mais frequentes na enfermidade.

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

No presente estudo, na contagem de leucdcitos foi possivel identificar que
a mediana do G3 foi menor em relacdo aos outros grupos no ultimo dia de
tratamento, o0 que nos permite afirmar que o0s animais deste grupo
permaneceram infectados até o ultimo dia de tratamento, porém este grupo nao
recebeu o antiviral. No entanto, o0 G1 também apresentou uma mediana abaixo
da normalidade, mostrando que a leucopenia predominante no grupo pode ser
um indicio da nado eficacia da ribavirina em interromper a acéo viral nestas
células.

O presente estudo revelou que as medianas dos grupos 4 e 5, que
receberam doses imunossupressoras de prednisona, apresentaram uma
contagem de leucocitos mais alta em relagcdo aos outros grupos. Este achado
foi descrito na pesquisa de Van Den Brandt et al. (2007), na qual os
glicoorticéides mostraram induzir células CD8a a formarem linfécitos T CD4+ e
causaram apoptose de timécitos, mas mantendo ainda as células T maduras
do sangue periférico mimetizando uma proliferacdo hemostasica. E
complementando com o trabalho de Abraham et al. (2006) em que os autores
afrmam que os glicocorticbides inibem a expressdao dos mediadores
inflamatorios dos macrofagos e de outras células, desta forma, sdo usados no
tratamento de varias enfermidades inflamatorias imunomediadas.

Assim, mesmo que o0s animais dos G4 e G5 apresentassem
imunossupressdo, a contagem de leucocitos nesses animais tenderia para
valores mais altos como ocorreu na pesquisa.

Os grupos 1, 2 e 3, que nao receberam prednisona, demonstraram uma
gueda nesta contagem a partir do 12° dia de tratamento, demonstrando assim
gue esta alteracdo pode ser consequéncia natural da doenca, ja que o0s
animais do G3 néo receberam a ribavirina. A mediana do G6 demonstrou a
mesma caracteristica, evidenciando que a dose de 0,5 mg/Kg, a cada 12 horas,
nao foi capaz de aumentar a quantidade de leucdcitos circulantes tanto quanto
a dose imunossupressora.

Com relacdo a quantidade absoluta de neutréfilos, nenhum grupo
apresentou medianas abaixo ou acima dos valores de referéncia para caes
(MEYER et al.,, 1995), demonstrando a pouca relevancia clinica frente aos
achados estatisticos. Desta forma, o0s tratamentos experimentais né&o
intervieram nos valores de neutréfilos em todos 0s grupos pesquisados.

Um quadro proeminente da infeccdo de cdes gnobioticos com virus da
cinomose é a linfopenia prolongada e deplecéo linféide sistémica. A causa da
linfopenia ocorre provavelmente devido a habilidade do virus em se replicar e
destruir os tecidos linféides (MORO & VASCONCELOS, 1998).

Entretanto, nos relatos atuais foi observado que a cinética da infecgéo viral
nao esta relacionada com a da deplecdo de linfocitos e a morte celular. No
periodo de trés a seis dias apoés infeccédo, ha um aumento na apoptose, porém
0 virus néo é detectavel. Esses efeitos podem ser mediados pela producao de
citocinas inflamatorias, que afetam a hemostasia de linfocitos (KUMAGAI et al.,
2004; SCHOBESBERGER et al., 2005).

No estudo de Silva et al. (2005), em 85% dos casos de cinomose foi
encontrada linfopenia. Ja no experimento de Amude et al. (2007) a alteracéo na
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contagem de linfocitos foi de 37,5% dos casos. Na pesquisa de Mangia (2008)
o indice de linfopenia foi de 75%.

Baseado nos relatos de Schobesberger et al. (2005), a determinagcédo do
namero de linfocitos tem um valor prognéstico no desenvolvimento da doenca.

No presente estudo foi possivel verificar que o G3 apresentou melhor
resposta linfocitaria ao final do tratamento. No entanto, foi o Unico grupo que
nao recebeu ribavirina e prednisona. Nos grupos tratados com estas drogas 0s
valores de linfocitos foram menores no décimo quinto dia de internacéo. Sendo
gue dos grupos tratados, os grupos 1, 5 e 6 apresentaram medianas da
contagem de linfocitos muito baixas, considerada uma linfopenia relativamente
acentuada.

Existem autores que afirmam que a ribavirina tem efeitos
imonureguladores, pois é capaz de inibir a sintese de macromoléculas e a
divisdo celular, proliferacido de linfocitos e a sintese de acido nucléico. As
vezes, pode suprimir a producdo de linfécitos B e consequentemente a
formacao 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). Como este foi um achado sugerido na
pesquisa de Mangia (2008), € possivel que a presenca de linfopenia nos
grupos tratados com ribavirina seja uma alteracdo da sua toxicidade em cées
também.

Na presente pesquisa foi possivel detectar que todos os grupos que
receberam o tratamento antiviral apresentaram uma queda nos valores de
linfocitos principalmente no udltimo dia de internamento. Os grupos 3 e 4, que
nao receberam ribavirina apresentaram aumento no numero de linfocitos
circulantes apds o sétimo dia de tratamento.

Na contagem de eosinodfilos houve diferenga estatistica na mediana dos
grupos 2 e 3 em relacdo aos outros grupos no sétimo dia de tratamento, sendo
gue estes achados podem estar relacionados com o uso do DMSO. Porém,
nao existem dados na literatura que mostrem o aumento de eosinodfilos
circulantes pelo uso do DMSO em cdes. Somente Randhawa (2006) afirma que
o DMSO é uma substancia relativamente toxica e sua aplicacéo topica pode
causar uma dermatite irritante e uma reacéao urticariforme de contato que nao é
mediada por reacédo imunoldgica, sendo possivel a liberacdo de histamina pela
ativacao de mastocitos.

No entanto, no presente estudo observou que ao final do tratamento,
mesmo que o0s valores de eosinofilos tenham aumentado, nédo ficou
caracterizada uma eosinofilia ja que os valores de referéncia ndo foram
ultrapassados (MEYER et al., 1995).

N&do foram encontrados resultados significativos em relagcdo aos outros
tipos celulares examinados no hemograma, como basofilos e mondcitos.

Segundo Tipold et al. (1992) os achados hematoldgicos frequentes em
cdes com cinomose sao linfopenia, as vezes associado com leucopenia ou
leucocitose, anemia, monocitose e raramente trombocitopenia. No entanto, na
atual pesquisa a monocitose ndo foi encontrada em nenhum momento nos
diferentes grupos experimentais. Porém, foi encontrada uma taxa de 3,3% dos
monacitos ativados no dia em que 0s animais chegaram para atendimento no
Hospital Veterinario.
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Foi encontrado também um aumento gradativo no nimero de mondcitos
ativados durante o periodo de internamento dos animais. Apenas 0s grupos 4 e
6 nao apresentaram monocitos ativados no sangue periférico em nenhum
momento do tratamento.

As inclusbes citoplasmaticas denominadas corpusculos de Lentz ou
Sinigaglia-Lentz, que aparecem em algumas células do sangue, em pequeno
numero nos linfocitos, neutréfilos e hemacias, possuem particular relevancia no
diagnastico clinico da cinomose. A ocorréncia dessas inclusbes em leucocitos
evidencia a presenca do virus, mas quando ndao encontradas possuem pouco
valor na determinacdo da auséncia do virus, ja que sdo observadas somente
na fase virémica da doenca (CORREA & CORREA, 1992).

E importante ressaltar que a viremia ocorre no periodo de quatro a seis
dias, quando apos a replicagcdo em orgaos linféides, causa um aumento na
temperatura corporal, ocorrendo leucopenia causada por danos virais nas
células linfoides (CORREA & CORREA, 1992; VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 1995; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005; GREENE,
2006).

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

Pela literatura existente, ndo era para se encontrar o corpusculo de Lentz,
ja que as fases virémicas acontecem no inicio da infeccdo e os animais que
foram incluidos na pesquisa ja apresentavam sinais neurolégicos. No entanto,
no primeiro momento, encontrou-se 1,7% de inclusbes. Apos 15 dias de
tratamento, 2,4% dos animais apresentaram inclusées no sangue. Este achado
neste momento da pesquisa pode ter sido o primeiro indicio do aparecimento
de particulas virais na circulagdo sanguinea apés o tratamento com a ribavirina,
ja que a incluséo foi encontrada em um unico animal do G5.

Segundo Jain (1993) os linfocitos reativos estdo presentes nas respostas
imunes com formacao de anticorpos, e sdo geralmente caracterizados por
atipia e linfécitos altamente basofilicos ou imunocompetentes.

Os linfocitos na sua forma reativa apresentam um significado importante na
referida enfermidade, pois caracterizam uma resposta imune ao virus. Este
achado foi encontrado em 8,3% dos animais incluidos na pesquisa. Porém,
este achado hematologico ndo apresentou resultado estatistico significativo em
nenhum dos momentos, com a apresentacao esporadica nos diferentes grupos,
sugerindo que ndo houve influéncia do tratamento na sua ocorréncia.

No exame bioquimico de funcdo hepatica e renal, os achados néo sao
especificos para a infeccdo pelo virus da cinomose (TIPOLD et al., 1992;
GREENE, 2006). Pela analise da dosagem de creatinina sérica, pode-se
afirmar que ndo houve lesdo renal aguda nos animais tratados com ribavirina.
No entanto, as alteracbes na dosagem de uréia seérica, demonstraram no
primeiro momento e no décimo segundo dia de tratamento uma elevacéo dos
valores, sugerindo processos de desidratacdo encontrado nos animais dos
grupos 1, 2 e 5, principalmente. Assim, os dados encontrados concordam com
a literatura.

As dosagens bioquimicas de funcdo hepética (ALT, FA e GGT) nao
apresentaram resultados significativos clinicamente entre os grupos. Estes
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resultados demonstram que a ribavirina e o DMSO n&o exercem efeitos
hepatotéxicos, apesar da metabolizacdo ocorrer no figado, como descrito por
Hayden & Douglas (1990) e Paes (1999), respectivamente.

No grupo 5 foi encontrado um animal com aumento das enzimas hepéticas,
caracterizando uma leséo hepatica no ultimo dia de tratamento. Este animal
apresentou valores de ALT, FA e GGT altas, com 3317 UI/L, 2694 UI/L e 329
UI/L respectivamente, todas no ultimo dia de tratamento. Mesmo com as
enzimas hepaticas altas, o animal ainda assim apresentava funcdo hepatica
nao comprometida por manter normal o valor de albumina sérica.

Segundo Greene (2006), a elevacdo das globulinas plasmaticas é
frequente em varias reacdes inflamatérias e, em particular, o componente alfa-
2, que aumenta significativamente nas infeccdes bacterianas e viricas,
notadamente na cinomose. Assim como descrito por Mangia (2008) houve
aumento das proteinas séricas dos G1 e G2, e no presente estudo houve uma
gueda em todos 0s grupos experimentais na dosagem de proteina sérica a
partir do décimo dia de tratamento.

Com relagédo a fracdo de albumina sérica, foi possivel verificar que as
medianas estdo mais proximas dos valores mais baixos de referéncia (MEYER
et al., 1995) no primeiro dia. Apenas o0 grupo 6 apresentou mediana abaixo de
2,7 g/dL, portanto a maioria dos animais deste grupo ndo mostrou lesdo
hepatica nas outras dosagens bioquimicas, indicando que a hipoalbuminemia
encontrada pode estar relacionada com a pressao oncotica do sangue, onde ha
uma diminuicdo na producao de albumina para compensar a hiperglobulinemia.

Na dosagem de globulinas séricas, o G6 apresentou valores normais de
globulinas, entdo a hipoalbuminemia pode estar relacionada com alguns
animais que apresentavam anorexia. Os outros grupos experimentais
apresentaram valores acima do normal para caes, demonstrando
hiperglobulinemia até o décimo dia de tratamento, como descrito na literatura.

Os grupos 5 e 6 mostraram uma queda mais acentuada dos valores de
globulinas no décimo quinto dia, sendo que estes animais receberam a
prednisona, que possui efeito antinflamatorio, ja que a presenca de
hiperglobulinemia em cé@es com cinomose pode representar o aumento de
imunoglobulinas produzidas frente a presenga do virus.

Quando comparadas as curvas dos resultados de globulina e albumina
sérica permitem afirmar que houve uma compensacdo das duas dosagens
demonstrando que a diminuicdo da fracdo albumina esta relacionada com a
pressao oncotica dentro dos vasos sanguineos por causa da hiperglobulinemia
produzida a partir da infeccéo viral.

Os dados do exame de urina do tipo | mostram que 0s animais
desenvolveram cistite, tanto no primeiro momento quanto durante o tratamento.
Este exame teve como principal objetivo identificar presenca de leséo renal e
hepatica agudas. Apenas o0s grupos 2, 5 e 6 apresentaram valores altos da
concentracdo de proteinas na urina de alguns caes no décimo quinto dia de
tratamento, podendo significar uma leséo renal aguda, onde ainda nédo houve
aumento das dosagens de uréia e creatinina.

Sabe-se que cerca de 40% da ribavirina é excretada pelos rins apos 72
horas da administracéo, e o metabolismo hepético é uma rota importante para
sua eliminacédo (HAYDEN & DOUGLAS, 1990). Portanto, o uso associado com
outras drogas como o DMSO e a prednisona pode ter levado a uma lesao renal
de alguns cades no ultimo dia de tratamento. Para concluir este dado seria
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necessario o estudo destes animais por periodo mais longo, avaliando a funcao
renal ap0s cessar a administracdo da droga, 0 que ndo ocorreu na presente
pesquisa.

Com relagéo a funcéo hepatica, no décimo dia de tratamento dos animais
do G1 foi possivel detectar a presenca de tracos de bilirrubina na urina na
maior parte deles.

A ribavirina administrada sistemicamente, em altas doses, pode causar
efeitos indesejaveis, como anemia por hemolise extravascular e aumento de
bilirrubina no soro, os quais sao reversiveis quando cessada a administracéo
da droga (BEAN, 1992; TAKAHASHI et al.,, 1998; HOSOYA et al., 2001).
Assim, pode-se sugerir que a presenca de bilirrubina possa ser consequéncia
da hemdlise causada pela ribavirina e ndo necessariamente por uma leséo
hepatica. Da mesma forma aconteceu no décimo quinto dia de tratamento, um
aumento da quantidade de bilirrubina na urina em todos os grupos, sendo que
o G5 foi 0 que apresentou a maior dosagem de bilirrubina na urina.

Outra hipotese para estes achados seriam indicios de uma sobrecarga do
sistema hepatobiliar destes caes, na dose e intervalo entre doses da ribavirina
utilizada na pesquisa. No entanto, nenhuma das amostras de urina apresentou
positividade para a presenca de sais biliares na urina nos grupos experimentais
e em nenhum dos momentos, o que diminui as chances que seja uma
alteracao no sistema hepatobiliar.

Pelo sedimento urinario foi possivel detectar a presenca de cistite, mesmo
gue branda nos animais dos grupos 5 e 6, ja que foram encontrados leucécitos,
hemacias e bactérias. No primeiro momento de colheita de material a presenca
de cistite pode estar relacionada com o carater imunossupressor da
enfermidade.

Segundo Moro & Vasconcelos (1998) 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 replicacédo viral causa
extenso periodo de imunossupressao, durante o qual podem ocorrer infecgdes
oportunistas que agravam o quadro clinico.

Além da imunossupressao causada pelo virus, os animais destes grupos
S&80 0s mais jovens, 0 que pode estar relacionado também pela imaturidade do
sistema imune. Provavelmente por este motivo, estes animais apresentaram
alteragbes de infeccdo e inflamacdo da vesicula urinaria todo o periodo de
tratamento.

A analise do liguor € um dos melhores métodos de diagnostico das
afeccdes do encéfalo e da medula espinhal. O exame do liquor esta indicado
em todo paciente com doenca neuroldgica, na qual ndo ha diagndstico obvio,
incluindo casos com suspeita de afeccao intracraniana (PELLEGRINO et al.,
2003). No presente estudo e de Mangia (2008), o processo inflamatorio no
SNC foi confirmado pelo exame do liquor dos cdes com encefalite pela
cinomose, antes e ap0s o tratamento experimental.

Segundo Gama et al. (2005), as caracteristicas fisico-quimicas do liquor
tais como coloracao, aspecto, densidade, pH e glicose, ndo foram capazes de
contribuir para indicar qualquer anormalidade liquorica nas diferentes fases da
cinomose. Por outro lado, o componente protéico e a celularidade mostraram
alteracdes importantes na presenca de sinais neuroldgicos, porém na auséncia
destes néo adicionam informacfes capazes de levar a deteccdo precoce de
lesbes do SNC em colaboracéo ao diagnodstico da referida enfermidade. De
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acordo com o0s autores, na atual pesquisa as caracteristicas citadas nao
contribuiram para a identificacdo do processo inflamatério causado pelo virus
da cinomose.

Segundo alguns autores, no estagio crébnico com a inflamag¢do ocorre
aumento de proteina (acima de 25 mg/dL), principalmente representado por
IgG antivirus e aumento de células (mais que 10 células/uL, com predominio de
linfécitos (CORREA & CORREA, 1992; TIPOLD, et al., 1992; SUMMERS et al.,
1995; GREENE, 2006). Portanto, € possivel afirmar que a maior parte dos
animais encontravam-se na fase cronica da enfermidade, j& que todos os
grupos apresentaram medianas para dosagem de proteinas no primeiro
momento acima de 25 mg/dL.

O G3 foi 0 grupo que apresentou menor valor de mediana da dosagem de
proteinas no liquor apos o tratamento experimental, porém os valores variaram
muito. Sendo que os valores maximos encontrados nos diferentes grupos
experimentais mostraram que em todos os grupos houve uma diminuicao,
porém nos grupos 3 e 5 houve um aumento, mesmo sendo estes grupos
tratados com antinflamatorios.

Apenas os grupos 4 e 5 apresentaram elevacdo da quantidade de proteina
apos o tratamento, sendo que nestes grupos foi utilizada a prednisona na sua
dose imunossupressora. Desta forma, a prednisona nao foi capaz de diminuir o
processo inflamatério como desejado ja que houve aumento dos valores de
proteina no liquor dos animais tratados.

O G6 também foi tratado com a prednisona, porém com doses menores e
apresentou diminuicdo dos valores de proteina no liquor. Assim, pode-se
afirmar que a prednisona em doses antinflamatorias foi capaz de reduzir a
guantidade de proteina no liquor, enquanto que quando administrada em doses
imunossupressoras houve aumento desses valores.

A literatura explica que no sistema nervoso, a administragdo cronica de
glicocorticoides ou o estresse ndo sdo uniformemente antinflamatérios e em
algumas circunstancias agem aumentando o processo inflamatério, que foi
identificado pelo aumento da migracéo de células inflamatorias, pelo nivel de
mediadores inflamatérios e pela ativacdo do fator de transcricdo. No sistema
nervoso lesado, niveis de estresse do glicocorticoide podem induzir uma
resposta pro-inflamatéria, e que em niveis basais ou de baixo estresse
possuem um efeito tradicional antinflamatorio (SORRELLS & SAPOLSKY,
2007).

Os autores ainda afirmam que o uso de glicocorticoides para lesdes no
SNC pode ser deletério, porém estes efeitos sdo compensados pela diminuicdo
da inflamagdo pela administracdo cronica. Os efeitos benéficos para o
processo inflamatorio acontecem pelo bloqueio dos receptores de TNF-a e pela
inibicdo da proliferagdo de astrocitos no local da morte de neurdnios. O fato é
que altas concentracdes de glicocorticbides aumentam a extensdo da
neurotoxicidade e da resposta inflamatoria nos locais lesados (SORRELLS &
SAPOLSKY, 2007).

O aumento de anticorpos antivirus no liquor oferece evidéncia da encefalite
pela cinomose, pois estes anticorpos sao produzidos no local, e o aumento n&o
€ encontrado em animais vacinados ou na cinomose sistémica sem alteracdes
neurologicas (GREENE, 2006). Para avaliar a produgdo de imunoglobulinas
inespecificas no liquor dos animais da pesquisa foi utilizado o teste de Pandy.
Sendo que, no primeiro momento a maior parte dos animais nao apresentou
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reacao no teste de Pandy. Apés 15 dias de tratamento apenas com o DMSO, o
G3 apresentou uma cruz de turbidez no teste.

Pelo teste de Pandy, pode-se identificar o efeito dos tratamentos
experimentais, ja que ap0s o tratamento apenas 0s animais do grupo controle
gue apresentaram mediana e percentil 75 com turbidez no teste de Pandy.

Feitosa et al. (1997) encontraram positividade no teste de Pandy em todos
0s animais estudados com cinomose, sendo possivel constatar que aqueles
animais com niveis protéicos totais elevados apresentavam também maior
turbidez no teste e uma maior porcentagem de plasmaocitos, sugerindo que o
aumento dos niveis protéicos ocorreu por uma producéo local de anticorpos e
ndo por uma lesdo na barreira hematoencefalica.

Em casos de cinomose a pleocitose ocorre predominantemente por um
aumento de linfocitos, havendo também a presenca de mondcitos, macrofagos
e raros neutrofilos (FEITOSA et al., 1997). Por isso ndo houve relevancia dos
resultados encontrados na contagem de hemacias no liquor dos animais
incluidos na pesquisa, demonstrando que em todos o0s grupos houve pelo
menos um animal que teve seu liquor contaminado com sangue periférico
durante a colheita de material.

Gama et al. (2005) encontraram 50% dos animais infectados e com
sintomatologia neurolégica apresentando 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 enfermidade.

Feitosa et al. (1997) afirmam a ocorréncia de pleocitose em cédes com
cinomose e a contagem de células nucleadas variou de 19 a 400 células/uL. No
presente estudo foi encontrada variacdo de zero a 8775 células/uL no liquor
dos animais no primeiro momento, antes do tratamento experimental.

Outros autores consideram pleocitose quando ha aumento de células
nucleadas acima de 10 células/uL, o que foi estabelecido no presente estudo
(GREENE, 2006). Desta forma, os grupos 5 e 6 apresentavam valores de
medianas dentro da normalidade no inicio do tratamento, demonstrando que o
processo inflamatorio nesses animais foi agudo. No entanto, o G1 apresentou
maior mediana para células nucleadas, seguido do G2, sendo considerado
como processo cronico na patogenia da cinomose. O G3 foi tratado apenas
com DMSO e serviu como grupo controle em relacéo ao processo inflamatorio
Nnos outros grupos, ja que nao apresentou queda desta contagem, diferente do
que foi encontrado nos outros grupos.

Como mecanismo de acdo do DMSO a literatura descreve que possui
efeitos neuroprotetores em ratos em diferentes doses quando administrado
antes e depois da isquemia. Os autores mostraram que houve atenuacéao na
destruicdo da barreira hematoencefalica também. A acdo ocorre frente a
formacé&o de radicais livres de oxigénio locais sem fagocitose, de forma que o
DMSO diminui o estresse oxidativo dos tecidos (NAGEL et al., 2007). Ja Farkas
et al. (2004) observaram que o0 mesmo € capaz de prevenir a producdo da
cicloxigenase-2 e a perda de neurénios. Além disso, 0 DMSO pode apresentar
efeitos na funcdo neurocondutora (ALI, 2001). Tsvyetlynska et al. (2005)
sugerem que o DMSO age na transmissao sinaptica do glutamato na medula
espinhal, auxiliando na locomocédo dos animais. Pela literatura verificou-se que
o DMSO néao age na proliferacdo de células e na liberagdo de citocinas
guimiotaxicas, esperando-se que no presente estudo n&o houvesse
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intervengcdo do DMSO no numero de células nucleadas no liquor dos animais
afetados.

Assim, pode-se afirmar que o G2 apresentou queda nos valores da
contagem de células nucleadas no liquor no segundo momento, provavelmente
por uma acao apenas da ribavirina.

O G4 apenas tratado com prednisona foi 0 que apresentou maior queda
desses valores, porém foi 0 grupo com menor numero de animais com melhora
clinica. O G5 também teve 0 mesmo comportamento com relacdo a contagem
de células, e recebeu a mesma dose de prednisona, entretanto, associada a
ribavirina. Destaca-se que neste grupo ocorreu a segunda melhor resposta
para melhora clinica.

A partir destes dados foi possivel verificar que a prednisona na sua dose
imunossupressora levou ao aumento da dosagem de proteinas e uma
diminuicdo da contagem de células nucleadas no liquor. Sugere-se que a
prednisona faga uma imunomodulagéo nessa dose em caes e ndo uma potente
acao antinflamatoria.

Pela literatura existente pode-se afirmar que os glicocorticéides sao
reconhecidos por inibir a proliferacdo de linfocitos T e a producdo de uma
variedade de citocinas, incluindo interferon alfa. A IL-7 age mantendo a
populacdo policlonal de linfécitos T imaturos e as células T de memoria, e,
portanto, controla o estoque de células T (TALAYEV et al., 2005).

Ao mesmo tempo Feitosa et al. (1997) afirmam que os altos niveis de
proteinas no liqguor sdo encontrados em animais com cinomose com uma
porcentagem maior de plasmadcitos, uma vez que todos 0s animais estudados
se encontravam com alteracdes neurolégicas ha mais de 10 dias e sugerem
que, aléem da producdo de anticorpos contra 0 virus, a desmielinizacédo ja
estivesse ocorrendo por uma resposta imune e ndo por uma acao viral direta,
levando também a producao de anticorpos contra a bainha de mielina.

Assim, a prednisona provavelmente age na populacdo de linfocitos T,
enquanto os plasmocitos encontrados no liquor causam o aumento de
proteinas sob acdo do mesmo glicocorticoide.

A pleocitose do liquor nas encefalites virais € caracterizada por apresentar
mais que 60% de linfécitos, mas também pode ser encontrada na
meningoencefalomielite granulomatosa e na encefalite bacteriana tratada com
antimicrobianos (CHRISMAN, 1992). Na cinomose, Feitosa et al. (1997)
afrmam que a pleocitose ocorre predominantemente por um aumento de
linfocitos, havendo também a presenca de mondcitos, macrofagos e raros
neutrofilos. Todos os grupos do estudo apresentaram medianas acima de 60%
de linfécitos no primeiro momento, exceto o G4. Ao mesmo tempo, o G4 foi o
grupo gque apresentou maior valor relativo e absoluto de linfécitos no liquor.

ApoOs o tratamento experimental, o G1 apresentou 93% de linfocitos e o G6
apenas 12%, que apresentou resultado significativo estatisticamente. Apesar
desta diferenca houve uma queda na mediana dos valores absolutos de
linfocitos em todos os grupos, exceto no G3 onde os animais foram tratados
apenas com DMSO.

Apesar da auséncia de manguitos perivasculares, numerosas ceélulas
CD8+ sado encontradas nas lesdes agudas desmielinizantes e também
distribuidas difusamente no parénquima cerebral, correlacionando de forma
desigual com éareas de infeccdo viral. No liquor destes animais altos titulos de
IL-8 foram encontrados, isto sugere que a ativacdo inicial das células da
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microglia serve como iniciadora para a invasao de células T no SNC
(VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

Nos grupos 1, 2 e 3, que nao receberam prednisona houve aumento dos
valores minimos, ou seja, nestes grupos 0s animais passaram a apresentar
maior semelhanca de valores, diminuindo a diferenca entre o maximo e o
minimo, significando que a presenca de linfocitos no liquor ficou mais
constante, mesmo que em valores menores. Assim como Mangia (2008)
relatou, a presenca de linfocitos no liquor, mesmo apds o tratamento, pode
significar uma resposta a essa producdo de citocinas, desencadeada na
presenca do antigeno viral, que induz a migracdo de mais células e podem
manter a inflamagéo no SNC, resultando em resposta imunomediada, conforme
descrito por Winschmann et al. (1999) e Markus et al. (2002).

Para confirmar o que foi sugerido anteriormente, as medianas da contagem
de linfocitos dos grupos 4, 5 e 6 quase chegaram a zero apds o tratamento,
sendo que estes grupos foram tratados com prednisona.

Em todos os grupos tratados com ribavirina também foi possivel identificar
uma queda nesses valores, mas a presenca do antinflamatério fez grande
diferenca tanto nos valores de celularidade quanto no nimero de linfocitos.

Com relacdo as células mononucleares, foi encontrada uma queda dos
valores relativos do primeiro dia em relacdo ao ultimo dia de tratamento em
todos os grupos, exceto no G5 que apresentou um aumento. As medianas dos
valores absolutos também apresentaram diminuicdo entre os dois momentos
em todos 0s grupos.

Como descrito na literatura, as outras células encontradas no liquor néo
ultrapassaram 10% da celularidade liquérica. Somente o G4 apresentou
valores altos deste tipo celular que somado aos outros resultados sugere que
houve contaminacéo pelo sangue periférico. As alteracdes encontradas neste
tipo celular apos o tratamento mostraram apenas contaminacdes do liquor com
sangue durante a colheita de material.

Atualmente, a técnica da reacdo em cadeia pela polimerase precedida de
transcricdo reversa (RT-PCR) vem sendo empregada com sucessO nha
deteccdo do virus da cinomose em diferentes tipos de amostras biologicas
provenientes de cdes com sinais clinicos sistémicos e neurolégicos (BARRETT,
1999; GEBARA et al., 2004). Os resultados demonstraram que a técnica de
RT-PCR é um método eficiente para realizacdo do diagnostico rapido, precoce
e “in vivo” (FRISK et al., 1999; SATO et al., 2006; SAITO et al., 2006; ELIA et
al., 2008).

Foram realizadas 308 reacdes da RT-PCR, sendo que 130 (42,2%) foram
positivas. Foram realizadas 178 reagdes da hn-PCR e 102 (57,3%) foram
positivas. Assim, das 308 amostras analisadas, 232 (75,32%) foram positivas.

A degradacdo autolitica do RNA viral causada por RNAses endogenas
pode ser considerada nos casos de resultado falso-negativo (FRISK et al.,
1999). No entanto, Saito et al. (2006) afirmam que o soro e 0 sangue periférico
nao sao amostras boas para a deteccdo do virus da cinomose pela RT-PCR,
guando o cdo apresenta apenas disturbios neurolégicos sem envolvimento
sistémico da doenca. A baixa celularidade do liquor pode ser insufuciente para
a preparacdo da amostra, que pode causar um inadequado isolamento do RNA
viral.

Assim, sugere-se que parte das amostras que ficaram armazenadas
durante quatro anos, mesmo que em frascos adequados e no freezer a -80°C
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possam ter sofrido com a degradacao autolitica de RNAses enddgenas mais do
gue as amostras colhidas recentemente. Ao mesmo tempo, 0S animais
apresentaram diminuicdo da celularidade liquérica ap6s o tratamento,
diminuindo as chances de encontrar o RNA viral nas amostras. Por isso, a
pesquisa teve 75,32% de amostras positivas, ja que a técnica tem alta
sensibilidade e especificidade.

Segundo Amaral (2007) os iniciadores utilizados foram capazes de
amplificar o produto de 440 pb na RT-PCR e na hn-PCR um produto de 331 pb,
como na presente pesquisa. Encontrou uma frequéncia de 43 positivos na hn-
PCR das 50 amostras testadas, sendo que 0 maior numero ocorreu nos casos
de secrecfes genitais, seguido de urina, secrecdo ocular e células brancas do
sangue periférico. Segundo Frisk et al. (1999) foi encontrado o RNA viral pelo
RT-PCR em 86% das amostras de soro sanguineo e 88% de sangue circulante
e liquor de caes com cinomose confirmada pela imunoistoquimica do SNC.

Kim et al. (2006) afirmam que amostras incluindo sangue periférico,
secrecdo conjuntival, nasal, urina, liquor, e secrecdo vaginal, tecidos
pulmonares, estomacais, intestinais e urinario podem ser utilizados para o
diagnostico de cinomose pela técnica RT-PCR. Entretanto, secrecéo
conjuntival é a mais apropriada para o diagndéstico precoce da cinomose.

A presente pesquisa, 95% das amostras de sangue periférico foram
positivas, concordando com os resultados de Frisk et al. (1999). A medula
Ossea foi a segunda amostra que apresentou maior positividade (90%), seguida
do liquor que apresentou 53,3% de positividade, concordando com o0s
resultados encontrados na literatura.

Apoés o tratamento, houve um aumento das amostras positivas de sangue
(97,7%) e diminuiu as amostras positivas do liquor (27,3%). A diminuicdo da
positividade das amostras de liquor pode estar relacionada diretamente com a
diminuicdo da celularidade do liquor, consequente da diminuicdo do processo
inflamatorio no SNC promovido pelas drogas experimentais.

Amaral (2007) e outros autores (FRISK et al., 1999; SHIN et al., 2004)
observaram que a associacao de colheita de diferentes amostras biologicas por
animal aumentou o numero de resultados positivos. Como foi realizado na
presente pesquisa, onde se encontrou positividade em todos 0s animais antes
e apos o tratamento experimental. Além disso, nos animais do presente estudo,
seria indicado o uso do sangue e medula 6ssea como melhores amostras para
o diagnostico da cinomose.

Amude et al. (2006) obtiveram resultados negativos de urina e liquor de
cdes com sintomatologia, exclusivamente neurolégica, com diagndstico de
cinomose confirmado pela PCR e pela presenca de lesdes histopatoldgicas
caracteristicas no SNC. Este achado pode explicar porque 100% dos animais
do G3 apresentaram resultado negativo no liquor apds o periodo de
tratamento.

Com relacao a presenca de bandas inespecificas encontradas na presente
pesquisa, pelos dados de Amaral (2007), autora que desenhou os iniciadores
utilizados, nao ocorreu a formacao destas bandas no seu estudo, sugerindo
gue as bandas encontradas tenham surgido em funcdo do método de extracéo
utilizado, que foi diferente ao adotado pela referida pesquisadora, que obteve a
mesma sensibilidade analitica para a Nested-PCR.

Shin et al. (2004) levantaram a hip6tese de utilizacdo da nested-PCR para
diagnostico da cinomose. A efetividade da técnica foi demonstrada em
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amostras clinicas incluindo sangue, urina, swab nasal e saliva. Sendo um
meétodo ideal para detec¢do 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 & FRIMUS, 2005).

RT-PCR combinada com o nested-PCR mostrou-se mais especifica e
sensivel para o diagnostico ante-mortem da cinomose, especialmente nas
formas subagudas e crbnicas, quando o virus ndo se encontra mais em
epitélios e a reacdo de imunofluorescéncia é negativa (JOZWIK & FRIMUS,
2005).

Na atual pesquisa confirmou-se a necessidade da realizacédo da hn-PCR
porque das 178 amostras negativas na RT-PCR, 57,3% foram positivas na hn-
PCR. Sendo que das 178 amostras, 89 eram de liquor, 47 de sangue e 42 de
medula 0ssea.

Quando analisa-se os resultados da hn-PCR em relacdo ao tratamento
experimental utilizado, verifica-se que houve aumento dos valores percentuais
de positividade na hn-PCR no G4, diferente do que ocorreu em todos 0s outros
grupos que apresentaram diminuicdo destes valores. O G4 é um dos grupos
controle e nao recebeu antiviral, somente a prednisona em dose
imunossupressora, assim sugere que este tratamento ndo foi capaz de
combater o virus e diminuir sua distribuicdo no organismo.

No entanto, o G3 também €& um grupo controle, ou seja, 0s animais nao
receberam o tratamento antiviral, e apresentou maior queda dos valores
percentuais dos resultados positivos, demonstrando que este deveria ser um
resultado esperado na patogenia da cinomose. Portanto, o que foi possivel
verificar é que 0s grupos tratados tiveram uma queda, mas que nao foi
acentuada como no G3.

Considerado um ensaio clinico, o presente estudo apresentou algumas
limitacbes, como 0 numero de animais em cada grupo experimental,
dificultando nas analises estatisticas quando comparadas nos diferentes
grupos. O experimento so foi realizado em animais que apresentavam até 10
dias de evolucéo clinica e, portanto, ndo pode-se afirmar sobre seu uso em
animais com maior tempo de evolucao clinica neurologica. O estudo soO foi
realizado em animais com até seis anos de idade, da mesma forma néo se
sabe se em animais mais velhos a ribavirina teria outros efeitos ou apresentaria
efeitos colaterais, como descritos em humanos, com lesdes hepaticas e renais.

As limitacbes da metodologia de biologia molecular que para afirmar a
verdadeira eficacia da ribavirina o uso da PCR em tempo real poderia nos
informar com relacdo ao numero de particulas virais. Este método nao foi
empregado pela dificuldade de financiamento para tais técnicas moleculares.

A metodologia clinica ficou limitada por ndo apresentar técnicas de
mensuragado do processo inflamatorio completo no liquor dos animais, como o
estudo de citocinas pro e inflamatorias.

Junto com o estudo clinico, outros trabalhos com estudo da
biodisponibilidade da ribavirina em caes poderiam informar sobre sua
concentragdo liqudrica em animais com encefalite pela cinomose. Estes
estudos poderiam informar a correta dose e intervalo entre doses mais indicado
para utilizacdo da ribavirina em cées. O periodo de utilizacdo da droga e o
surgimento de efeitos colaterais também devem ser pesquisados, pois que 0
atual estudo sO utilizou a droga durante 15 dias. A utilizacdo de outras
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dosagens da ribavirina e em cdes ndo somente com sintomatologia
neuroldgica, devem ser estudadas.

Enfatiza-se ainda a importdncia de pesquisas que avaliem o
desenvolvimento de virus da cinomose mutantes em animais tratados com
ribavirina, a partir do sequenciamento genético viral, apos a utilizacdo destes
medicamentos.

Conclusoes

1. Gerais:

e O melhor tratamento foi 0 G2; seguido do G1, sendo que deste grupo
seis animais apresentaram melhora clinica; depois G5, sendo que deste
grupo cinco animais apresentaram melhora e G3 com trés animais que
apresentaram melhora clinica. Os outros grupos de tratamento
apresentaram baixos indices de sobrevida e melhora ndo sendo

suficiente para estabelecimento do protocolo de tratamento.
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2. Especificos:

As principais alteracbes hematologicas encontradas foram anemia,
trombocitopenia, linfopenia absoluta e em menor frequéncia monaocitos
ativados, corpusculo de inclusdo e linfocitos reativos. As principais
alteracdes liquoricas foram hiperproteinorraquia e pleocitose linfocitica.
O principal efeito adverso da ribavirina foi a anemia por hemdlise. A
ribavirina ainda impediu 0 aumento dos valores de linfécitos sanguineos.
Os efeitos adversos da prednisona na dose imunossupressora
apresentou aumento da dosagem de proteina no liquor e de leucdcitos
no sangue periférico.

O DMSO néo apresentou efeitos colaterais nas doses utilizadas.

O efeito colateral mais grave da associacdo dos farmacos foi a anemia
Nos grupos que receberam ribavirina e prednisona.

O efeito antinflamatério no SNC do DMSO né&o foi identificado. A
prednisona causou aumento de proteina e diminuicdo da celularidade no
liguor nos animais tratados com doses imunossupressoras. Com doses
antinflamatorias, ela levou a diminuicdo da concentracdo de proteina e
ndo foi possivel identificar o efeito sobre a celularidade do liquor.

Os animais que tiveram maiores indices de melhora clinica
apresentavam vacinacdo sem orientacdo do médico veterinario, com
aproximadamente 24 meses de idade, sinais gastroentéricos, com trés
tipos de sinais neurolégicos, dos sinais neuroldgicos as alteracbes em
nervos cranianos apresentaram maior frequéncia nos animais que
sobreviveram ou melhoraram.

Antes do tratamento, o virus da cinomose foi encontrado em 95% das
amostras de sangue, 90% das medulas 6sseas e 53,3% de liquor. Apos
o tratamento experimental a frequéncia do virus foi de 97,7% nas
amostras de sangue, 86,4% nas amostras de medula 6ssea e 27,3%

nas amostras de liquor.



191

Referéncias

Bibliograficas

ABRAHAM, S. M.; LAWRENCE, T.; KLEIMAN, A.; WARDEN, P
MEDGHALCHI, M.; TUCKERMANN, J.; SAKLATVALA, J.; CLARK, A. R.
Antiinflammatory effects of dexamethasone are partly dependent on induction of
dual specificity phosphatase 1. JEM, v. 203, n. 8, p. 1883-1889, 2006.

AITA, K.; IRIE, H.; TANUMA, Y.; TOIDA, S.; OKUMA, Y.; MORI, S.; SHIGA, J.
Apoptosis in murine lymphoid organs following intraperitoneal administration of
dimethyl sulfoxide (DMSO). Experimental and Molecular Pathology, v. 79, p.
265-271, 2005.

ALI, B. H. Dimethyl Sulfoxide: Recent pharmalogical and toxicological research.
Veterinary and Human Toxicology, v. 43, n. 4, p. 228-231, 2001.

ALVES, C. M.; VASCONCELOS, A. C.; MARTINS, A. S.; PUERTO, H. L.
SANTOS, F. G. A.; NUNES, J. E. S.; CAMPOS, P. P.; MORO, L. Morphometric



192

analysis of the thymus of pupies infected with the Snyder Hill strain of canine
distemper virus. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 58,
n. 4, p. 472-479, 2006.

AMARAL, H. A. Deteccéo do virus da cinomose pela técnica de RT-PCR em
cades com sintomatologia neurolégica. 2007. Tese (Doutorado). Universidade de
Séo Paulo, Programa de Pds-Graduacdo em Clinica Veterinaria, S&o Paulo,
SP.

AMEMORI, S.; IWAKIRI, R.; ENDO, H.; OOTANI, A.; OGATA, S.; NODA, T,
TSUNADA, S.; SAKATA, H.; MATSUNAGA, H.; MIZUGUCHI, M.; IKEDA, Y.
Oral dimethyl sulfoxide for systemic amyloidosis complication in chronic
inflammatory disease: a retrospective patient chart review. Journal of
Gastroenterology, v. 41, p. 444-449, 2006.

AMUDE, A. M. Avaliagao neurologica e laboratorial de casos de encefalomielite
pelo virus da cinomose canina na auséncia de sinais sistémicos e mioclonia.
2005. Dissertacéo (Mestrado). Universidade Estadual de Londrina, Centro de
Ciéncias Agrarias, Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia Animal, Londrina,
PR.

AMUDE, A. M. Encefalomielite pelo virus da cinomose canina: aspectos
neuroclinicos e neuropatolégicos e uso das técnicas de RT-PCR e
imunoistoquimica no auxilio do diagndstico post mortem. 2008. Tese
(Doutorado). Universidade Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias Agrarias,
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncia Animal, Londrina, PR.

AMUDE, A. M.; ALFIERI, A. A.; ALFIERI, A. F. The nervous form of canine
distemper. Veterinaria e Zootecnia, v. 13, p. 125-136, 2006.

AMUDE, A. M.; ALFIERI, A. A.; ALFIERI, A. F. Clinicopathological findings in
dogs with distemper encephalomyelitis presented without characteristic signs of
the disease. Research in Veterinary Science, v. 82, p. 416-422, 2007.

AMUDE, A. M.; ALFIERI, A. F.; ALFIERI, A. A. Clinical courses and
neurological signs of canine distemper virus infection in dogs. Current
Research, Techonology and Education Topics in Applied Microbiology and
Microbial Biotechnology, v. 1, p. 723-728, 2010a.

AMUDE, A. M.; ALFIERI, A. F.; ALFIERI, A. A. Use of immunohistochemistry
and molecular assays such as RT-PCR for precise post mortem diagnosis of
distemper-related encephalitis. Current Research, Techonology and Education
Topics in Applied Microbiology and Microbial Biotechnology, v. 2, p. 1539-1545,
2010b.

APPEL, M. J. G. Pathogenesis of canine distemper. American Journal of
Veterinary Research, v. 30, n. 7, p. 1167-1182, 1969.

APPEL, M. J. G.; SUMMERS, B. A. Pathogenicity of morbillivirus for terrestrial
carnivores. Veterinary Microbiology, v. 44, p. 187-191, 1995.

AYRES, M.; AYRES JR, M.; AYRES, D.L.; SANTOS, A.S. BioEstat 5.0.
Aplicacdes estatisticas nas areas das ciéncias biolégicas e médicas. Belém:
Instituto de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua. 2007. 364p.

BAKAR, B.; KOSE, E. A.; SONAL, S.; ALHAN, A.; KILINC, K.; KESKIL, I. S.
Evaluation of the neurotoxicity of DMSO infused into the carotid artery of rat.
Injury, 2011. Doi: 10.1016/j.injury.2011.08.021.

BAKAR, B.; ORUCKAPTAN, H. H.; HAZER, B. D.; SAATCI, I.; ATILLA, P;
KILIC, K.; MUFTUOGLU, S. F. Evaluation of the toxicity of Onyx compared with
n-Butyl 2-Cyanoacrylate in the subarachnoid space of a rabbit model: an



193

experimental research. Neuroradiology, v. 52, p. 125-134, 2010. Doi:
10.1007/s00234-009-0594-8.

BANIC, B.; NIPIC, D.; SUPUT, D.; MILISAV, I. DMSO modulates the patway of
apoptosis triggering. Cellular & Molecular Biology Letters, v. 16, p. 328-341,
2011. Doi: 10.2478/s11658-011-0007-y

BARNES, P. J. Therapeutic strategies for allergic disease. Nature, v. 402 sup.,
p. 31-38, 1999.

BARNHAM, K. J.; MASTERS, C. L.; BUSH, A. I. Neurodegenerative disease
and oxidative stress. Nature Reviews Drug Discovery, v. 3, p. 205-214, 2004.
BARRETT, T. Morbillivirus infections, with special emphasis on Morbillivirus of
carnivores. Veterinary Microbiology, v. 69, p. 3-13, 1999.

BAUMGARTNER, W.; ORVELL C.; REINACHER, M. Naturally occurring canine
distemper virus encephalomyelitis: distribution and expression of viral
polypeptides in the nervous tissues. Acta Neuropathologica, v. 78, p. 504-512,
1989.

BEAN, B. Antiviral therapy: current concepts and practices. Clinical
Microbiology Reviews, v. 5, n. 2, p. 146-182, abr. 1992.

BEKTASOGLU, B.; CELIK, S. E.; OZYERK, M.; GUKLU, K.; APAK, R. Novel
hydroxyl radical scavenging antioxidant activity assay for water-soluble
antioxidants using a modified CUPRAC method. Biochemical and Biophysical
Research Communications, v. 345, p. 1194-1200, 2006.

BIAZZONO, L.; HAGIWARA, M. K.; CORREA, A. R. Avaliacido da resposta
imune humoral em cées jovens imunizados contra a cinomose com vacina de
virus atenuado. Brazilian journal of veterinary research and animal science, v.
38, n. 5, p. 245-250, 2001.

BODUR, H.; ERBAY, A.; AKINCI, E.; ONGURU, P.; BAYAZIT, N.; EREN, S. S ;
KUBAR, A. Effect of oral ribavirina treatment on the viral load and disease
progression in Crimean-Congo hemorrhagic fever. International Journal of
Infectious Disease, v. 15, p. e44-e47, 2011. Doi: 10.1016/}.ijid.2010.09.009
BOHM, M. et al. Serum antibody titers to canine parvovirus, adenovirus and
distemper virus in dog in the UK wich had not been vaccinated for at least three
years. Veterinary Record, v. 154, p. 457-463, 2004.

BOLAND, E. W.; HEADLEY, N. E. Effectiveness of antacids in reducing
digestive disturbances in patients treated with prednisone and prednisolone.
California Medicine, v. 89, n. 4, p. 262-266, 1958.

BOLLO, E.; ZURBRIGGEN, A.; VANDEVELDE, M.; FANKHAUSER, R. Canine
distemper virus clearance in chronic inflammatory demyelination. Acta
Neuropathologica, v. 54, p. 31-41, 1986.

BRAUND, K. G. Clinical Syndromes in Veterinary Neurology. 2™ ed. St Louis:
Mosby, 1994.

BRAYTON, C. F. Dimethyl Sulfoxide (DMSO): A Review. Cornell veterinarian, v.
76, p. 61-90, 1986.

BRENNAN, K. C.; BELTRAN-PARRAZAL, L.; LOPEZ-VALDES, H. E.
THERIOT, J.; TOGA, A. W.; CHARLES, A. C. Distinct vascular conduction with
cortical spreading depression. J. Neurophysiol., v. 97, n. 6, p. 4143-4151, 2007.
BROWNE, M. J. Mechanism and specificity of action of ribavirin. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, v. 15, n. 6, p. 747-753, 1978.

BURGE, T.; GRIOT, C.; VANDEVELDE, M.; PETERHANS, E. Antiviral
antibodies stimulate production of reactive oxygen species in cultured canine



194

brain cells infected with canine distemper virus. Journal of Virology, v. 63, n. 6,
p. 2790-2797, jun. 1989.

CASHMAN, K. A.; SMITH, M. A.; TWENHAFEL, N. A.; LARSON, R. A.; JONES,
K. F.; ALLEN, R. D.; DAI, D.; CHINSANGARAM, J.; BOLKEN, T. C.; HRUBY,
D. E.; AMBERG, S. M.; HENSLEY, L. E.; GUTTIERI, M. C. Evaluation of Lassa
antiviral compound ST-193 in a guinea pig model. Antiviral Research, v. 90, p.
70-79, 2011. Doi: 10.1016/j.antiviral.2011.02.012.

CASTILHO, J. G.; BRANDAO, P. E.; CARNIELI JR., P.; OLIVEIRA, R. N.;
MACEDO, C. I.; PEIXOTO, Z. M. P.; CARRIERI, M. L.; KOTAIT, I. Molecular
analysis of the N gene of canine distemper virus in dogs in Brazil. Arquivo
brasileiro de medicina veterinaria e zootecnia, v. 59, n. 3, p. 654-659, 2007.
CAVALETTI, G.; OGGIONI, N.; SALA, F.; PEZZONI, G.; CAVALETTI, E;
MARMIROLI, P.; PETRUCCIOLI, M. G.; FRATTOLA, L.; TREDICI, G. Effect on
the peripheral nervous system of systemically administered dimethylsulfoxide in
the rat: a neurophysiological and pathologycal study. Toxicology Letters, v. 118,
p. 103-107, 2000.

CHALOUPKA, J. C.: VINUELA, F.; VINTERS, H. V.; ROBERT, J. Technical
feasibility and histopathologic studies of ethylene vinyl copolymer (EVAL) using
a swine endovascular embolization model. American Journal of Neuroradiology,
v. 15, p. 1107-1115, 1994.

CHANG, T.; HEEL, R. C. Ribavirin and Inosiplex: A review of their present
status in viral diseases. Drug, v. 22, p. 111-128, 1981.

CHAPPUIS, G. Control of canine distemper. Veterinary Microbiology, v. 44, p.
351-358, 1995.

CHARREL, R. N.; COUTARD, B.; BARONTI, C.; CANARD, B.; NOUGAIREDE,
A.; FRANGEUL, A.; MORIN, B.; JAMAL, S.; SCHMIDT, C. L.; HILGENFELD,
R.; KLEMPA, B.; LAMBALLERIE, X. Arenaviruses and hantaviruses: from
epidemiology and genomics to antivirals. Antiviral Research, article in press,
2011. Doi: 10.1016/j.antiviral.2011.02.009

CHO, H. S.; PARK, N. Y. Detection of canine distemper virus in blood samples
by reverse transcription loop-mediated isothermal amplification. Journal of
veterinary medicine, v. 52, p. 410-413, 2005.

CHRISMAN, C. L. Cerebrospinal fluid analysis. Veternary Clinics of North
America: Small Animal Practice, v. 22, p. 781-807, 1992.

CONRAD, C. D.; McLAUGHLIN, K. J.; HARMAN, J. S.; FOLTZ, C,
WIECZOREK, L.; LIGHTNER, E.; WRIGHT, R. L. Chronic glucocorticoids
increase hippocampal vulnerability to neurotoxicity under conditions that
produce CA3 dendritic retraction but fail to impair spatial recognition memory. J.
Neurosci., v. 27, n. 31, p. 8278-8285, 2007.

CORREA, C. N. M. Cinomose. In: CORREA, W. M.; CORREA, C. N. M. (Eds).
Enfermidades Infecciosas dos Mamiferos Domésticos. Rio de Janeiro: Medsi,
1992. p. 655-670.

CROTTY, S.; CAMERON, C. E.; ANDINO, R. RNA virus error catastrophe:
direct molecular test by using ribavirin. PNAS, v. 98, n. 12, p. 6895-6900, 2001.
CROTTY, S.; CAMERON, C.; ANDINO, R. Ribavirin’s antiviral mechanism of
action: lethal mutagenesis? J. Mol. Med., v. 80, p. 86-95, 2002. Doi:
10.1007/s00109-0308-0

CROXTALL, J. D.; van HAL, P. T. W.; CHOUDHURY, Q.; GILROY, D. W,
FLOWER, R. J. Different glucocorticoids vary in their genomic and non-genomic



195

mechanism of action in A549 cells. British Journal of Pharmacology, v. 135, p.
511-519, 2002.

DAHL, L.; JENSEN, T. H.; GOTTSCHALCK, E.; KARLSKOV-MORTENSEN, P.;
JENSEN, T. D.; NIELSEN L.; ANDERSEN, M. K.; BUCKLAND, R.; WILD, T. F;
BLIXENKRONE-MOLLER, M. Immunization with plasmid DNA encoding the
hemagglutinin and the nucleoprotein confers robust protection against a lethal
canine distemper virus challenge. Vaccine, v. 22, p. 3642-3648, 2004.

Dal POZZO, F.; GALLIGIONI, V.; VACCARI, F.; GALLINA, L.; BATTILANI, M.;
SCAGLIARINI, A. Antiviral efficacy of EICAR against canine distemper virus
(CDV) in vitro. Research in Veterinary Science, v. 88, p. 339-44, 2010. Doi:
10.1016/j.rvsc.2009.08.010

DAMIAN, M.; MORALES, E.; SALAS, G.; TRIGO, F. J. Immunohistochemical
detection of antigens of distemper, adenovirus and parainfluenza viruses in
domestic dogs with pneumonia. Journal of comparative pathology, v. 133, p.
289-293, 2005.

DAVIS, J.; ROWLEY, S. D.; SANTOS, G. M. Toxicity of autologus bone marrow
graft infusion. Progress in Clinical and Biological Research, v. 333, p. 531-540,
1991.

DEAN AG, DEAN JA, COULOMBIER D, BRENDEL KA, SMITHDC, BURTON
AH, DICKER RC, SULLIVAN K, FAGAN RF, ARNER, TG. Epi Info, Version 6: a
word processing, database, and statistics program for public health on IBM-
compatible microcomputers. Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta, Georgia, U.S.A., 1996.

DE LAHUNTA, A. Veterinary Neuroanatomy and Clinical Neurology. 2™ ed.
Philadelphia: W. B. Saunders, 1983.

DEWEY, C. W. Neurologia de cées e gatos: guia pratico. 2 ed. Sao Paulo:
Roca, 2006. 352 p.

D’'INTINO G.; VACCARI, F.; SILVILIA, S.; SCALIARINI, A.; GANDINI, G
GIARDINO, L.; CALZA, L. A molecular study of hippocampus in dogs with
convulsion during canine distemper virus encephalitis. Brain Research, v. 1098,
p. 186-195, 2006.

DUDECK, O.; JORDAN, O.; HOFFMANN, K. T.; OKUDUCU, A. F.; TESMER,
K.; KREUZER-NAGY, T.; RUFENACHT, D. A.; DOELKER, E.; FELIX, R.
Organic solvents as vehicles for precipitating liquid embolics: a comparative
angiotoxicity study with superselective injections of swine rete mirabile.
American Journal of Neuroradiology, v. 27, p. 1900-1906, 2006.
EK-KOMMONEN, C.; SIHVONEN, L.; PEKKANEN, K.; RIKULA, U.; NUOTIO,
L. Outbreak of canine distemper in vaccinated dogs in Finland. The Veterinary
Record, v. 141, n. 15, p. 380-383, 1997.

ELALDI, N.; BODUR, H.; ASCIOGLU, S.; CELIKBAS, A.; OZKURT, Z;
VAHABOGLU, H.; LEBLEBICIOGLU, H.; YILMAZ, N.; ENGIN, A.; SENCAN, M.;
AYDIN, K.; DOKMETAS, I.; CEVIK, M. A.; DOKUZOGUZ, B.; TASYARAN, M.
A.; OZTURK, R.; BAKIR, M.; UZUN, R. Efficacy of oral ribavirina treatment in
Crimean-Congo haemorrhagic fever: a quasi-experimental study from Turkey.
Journal of Infection, v. 58, p. 238-244, 20009.

ELIA, G.; BELLOLI, C.; CIRONE, F.; LUCENTE, M. S.; CARUSO, M,;
MARTELLA, V.; DECARO, N.; BUONAVOGLIA, C.; ORMAS, P. In vitro efficacy



196

of ribavirin against canine distemper virus. Antiviral Research, v. 77, p. 108-13,
2008.

ENRIA, D. A,; BRIGGILER, A. M.; LEVIS, S.; VALLEJOS, D.; MAIZTEGUI, J. |
CANONICO, P. G. Preliminary report tolerance and antiviral effect of ribavirin in
patients with Argentine Hemorrhagic Fever. Antiviral Research, v. 7, p. 353-9,
1987.

FARIA, C. D. C.; LONGUI, C. A. Aspectos Moleculares da Sensibilidade aos
Glicocorticoides. Arg. Bras. Endocrinol. Metab., v. 50, n. 6, p. 983-995, 2006.
FARKAS, E.; INSTITORIS, A.; DOMOKI, F.; MIHALY, A.; LUITEN, P. G. M.;
BARI, F. Diazoxide and dimethyl sulphoxide prevent cerebral hypoperfusion-
related learning dysfunction and brain damage after carotid artery occlusion.
Brain Research, v. 1008, p. 252-260, 2004.

FEITOSA, M. M.; FEITOSA, F. L. F.; KOHAYAGAWA, A.; CURI, P. R;;
MOGAMI, S. R. K. Avaliacdo fisica, citologica, conteudo de proteinas e
determinacao qualitaitva de globulinas do liquor de cdes normais e de caes
com encefalite por cinomose. Brazilian journal of veterinary research and
animal science, v. 34, n. 3, p. 174-151, 1997.

FELLAY, J.; THOMPSON, A. J.; GE, D.; GUMBS, C. E.; URBAN, T. J,;
SHIANNA, K. V.; LITTLE, L. D.; QIU, P.; BERTELSEN, A. H.; WATSON, M.;
WARNER, A.; MUIR, A. J.; BRASS, C.; ALBERCHT, J.; SULKOWSKI, M.;
McHUTCHISON, J. G.; GOLDSTEIN, D. B.; ITPA gene variants protect against
anaemia in patients treated for chronic hepatitis C. Nature, v. 464, p. 405-408,
2010. Doi: 10.1038/nature08825.

FERRARA, E. A.; OISHI, J. S.; WANNEMACHER, R. W.; STEPHEN, E. L.
Plasma disappearance, urine excretion, and tissue distribuition of ribavirin in
rats and rhesus monkeys. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 19, n. 6,
p. 1042-1049, 1981.

FITCH, M. T.; VAN DE BEEK, D. Drug Insight: steroids in CNS infectious
disease — new indications for an old therapy. Nature Clinical Practice
Neurology, v. 4, n. 2, p. 97-104, 2008. Doi: 10.1038/ncpneuro0713.

FORSTER, C.;SILWEDEL, C.; GOLENHOFEN, N.; BUREK, M.; KIETZ, S,
MANKERTZ, J.; DRENCKHAHN, D. Occludin as direct target for glucocorticoid-
induced improvement of blood-brain barrier properties in a murine in vitro
system. J. Physiol., v. 565.2, p. 475-486, 2005.

FORSYTH, M. A.; KENNEDY, S.; WILSON, S.; EYBATON, T.; BARRETT, T.
Canine distemper virus in a Caspian seal. Veterinary Record, v. 143, n. 24, p.
662-664, 1998.

FRISK, A. L.; KONIG, M.; MORITZ, A.; BAUMGARTNER, W. Detection of
canine distemper virus nucleoprotein RNA by reverse transcription-PCR using
serum, whole blood, and cerebrospinal fluid from dogs with distemper. Journal
of Clinical Microbiology, v. 37, n. 11, p. 3634-3643, 1999.

GAMA, F. G. V.; NISHIMORI, C. T.; SOBREIRA, M. R.; SANTANA, A. E.
Caracteres fisico-quimicos e citoldgicos do liquor de caes em diferentes fases
da cinomose. Ciéncia Rural, v. 35, n. 3, p. 596-601, 2005.

GASKIN, J. M. Canine distemper virus in domesticated cats and pigs. Adv.
Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol., v. 40, p. 803-806, 1974.

GEBARA, C. M. S.; WOSIACKI, S. R.: NEGRAO, F. J.; ALFIERI, A. A.;
ALFIERI, A. F. Lesdes histologicas no sistema nervoso central de caes com
encefalite e diagnostico molecular da infeccao pelo virus da cinomose canina.



197

Arquivo brasileiro de medicina veterinaria e zootecnia, v. 56, n. 2, p. 168-174,
2004.

GELLA, A.; DURANY, N. Oxidative stress in Alzheimer disease. Cell Adhesion
& Migration, v. 3, p. 88-93, 2009.

GILBERT, B. E.; KNIGHT, V. Biochemistry and clinical applications of ribavirin.
Animicrobial agents and chemotherapy, v. 30, n. 2, p. 201-205, ago. 1986.
GILBERT, B. E.; WYDE, P. R. Pharmacokinetics of ribavirina aerosol in mice.
Antimicrobial Agents and Chemoterapy, v. 32, n. 2, p. 117-121, 1988.
GOWTAGE-SEQUEIRA, S.; BANYARD, A.; BARRETT, T.; BUCZKOWSKI, H.;
FUNK, S. M.; CLEAVELAND, S. Epidemiology, pathology, and genetic analysis
of a canine distemper epidemic in Namibia. Journal of Wildlife Disease, v. 45, n.
4, p. 1008-1020, 2009.

GRANCHER, N.; VERNARD, V.; KEDZIEREWICZ, F.; AMMERLAAN, W.;
FINANCE, C.; MULLER, C. P.; FAOU, A. Le. Improved antiviral activity in vitro
of ribavirin against measles virus after complexation with cyclodexins. Antiviral
Research, v. 62, p. 135-137, 2004.

GREENE, C. E.; APPEL, M. J. Canine Distemper. In: GREENE, C. E. (Eds.)
Infectious Disease of the Dog and Cat. Philadelphia: Saunders, 2006. p. 25-41.
GRONE, A.; ALLDINGER, S.; BAUMGARTNER, W. Interleukin-1B, -6, -12 and
tumor necrosis factor-a expression in brains of dogs with canine distemper virus
infection. Journal of Neuroimmunology, v. 110, p. 20-30, 2000.

GRUNEWALD, R. A. Ascorbic acid in the brain. Brain Res. Rev., v. 18, p. 123-
133, 1993.

GUTIERREZ, J.; ISSACSON, R. S.; KOPPEL, B. S. Subacute sclerosing
panencephalitis: an update. Developmental Medicine & Child Neurology, v. 52,
p. 901-907, 2010. Doi: 10.1111/j.1469-8749.2010.03717.x

HAINES, D. M.; MARTIN, K. M.; CHELACK, B. J.; SARGENT, R. A;
OUTERBRIDGE, C. A.; CLARK, E. G. Immunohistochemical detection of
canine distemper virus in haired skin, nasal mucosa, and footpad epithelium: a
method for antemortem diagnosis of infection. Journal of Veterinary Diagnostic
Investigation, v. 11, n. 5, p. 396-399, 1999.

HALLIWELL, G.; GUTTERIDGE, J. M.; ARUOMA, O. |. The deoxyrribose
method: a simple “test-tube” assay for determination of rate constants for
reactions of hydroxyl radicals. Analytical Biochemistry, v. 165, p. 215-219, 1987.
HAMELIN, M. E.; PRINCE, G. A.; BOIVIN, G. Effect of ribavirin and
glucocorticoid treatment in a mouse model of human metapneumovirus
infection. Antimicrobial agents and Chemotherapy, v. 50, n. 2, p. 774-7, 2006.
Doi: 10.1128/AAC.50.2.774-777.2006

HARA, S.; KIMURA, H.; HOSHINO, Y.; HAYASHI, N.; NEGORO, T;
OKUMURA, A.; KAJITA, Y.; SAKUMA, T.; NAKAYAMA, T.; HOSOYA, M.
TOMODA, A.; MORISIMA, T. Combination therapy with intraventricular
interferon-a and ribavirin for subacute sclerosing panencephalitis and
monitoring measles virus RNA by quantitatve PCR assay. Brain &
Development, v. 25, p. 367-9, 2003. D0i:10.1016/S0387-7604(03)00017-2
HARDER, T. C.; OSTERHAUS, A. D. M. E. Canine distemper virus — a
morbilivirus in search of new host? Trends in Microbiology, v. 5, p. 120-124,
1997.

HAYDEN, F. G.; DOUGLAS, R. G. JR. Antiviral Agents. In: MANDELL, G. L.;
DOUGLAS, R. G. JR; BENNETT, J. E. (Eds). Principles and Pratice of
Infectious Disease. New York: Churchill Livingestone, 1990. p. 370-393.



198

HEADLEY, S. A.; AMUDE, A. M.; ALFIERI, A. F.; BRACARENCE, A. P. F. R.
L.; ALFIERI, A. A.; SUMMERS, B. A. Molecular detection of canine distemper
virus and the immunohistochemical characterization of the neurologic lesions in
naturally occurring old dog encephalitis. Journal of Veterinary Diagnostic
Investigation, v. 21, p. 588-597, 2009.

HEADLEY, S. A.; GRACA, D. L. Canine distemper: epidemiological findings of
250 cases. Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science, v. 37,
n. 2, 2000.

HEAGY, W.; CRUMPACKER, C.; LOPEZ, P. A.; FINBERG,R. W. Inhibition of
immune functions by antiviral drugs. Journal of Clinical Investigation, v. 87, p.
1916-1924, 1991.

HITOMI, Y.; CIRULLI, E. T.; FELLAY, J.; MCHUTCHISON, J. G.; THOMPSON,
A. J.; GUMBS, C. E.; SHIANNA, K. V.; URBAN, T. J.; GOLDSTEIN, D. B.
Inosine Triphosphate protects against ribavirin-induced adenosine triphosphate
loss by adenylosuccinate synthase function. Gastroenterology, v. 140, p. 1314-
21, 2011. Doi: 10.1053/j. gastro.2010.12.038

HOMMA, M.; JAYEWARDENE, A. L.; GAMBERTOGLIO, J.; AWEEKA, F. High-
performance liquid chromatographic determination of ribavirin in whole blood to
assess disposition in erytrocytes. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v.
43, n. 11, p. 2716-2719, 1999.

HOSOYA, M.; SHIGETA, S.; NAKAMURA, K.; CLERCQ, E. De. Inhibitory effect
of selected antiviral compounds on measles (SSPE) virus replication in vitro.
Antiviral Research, v. 12, p. 87-97, 1989.

HOSOYA, M.; SHIGETA, S.; MORI, S.; TOMODA, A.; SHIRAISHI, S.; MIIKE,
T.; SUZUKI, H. High-dose intravenous ribavirin therapy for subacute sclerosing
panencephalitis. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 45, n. 3, p. 943-
945, 2001.

INOUE, Y.; HOMMA, M.; MATSUZAKI, Y.; SHIBATA, M.; MATSUMURA, T.;
ITO, T.; MITAMURA, K.; TANAKA, N.; KOHDA, Y. Liquid Chromatography
assay for routine monitoring of cellular ribavirin levels in blood. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, v. 48, n. 10, p. 3813-3816, 2004.

IWATSUKI, K.; TOKIYOSHI, S.; HIRAYAMA, N.; NAKAMURA, K.; OHASHI, K;;
WAKASA, C.; MIKAMI, T.; KAI, C. Antigenic differences in the H proteins of
canine distemper virus. Veterinary Microbiology, v. 71, p. 281-286, 2000.
JELLINGER, K. A. Recent advances in our understanding of
neurodegeneration. Journal of Neural Transmission, v. 116, p. 1111-1162,
2009.

JEULIN, H.; GRANCHER, N.; KEDZIEREWICZ, F.; FAOU, A. E.; VENARD, V.
Evaluation by Q-RTPCR of the efficacy of ribavirin complexed with beta-
cyclodexin against measles virus in a mouse encephalitis model. Pathologie
Biologie, v. 54, p. 541-544, 2006.

JEULIN, H.; VENARD, V.; CARAPITO, D.; FINANCE, C.; KEDZIEREWICZ, F.
Effective ribavirina concentration in mice brain using cyclodextrin as a drug
carrier: Evaluation in a measles encephalitis model. Antiviral Research, v. 81, p.
261-266, 2009.

JONES, T. C., HUNT, R. D., KING, N. W. Patologia Veterinaria. Sdo Paulo:
Manole, 2000. p. 1415.

JOZWIK, A.; FRYMUS, T. Comparison of the immunofluorescence assay with
RT-PCR and Nested PCR in the diagnosis of canine distemper. Veterinary
Research Communications, v. 29, p. 347-359, 2005.



199

KAIJITA, M.; KATAYAMA, H.; MURATA, T.; KAI, C.; HORI, M.; OZAKI, H.
Canine distemper virus induce apoptosis through caspase-3 and -8 activation in
vero cells. Journal of veterinary medicine, v. 53, p. 273-277, 2006.

KELLY, K. A.; HILL, M. R.; YOUKHANA, K.; WANKER, F.; GIMBLE, J. M.
Dimehtyl sulfoxide modulates NF-kappa B and cytokine activation in
lipopolysaccharide-treated murine macrophages. Infect. Immun., v. 62, n. 8, p.
3122-3128, 1994.

KIM, D.; JEOUNG, S. Y.; AHN, S. J.; LEE, J. H.; PAK, S.; KWON, H. M.
Comparison of tissue and fluid samples for the early detection of canine
distemper virus in experimentally infected dogs. The Journal of veterinary
medical science, v. 68, n. 8, p. 877-879, 2006.

KISHIOKA, T.; IIDA, C.; FUJII, K.; NAGAE, R.; ONISHI, Y.; ICHI, I.; KOJO, S.
Effect of dimethyl sulphoxide on oxidative stress, activation of mitogen actived
protein kinase and necrosis caused by thioacetamide in the rat liver. European
Journal of Pharmacology, v. 564, p. 190-195, 2007.

KLOESCH, B.; LISZT, M.; BROELL, J.; STEINER, G. Dimethyl sulphoxide and
dimethyl sulphone are potent inhibitors of IL-6 and IL-8 expression in the human
chondrocyte cell line C-28/I2. Life Science, v. 89, p. 473-478, 2011. Doi:
10.1016/}.1fs.2011.07.015

KLOVERPRIS, H.; FOMSGAARD, A.; HANDLEY, A.; ACKLAND, J;
SULLIVAN, M.; GOULDER, P. Dimethyl sulfoxide (DMSQO) exposure to human
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) abolish T cell responses only in
high concentrations and following conincubation for more than two hours.
Journal of Immunological Methods, v. 356, p. 70-78, 2010. Doi:
10.1016/}.jim.2010.01.014

KOO, N.; KIM, K. M. Distinct effects on M»-type pyruvate kinase are involved in
the Dimethylsulfoxide-induced modulation of cellular proliferation and
degranulation of mast cells. Archives of Pharmacal Research, v. 32, n. 11, p.
1637-1642, 2009.

KOUTINAS, A. F.; POLIZOPOULOU, Z. S.; BAUMGARTNER, W.; LEKKAS, S.;
KONTOS, V. Relation of clinical sings to pathological changes in 19 cases of
canine distemper encephalomyelitis. Journal of the Comparative Pathology, v.
126, p. 47-56, 2002.

KRISHNAN, S. M.; DIXIT, N. M. Ribavirin-Induced Anemia in Hepatitis C Virus
patients undergoing combination therapy. PLoS Computational Biology, v. 7, n.
2, p. €1001072, 2011. Doi: 10.1371/journal.pchi.1001072.

LAN, N. T.; YAMAGUCHI, R.; INOMATA, A.; FURUYA, Y.; UCHIDA, K,;
SUGANO, S.; TATEYAMA, S. Comparative analyses of canine distemper viral
isolates from clinical cases of canine distemper in vaccinated dogs. Veterinary
Microbiology, v. 115, p. 32-42, 2006.

LATHA, D.; GEETHA, M.; RAMADASS, P.; NARAYANAN, R. B. Development
of recombinant nucleocapsid protein based IgM-ELISA for the early detection of
distemper infections in dogs. Veterinary Immunology and Immunopathology, v.
119, p. 278-286, 2007.

LEE, B. J.; MATSUNAGA, H.; IKUTA, K.; TOMONAGA, K. Ribavirin inhibits
Borna disease virus proliferation and fatal neurological disease in neonatally
infected gerbils. Antiviral Research, v. 80, p. 380-4, 2008. Doi:
10.1016/j.antiviral.2008.08.001



200

LEEKUMJORN, S.; SUM, A. K. Molecular study of the diffusional process of
DMSO in double lipid bilayers. Biochimica et Biophysica Acta, v. 1758, p. 1751-
1758, 2006.

LEMBERGER, K. Y.; GONDIM, L. F. P.; PESSIER, A. P.; MCALLISTER, M. M;
KINSEL, M. J. Neospora caninum infection in a free-ranging raccon (Procyon
lotor) with concurrent canine distemper virus infection. The Journal of
Parasitology, v. 91, n. 4, p. 960-961, 2005. Doi: 10.1645/GE-407R.1

LIN, C. C.; YEH, L. T.; LAU, J. Y. N. Specific, sensitive and accurate liquid
chromatographic-tandem mass spectrometric method for the measurement of
ribavirina in rat and monkey plasma. Journal of Chromatography B, v. 779, p.
241-8, 2002.

LIN, C.; YEH, L.; LUU, T.; LOURENCO, D.; LAU, J. Y. N. Pharmacokinetics and
metabolism of [14C] ribavirin in rats and Cynomologus monkeys. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, v. 47, n. 4, p. 1395-1398, abr. 2003.

LIND, R. C.; BEGAY, C. K.; GANDOLFI, J. Hepatoprotection by Dimethyl
Sulfoxide. Toxicology and Apllied Pharmacology, v. 166, p. 145-150, 2000.
LONGUI, C. A. Glucocorticoid therapy: minimizing side effects. Jornal de
Pediatria, v. 83, supl. 5, p. S163-171, 2007. Doi: 10.2223/JPED.1713

LOPES, R. M.; FRANCO, A.; TASKER, J. G. Glucocorticoids shift arachidonic
acid metabolism toward endocannabinoid synthesis: a non-genomic anti-
inflammatory switch. European Journal of Pharmacology, 2008. Doi:
10.1016/j.ejphar.2007.12.033.

MANGIA, S. H. Tratamento experimental de caes naturalmente infectados com
0 virus da cinomose na fase neurolégica com o uso da ribavirina e dimetil-
sulfoxido (DMSO). 2008. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista - Botucatu.

MANGIA, S. H.; PERROTTI, I. B. M.; MARTINHO, A. P. V.; PAES, A. C.
Tratamento de cado com encefalite aguda pela cinomose. 5° NEUROVET -
Simpésio de Neurologia Veterinaria, 10, 2011, Pet Eventos. Anais...
Florianopolis: Pet Eventos, 2011.

MARKUS, S.; FAILING, K.; BAUMGARTNER, W. Increase expression of pro-
inflammatory cytokines and lack of up-regulation of anti-inflammatory cytokines
in early distemper CNS lesions. Journal of Neuroimmunology, v. 125, p. 30-41,
2002.

MARTELLA, V.; ELIA, G.; LUCENTE, M. S.; DECARO, N.; LORUSSO, E,;
BANYAI, K.; MOLLER, M. B.; LAN, N. T.; YAMAGUCHI, R.; CIRONE, F.;
CARMICHAEL, L. E.; BUONAVOGLIA, C. Genotyping canine distemper virus
(CDV) by a hemi-nested multiplex PCR provides a rapid approach for
investigation of CDV outbreaks. Veterinary Microbiology, v. 122, p. 32-42, 2007.
MATSUMOTO, S.; SHINGU, C.; KOGA, H.; HAGIWARA, S.; IWASAKA, H;
NOGUCHI, T.; YOKOI, I. An electron spin resonance study for real-time
detection of ascorbyl free radicals after addition of dimethyl sulfoxide in murine
hippocampus or plasma during kainic acid-induced seizures. Neurochem. Res.,
v. 35, p. 1010-1016, 2010. Doi: 10.1007/s11064-010-0148-9

McCARTHY, A. J.; SHAW, M. A.; GOODMAN, S. J. Pathogen evolution and
disease emergence in carnivores. Proceedings of the Royal Society of London,
Series B 274, p. 3165-3174, 2007.

MEYER, D. J.; COLES, E. H.; RICH, L. J. Medicina de Laboratorio Veterinaria:
Interpretacéo e Diagnostico. Eds. Sado Paulo: Roca, 1995. 308 p.



201

MIAO, Q.; BAUMGARTNER, W.; FAILING, K.; ALLDINGER, S. Phase-
dependent expression of matrix metalloproteinases and their inhibitors in
demyelinating canine distemper encephalitis. Acta Neuropathologica, v. 106, p.
486-494, 2003.

MOCHIZUKI, M.; MOTOYOSHI, M.; MAEDA, K.; KAI, K. Complement-mediated
neutralization of canine distemper virus in vitro: cross-reaction between vaccine
Onderstepoort and field KDK-1 strains with different hemagglutinin gene
characteristics. Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology, v. 9, n. 4, p.
921-924,2002.

MORO, L.; MARTINS, A. S.; ALVES, C. M.; SANTOS, F. G. A.; DEL PUERTO,
H. L.; VASCONCELOS, A. C. Apoptosis in the Cerebellum of dogs with
distemper. Journal of veterinary medicine, v. 50, p. 221-225, 2003.

MORO, L.; VASCONCELOS, A. C. Patogenia da imunossupressao na
cinomose canina. A Hora Veterinaria, v. 17 n. 102, p. 53-57, mar./abr. 1998.
MORETTI, L. A.; Da SILVA, A. V.; RIBEIRO, M. G.; PAES, A. C.; LANGONI, H.
Toxoplasma gondii genotyping in a dog co-infected with distemper virus and
ehrlichiosis rickettsia. Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo, v.
48, n. 6, p. 359-363, 2006.

MULLER, C. F.; FATZER, R. S.; BECK, K., VANDEVELDE, M,
ZURBRUGGEN, A. Studies on canine distemper virus persistence in the central
nervous system. Acta Neuropathologica, v. 89, p. 438-445, 1995.

MUELLER, L. P.; THEURICH, S.; CHRISTOPEIT, M.; GROTHE, W,
MUETHERIG, A.; WEBER, T.; GUENTHER, S.; BEHRE, G. Neurotoxicity upon
infusion of dimethylsulfoxide-cryopreserved peripheral blood stem cells in
patients with and without pre-existing cerebral disease. Journal Compilation, v.
78, p. 527-531, 2007.

MUTINELLI, F.; VANDEVELDE, M.; GRIOT, C.; RICHARD, A. Astrocytic
infection in  canine distemper virus-induced demyelination. Acta
Neuropathologica, v. 77, p. 333-335, 1998.

NAGEL, S.; GENIUS, J.; HEILAND, S.; HORSTMANN, S.; GARDNER, H.;
WAGNER, S. Diphenyleneiodonium and dimethylsulfoxide for treatment of
reperfusion injury in cerebral ischemia of the rat. Brain Research, v. 1132, p.
210-217, 2007.

NEGRAO, F. J.; WOSIACKI, S. H.; ALFIERI, A. A.; ALFIERI, A. F. Perfil de
restricdo de um fragmento do gene da hemagglutinina amplificado pela RT-
PCR a partir de estripes vacinais e selvagens do virus da cinomose canina.
Arquivo brasileiro de medicina veterinaria e zootecnia, v. 58, n. 6, p. 1099-1106,
2006.

NING, Q.; BROWN, D.; PARODO, J.; CATTRAL, M.; GOREZYNSKI, R.; COLE,
E.; FUNG, L.; DING, J. W.; LIU, M. F.; ROTSTEIN, O.; PHILIPS, M. J.; LEVY,
G. Ribavirin inhibits viral-induced macrophage production of TNF, IL-1, the
procoagulant fgll prothrombinase and preserves Thl cytokine production but
inhibitis Th2 cytokine response. The Journal of Immunology, v. 160, p. 3487-93,
1998.

OGLE, J. W.; TOLTZIS, P.; PARKER, D.; ALVAREZ, N.; McINTOSH, K
LEVIN, M. J.; LAUER, B. A. Oral ribavirina therapy for subacute sclerosing
panencephalitis. The Journal of Infectious Disease, v. 159, n. 4, p. 748-50,
1989.

OKA, T.; TAKAGI, H.; TOHYA, Y.; MURAKAMI, K.; TAKEDA, N.; WAKITA, T,;
KATAYAMA, K. Bioluminescense technologies to detect calicivirus protease



202

activity in cell-free system and in infected cells. Antiviral Research, v. 90, p. 9-
16, 2011. Doi: 10.1016/i.antiviral.2011.02.002

PAES, A. C. Estudo da Potencializacdo da Acao Terapéutica da Isoniazida pelo
Dimetil-Sulfoxido (DMSO) no Tratamento de Hamsters (Mesocricetus auratus)
Experimentalmente Infectados com Mycobacterium bovis (Cepa AN5). 1999.
Dissertacdo (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo.

PAPICH, M. G., HEIT, M. C., RIVIERE, J. E. Farmacos Antifungicos e
Antivirais. In: ADAMS, H. R. (82 Eds). Farmacologia e Terapéutica em
Veterinaria. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan S.A., 2003. p. 767-790.
PARDO, M. C.; TANNER, P.; BAUMAN, J.; SILVER, K.; FISCHER, L.
Immunization of puppies in the presence of maternally derived antibodies againt
canine distemper virus. Journal of Comparative Pathology, v. 137, suppl. 1, p.
S72-S75, 2007. Doi: 10.1016/j.jcpa.2007.04.015

PARDRIDGE, W. M. Blood-brain barrier drug targeting: the future of brain drug
development. Molecular Interventions, v. 3, n. 2, p. 90-105, 2003.
PELLEGRINO, F. C.; SURANITI, A.; GARIBALDI, L. Sindromes Neurolégicas
em caes e gatos. Sao Caetano do Sul: Interbooks, 2003. p. 376.

PRESTON, S. L.; DRUSANO, G. L.; GLUE, P.; NASH, J,;GUPTA, S. K,
McNAMARA, P. Pharmacokinects and absolute bioavailability of ribavirin in
healthy volunteers as determined by stable-isotope methodology. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, v. 43, n. 10, p. 2451-2456, 1999.

QIU, W.; ZHENG, Y.; ZHANG, S.; FAN, Q.; LIU, H.; ZHANG, F.; WANG, W
LIAO, G.; HU, R. Canine distemper outbreak in Rhesus Monkeys, China.
Emerging Infectious Disease, v. 17, n. 8, p. 1541-1543, 2011. Doi:
10.3201/eid1708.101153. www.cdc.gov/eid.

RANDHAWA, M. A. The effects of dimethyl sulfoxide (DMSO) on the growth of
dermatophytes. Japonese Journal of Medical Mycology, v. 47, p. 313-318,
2006.

REBEC, G. V.; PIERCE, R. C. A vitamin as neuromodulador: ascorbate release
into the extracellular fluid of the brain regulates dopaminergic and glutamatergic
transmission. Prog. Neurobiol., v. 43, p. 537-565, 1994.

RICHARDS, T. R.; WHELAN, N. C.; PINARD, C. L.; ALCALA, F. C.; WOLFE, K.
C. Optic neuritis caused by canine distemper virus in Jack Russell terrier. Can.
Vet. J., v. 52, p. 398-402, 2011.

RIGOPOULOU, E. I.; ABBOTT, W.G.H.; WILLIANS, R.; NAOUMOV, N. V.
Direct evidence for immunomodulatory properties of ribavirina on T-cell
reactivity to hepatitis C virus. Antiviral Research, v. 75, p. 36-42, 2007. Doi:
10.1016/j.antiviral.2006.11.008

RIKULA, U.; NUOTIO, L.; SIHVONEN, L. Vaccine coverage, herd immunity and
occurrence of canine distemper from 1990-1996 in Finland. Vaccine, v. 25, p.
7994-7998, 2007.

ROSENBLUM, W. I.; WEI, E. P.; KONTOS, H. A. Dimethylsulfoxide and
ethanol, commonly used diluents, prevent dilation of pial arterioles by openers
of Katp ion channels. Eur. J. Pharmacol., v. 430, n. 1, p. 101-106, 2001.

RUDD, P. A.; CATTANEO, R.; VON MESSLING, V. Canine distemper virus
uses both the anterograde and the hematogenous pathway for neuroinvasion.
Journal of Virology, v. 80, n. 19, p. 9361-9370, 2006.

SANTOS, N. C.; FIGUEIRA-COELHO, J.; MARTINS-SILVA, J.; SALDANHA, C.
Multidisciplinary utilization of dimethyl sulfoxide: pharmacological, cellular, and




203

molecular aspects. Biochem. Pharmacol., v. 65, n. 7, p. 1035-1041, 2003. Doi:
10.1016/S0006-2952.

SANTOS, N. C.; FIGUEIRA-COELHO, J.; SALDANHA, C.; MARTINS-SILVA, J.
Biochemical, biophysical and haemorheological effects of dimethylsulphoxide
on human erythrocyte calcium loading. Cell Calcium, v. 31, n. 4, p. 183-188,
2002.

SANTOS, V. G. Aspectos clinicos e laboratoriais da cinomose, ehrlichiose e
borreliose em caes (Canis familiaris,Linnaeus, 1758) naturalmente infectados.
2008. Dissertacao (Mestrado). Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Instituto de Veterinaria, Curso de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria,
Seropédica, RJ.

SATO, H.; MASUDA, M.; MIURA, R.; YONEDA, M.; KAI, C. Morbillivirus
nucleoprotein possesses a novel nuclear localization signal and a CRM1-
independent nuclear export signal. Virology, v. 352, p. 121-130, 2006.

SAITO, T. B.; ALFIERI, A. A.; WOSIACKI, S. R.; NEGRAO, F. J.; MORAIS, H.
S. A.; ALFIERI, A. F. Detection of canine distemper virus by reverse
transcriptase-polymerase chain reaction in the urine of dogs with clinical signs
of distemper encephalitis. Research in Veterinary Science, v. 80, n. 1, p. 116-
119, 2006.

SCAGLIARINI, A.; VACCARI, F.; GALLINA, L.; DAL POZZO, F.; PROSPERI, S.
In vitro evaluation of antiviral activity of ribavirina against canine distemper
virus. Veterinary Research Communicatons, v. 31, supplement 1, p. 269-72,
2006.

SCHATZBERG, S. J.; LI, Q.; PORTER, B. F.; BARBER, R. M.; CLAIBORNE, M.
K.; LEVINE, J. M.; LEVINE, G. J.; ISRAEL, S. K.; YOUNG, B. D.; KIUPEL, M,;
GREENE, C.; RUONE, S.; ANDERSON, L.; TONG, S. Broadly reactive pan-
paramyxovirus reverse transcription polymerase chain reaction and sequence
analysis for the detection of canine distemper virus in a case of canine
meningoencephalitis of unknown etiology. Journal of Veterinary Diagnostic
Investigation, v. 21, p. 844-849, 2009.

SHAH, N.; SUNDERLAND, A.; GRDZELISHVILI, V. Z. Cell type mediated
resistance of Vesicular Stomatitis Virus and Sendai virus to ribavirina. PL0S
ONE, v. 5, n. 6, p. e11265, 2010.

SHELL, L. G. Canine Distemper. Compendium on Continuing Education for the
Practicing Veterinarian, v. 12, p. 173-179, 1990.

SHIN, Y. J.; CHO, K. O.; CHO, H. S.; KANG, S. K.; KIM, H. J.; KIM, Y. H,;
PARK, H. S.; PARK, N. Y. Comparison of one-step RT-PCR and nested PCR
for the detection of canine distemper virus in clinical samples. Australian
Veterinary Journal, v. 82, n. 1-2, p. 83-86, 2004.

SHIN, Y.; MORI, T.; OKITA, M.; GEMMA, T.; KAI, C.; MIKAMI, T. Detection of
canine distemper virus nucleocapsid protein gene in canine peripheral blood
mononuclear cells by RT-PCR. Journal of Veterinary Medical Science, v. 57, p.
439-445, 1995.

SILVA, I. N. G.; GUEDES, M. I. F.; ROCHA, M. F. G.; MEDEIROS, C. M. O
OLIVEIRA, L. C.; MOREIRA, O. C.; TEIXEIRA, M. F. S. Perfil hematologico e
avaliacao eletroforética das proteinas séricas de caes com cinomose. Arquivo
brasileiro de medicina veterinaria e zootecnia, v. 57, n. 1, p. 136-139, 2005.
SILVA, L. H. Q.; MORINISHI, C. K.; NUNES, C. M. Diagndstico diferencial entre
raiva e a cinomose em amostras de cérebro de cdes examinadas no periodo de



204

1998 a 2001 na regiao de Aracatuba, SP, Brasil. Arquivos do Instituto Biologico,
v. 71, n. 3, p. 317-321, 2004.

SILVA, M. C.; FIGHERA, R. A.,; BRUM, J. S.; GRACA, D. L.; KOMMERS, G. D.;
IRIGOYEN, L. F.; BARROS, C. S. L. Aspectos clinicopatologicos de 620 casos
neuroldgicos de cinomose em cédes. Pesquisa veterinaria brasileira, v. 27, n. 5,
p. 215-220, 2007.

SIXT, N.; CARDOSO, A.; VALLIER, A.; FAYOLLE, J.; BUCKLAND, R.; WILD,
T. F. Canine distemper virus DNA vaccination induces humoral and cellular
immunity and protects against a lethal intracerebral challenge. Journal of
Virology, v. 72, n. 11, p. 8472-8476, 1998.

SOLOMON, T.; HART, C. A.; VINJAMURI, S.; BEECHING, N. J.; MALUCCI, C,;
HUMPHREY, P. Treatment of subacute sclerosing panencephalitis with
interferon-a, ribavirin, and inosiplex. Journal of Child Neurology, v. 17, p. 703-
705, 2002.

SONNE, L. Achados patologicos e imunoistoquimicos de cées infectados pelo
virus da cinomose canina. 2008. Dissertacédo (Mestrado). Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Faculdade de Veterinaria, Programa de Pés-Graduacao
em Ciéncias Veterinarias, Porto Alegre, RS.

SORRELLS, S. F.; SAPOLSKY, R. M. An inflammatory review of glucocorticoid
actions in the CNS. Brain Behav. Immun., v. 21, n. 3, p. 259-272, 2007.

STEIN, V. M.; BAUMGARTNER, W.; KREIENBROCK, L.; ZURBRIGGEN, A;;
VANDEVELDE, M.; TIPOLD, A. Canine microglial cells: stereotypy in
immunophenotype and specificity in function? Veterinary Immunology and
Immunopathology, v. 113, p. 277-287, 2006.

STEIN, V. M.; CZUB, M.; SCHREINER, N.; MOORE, P. F.; VANDEVELDE, M,;
ZURBRIGGEN, A.; TIPOLD, A. Microglial cell activation in demyelinating canine
distemper lesions. Journal of Neuroimmunology, v. 153, p. 122-131, 2004.
STOJKOV, D.; LAVRNJA, |.; PEKOVIC, S.; DACIC, S.; BJELOBABA, I,
MOSTARICA-STOJKOVIC, M.; STOSIC-GRUJICIC, S.; JOVANOVIC, S;
NEDELJKOVIC, N.; RAKIC, L.; STOJILIKOVIC, M. Therapeutic effects of
combined treatment with ribavirina and tiazofurin on experimental autoimmune
encephalomyelitis development: clinical and histopathological evaluation.
Journal of the Neurological Sciences, v. 267, p. 76-85, 2008. Doi:
10.1016/}.ins.2007.10.010

STRONCEK, D. J.; FAUTSH, S. K.; LASKY, L. C.; HURD, D. D.; RAMSAY, N.
K.; McCOLLOUGH, J. Adverse reactions in patients transfused with
cryopreserved marrow. Transfusion, v. 31, p. 521-526, 1991.

SUAREZ, C. S.; OTERO, R. S.; SELLERO, I. S.; ALVAREZ, E. M. Antioxidant
properties of dimethyl sulfoxide and its viability as a solvent in the evaluation of
neuroprotective antioxidants. Journal of Pharmacological and Toxicological
Methods, v. 63, p. 209-215, 2011. Doi: 10.1016/j.vascn.2010.10.004.
SUMMERS, B. A.; APPEL, M. J. Aspects of canine distemper virus and
measles virus encephalomyelitis. Neuropathology and Applied Neurobiology, v.
20, p. 525-534, 1994.

SUMMERS, B. A.; CUMMINGS, J. F.; LAHUNTA, A. Veterinary
Neuropathology. Mosby, 1995, p. 102-110.

SUN, X.; LI, P.; LUO, W.; CHEN, S.; FENG, N.; WANG, J.; LUO, Q.
Investigating the effects of dimethylsulfoxide on hemodynamics during cortical
spreading depression by combining laser speckle imaging with optical intrinsic



205

signal imaging. Lasers in Surgery and Medicine, v. 42, p. 649-655, 2010. Doi:
10.1002/Ism.20975

SUN, Z.; LI, A.; YE, H.; SHIN, Y.; HU, Z.; ZENG, L. Natural infection with canine
distemper virus in hand-feeding rhesus monkeys in China. Veterinary
Microbiology, v. 20, p. 193-205, 1989. Doi: 10.1016/0378-1135(89)90043-6
SUNG, H.; CHANG, M.; SAAB, S. Management of hepatitis C antiviral therapy
adverse effects. Curr. Hepatitis Rep., v. 10, p. 33-40, 2011. Doi:
10.1007/s11901-010-0078-7

TAKAHASHI, T.; HOSOYA, M.; KIMURA, K.; OHNO, K.; MORI, S;
TAKAHASHI, K.; SHIGETA, S. The cooperative effect of interferon-a and
ribavirin on subacute sclerosing panencephalitis (SSPE) virus infections, in vitro
and in vivo. Antiviral Research, v. 37, p. 29-35, 1998.

TALAYEV, V. Y.; ZAICHENKO, I. Y.; BABAYKINA, O. N.; LOMUNOVA, M. A;;
TALAYEVA, E. B.; NIKONOVA, M. F. Ex vivo stimulation of cord blood
mononuclear cells by dexamethasone and interleukin-7 results in the maturation
of interferon-y-secreting effector memory T cells. Clinical and Experimental
Immunology, v. 141, p. 440-448, 2005. Doi: 10.1111/].1365-2249.2005.02863.
TAM, R. C.; PAIl, B.; BARD, J.; LIM, C.; AVERETT, D. R.; PHAM, U. T;
MILOVANOVIC, T. Ribavirin polarizes human T cell reponses towards a tipe |
cytokine profiles. Journal of Hepatology, v. 30, p. 376-382, 1999.

TEKGUL, H.; TUTUNCUOGLU, S.; KUTUKCULER, N.; DIZDARER,
G.;HUSEYINOV, A. Lymphocyte subsets and inflammatory mediators in
patients with subacute sclerosing panencephalitis. Journal of Child Neurology,
v. 14, p. 418-421, 1999.

THOMAS, E.; FELD, J. J,; LI, Q.; HU, Z.; FRIED, M. W.; LIANG, T. J. Ribavirin
potentiates interferon action by augmenting interferon-stimulated gene induction
in Hepatitis C Virus cell culture models. Hepatology, v. 53, p. 32-41, 2011. Doi:
10.1002/hep.23985

THOMAS, W. B.; SORJENEN, D. C.; STEISS, J. E. A retrospective evaluation
of 38 cases of canine distemper encephalomyelitis. Journal of American Animal
Hospital Association, v. 29, 129-133, 1993.

TIPOLD, A.; VANDEVELDE, M.; JAGGY, A. Neurological manifestations of
canine distemper virus infection. Journal of Small Animal Practice, v. 33, p. 466-
470, 1992.

TOPACOGLU, A.; KARCIOGLU, O.; OZSARC, M.; ORAY, D.; NIYAZI, A,
OZUCELIK, D.; TUNCOK, Y. Massive intracranial hemorrhage associated with
the ingestion o dimethyl sulfoxide. Veterinary and human toxicology, v. 46, p.
138-140, 2004.

TSVETLYNSKA, N. A.; HILL, R. H.; GRILLNER, S. Role of AMPA receptor
desensitization and the side effects of DMSO vehicle on reticulospinal EPSPs
and locomotor activity. Journal of Neurophysiology, v. 94, n. 6, p. 3951-3960,
2005.

TUDURY, A. E.; ARIAS, M. V. B.; BRACARENSE, A. P. F. L.; MEGID, J.; DIAS
JR., R. F. Observacdes Clinicas e Laboratoriais em Cées com Cinomose
Nervosa. Ciéncia Rural, v. 27, p. 229-235, 1997.

VANDEVELDE, M. The pathogenesis of nervous distemper. In: WORLD
CONGRESS OF THE WORLD SMALL ANIMAL VETERINARY ASSOCIATION,
29, 2004, Rhodes. Proceedings...Greece: Rhodes, 2004.

VANDEVELDE, M.; ZURBRIGGEN, A. The neurobiology of canine distemper
virus infection. Veterinary Microbiology, v. 44, p. 271-280, 1995.



206

VANDEVELDE, M.; ZURBRIGGEN, A. Demyelination in canine distemper virus
infection: a review. Acta Neuropathologica, v. 109, p. 56-68, 2005.
VANDEVELDE, M.; ZURBRIGGEN, A.; HIGGINS, R. J.; PALMER, D. Spread
and distribution of viral antigen in nervous canine distemper. Acta
Neuropathologica, v. 67, p. 211-218, 1985.

VAN DEN BRANDT, J.; LUHDER, F.; McPHERSON, K. G.; de GRAAF, K. L,;
TISCHNER, D.; WIEHR, S.; HERRMANN, T.; WEISSERT, R.; GOLD, R;
REICHARDT, H. M. Enhanced glucocorticoid receptor signaling in T cells
impacts thymocyte apoptosis and adaptive immune responses. The American
Journal of Pathology, v. 170, n. 3, p. 1041-1053, 2007. Doi:
10.2353/ajpath.2007.060804.

VAN MOLL, P.; ALLDINGER, S.; BAUMGARTNER, W.; ADAMI, M. Distemper
in wild carnivores: an epidemiological, histological and immunocytochemical
study. Veterinary Microbiology, v. 44, p. 193-199, 1995.

VIGNUZZI, M.; STONE, J. K.; ANDINO, R. Ribavirin and lethal mutagenesis of
poliovirus: molecular mechanisms, resistance and biological implications. Virus
Research, v. 107, p. 173-81, 2005. Doi: 10.1016/j.virusres.2004.11.007
VOLLMER, J.; RANKIN, R.; HARTMANN, H.; JURK, M.; SAMULOWITZ, U.;
WADER, T.; JANOSCH, A.; SCHETTER, C.; KRIEG A. M.
Immunopharmacology of CpG oligodeoxynucleotides and ribavirin.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 48, n. 6, p. 2314-2317, 2004.

WEI, E. P.; KONTOS, H. A.; BECKMAN, J. S.; FARACI, F. M. Antioxidants
inhibit ATP-sensitive potassium channels in cerebral arterioles. Stroke, v. 29, n.
4, p. 817-823, 1998.

WEST, R. T.; GARZA, L. A,; WINCHESTER, W. R.; WALMSLEY, J. A.
Conformation, hydrogen bonding and aggregate formation of guanosine 5'-
monophosphate and guanosine in dimetylsulfoxide. Nucleic Acids Research, v.
22, n. 23, p. 5128-5134, 1994.

WRIGHT, P. J.; CRAMERI, G.; EATON, B. T. RNA synthesis during infection by
Hendra virus: an examination by quantitative real-time PCR of RNA
accumulation, the effect of ribavirina and the attenuation of transcription.
Archives of Virology, v. 150, p. 521-32, 2005. Doi: 10.1007/s00705-004-0417-5
WU, J. Z.; LARSON, G.; WALKER, H.; SHIM, J. H.; HONG, Z. Phosphorylation
of ribavirin and viramidine by adenosine kinase and cytosolic 5 -Nucleotidase II:
implications for ribavirin metabolism in erythrocytes. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, v. 49, n. 6, p. 2164-2171, 2005.

WUNCHMANN, A.; ALLDINGER, S.; KREMMER, E.; BAUMGARTNER, W.
Identification of CD4+ and CD8+ T cell subsets and B cells in the brain of dogs
with spontaneous acute, subacute-, and chronic-demyelinating distemper
encephalitis. Veterinary Immunology and Immunopathology, v. 67, p. 101-116,
1999.

WYDE, P. R.; MOORE-POVEDA, D. K.; De CLERRCQ, E.; NEYTS, J;
MATSUDA, A.; MINAKAWA, N.; GUZMAN, E.; GILBERT, B. E. Use of cotton
rats to evaluate the efficacy of antivirals in treatment of measles virus infections.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 44, n. 5, p. 1146-52, 2000.

YOON, M. Y.; KIM, S. J.; LEE, B. H.; CHUNG, J. H.; KIM, Y. C. Effects of
dimethylsulfoxide on metabolism and toxicity of acetaminophen in mice.
Biological and pharmaceutical bulletin, v. 29, n. 8, p. 1618-1624, 2006.

ZHANG, G.; DENG, A.; XU, Q.; LIANG, Y.; CHEN, N.; WEN, T. Complete
genome sequence of Bacillus amyloliquefaciens TA208, a strain for industrial



207

production of guanosine and ribavirin. J. Bacteriol., article in press, 2011. Doi:
10.1128/JB.00440-11



208

Trabalho a ser enviado para Pesquisa Veterinaria Brasileira:

Efeitos colaterais do uso da ribavirina, prednisona e DMSO em céaes
naturalmente infectados pelo virus da cinomose.
The side effects of ribavirin, prednisone and DMSO in dogs naturally
infected by canine distemper virus
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ABSTRACT [The side effects of ribavirin, prednisone and DMSO in dogs
naturally infected by canine distemper virus.] The present study aims at the
identification of undesirable effects of ribavirin, predinisone and DMSO in dogs
naturally infected by canine distemper virus. The research analyzed 60 dogs
with clinical neurological signs and 10 days of evolution. The animals were
hospitalized for the appropriate support treatment; were daily observed, and
complete blood cells count, biochemical analysis, and urine exam type | were
conducted. Groups 1 and 2 were treated with ribavirin and its combination with
DMSO; Groups 3 and 4 treated with prednisone and DMSO, Group 5 treated
with ribavirin and prednisone, while Group 6 with ribavirin, prednisone and
DMSO. The animals were anesthetized for the cerebrospinal fluid, bone marrow
and blood samples collection before the treatment for the diagnose based on
RT-PCR. The negative samples were analyzed using the hn-PCR technique. All
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the animals presented positive results in at least one of the 2 tests. The adverse
result of ribavirin and its association with prednisone was characterized by
haemolytic anemia, confirmed by the evaluation of bilirrubin occurrence only in
the urine of dogs treated with ribavirin. Prednisone’s immunosuppressive dose
led to the increase of protein dosage and leukocytes blood count, while CSF’s
cellularity decreased. The anti-inflammatory dose led to the blood protein
concentration’s decrease.

INEDX TERMS: Canine Distemper, Ribavirin, DMSO, Prednisone, undesirable
effects.

RESUMO [Efeitos colaterais do uso da ribavirina, prednisona e DMSO em
caes naturalmente infectados pelo virus da cinomose.] O estudo tem o
objetivo de identificar efeitos indesejaveis da ribavirina, prednisona e DMSO em
cées naturalmente infectados com o virus da cinomose. Foram utilizados 60
cées apresentando quadro neurologico da cinomose com evolucéo de 10 dias.
Os animais foram internados e receberam tratamento de suporte; foram
avaliados diariamente e realizados hemograma, dosagem bioquimica e exame
de urina tipo I. Os grupos 1 e 2 foram tratados com ribavirina e sua associacéo
com DMSO; os grupos 3 e 4 com DMSO e prednisona e 0 grupos 5 com
ribavirina e prednisona e o grupo 6 com ribavirina, prednisona e DMSO. Os
animais foram anestesiados para a colheita de liquor, medula 6ssea e sangue,
antes do tratamento para diagnostico atravées da RT-PCR. As amostras
negativas foram analisadas pela técnica de hn-PCR. Todos os animais
apresentaram resultado positivo em pelo menos uma das duas reacfes. O
efeito adverso da ribavirina e a sua associacdo com a prednisona foi a anemia
hemolitica, que foi confirmada pela observagéo de bilirrubina na urina apenas
dos cées tratados com ribavirina. A prednisona na dose imunossupressora
levou ao aumento da dosagem de proteina e diminuicdo da celularidade no
liquor, aumento de leucocitos no sangue e a dose antinflamatoria levou a
diminuicdo da concentracao de proteina no liquor.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Cinomose, ribavirina, prednisona, DMSO, efeitos
indesejaveis.

INTRODUCAO

A cinomose € uma doenca viral muito antiga que afeta cédes e outros
carnivoros em todo o mundo. Entretanto, mesmo com uso de estratégias
vacinais, ela ainda é uma doenca importante na populacdo canina,
apresentando a maior taxa de mortalidade depois da raiva (Summers & Appel
1994).

A cinomose é uma enfermidade infectocontagiosa, causada por um RNA
virus da ordem Mononegavirales, familia Paramyxovirus, género Morbillivirus.
Possui trés formas de apresentacéo clinica: aguda, subaguda e crénica, com
manifestacbes gastroentéricas, respiratorias e neurologicas. Sao descritas
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basicamente trés formas de encefalite causada pelo virus da cinomose:
encefalite dos caes jovens, encefalite em caes adultos e encefalite do céo
velho (Corréa & Corréa 1992).

Embora a vacinagéo 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, Japao,
Finlandia e Alemanha (J6zwik & Frymus 2005, Vandevelde & Zurbriggen 2005).
No Brasil, alguns relatos clinico-patologicos e soroldgicos indicam a elevada
presenca da infeccdo na populacao canina (Headley & Graca 2000, Silva et al.
2004). Alguns fatores como a persisténcia do virus no ambiente e em animais
portadores, o aparecimento de novas cepas e o0 desenvolvimento de infeccéo e
doenca mesmo em animais vacinados tém contribuido para a manutencdo do
carater enzootico da virose com ocorréncia ocasional de surtos (Bohm et al.
2004).

A ribavirina € uma droga antiviral, andloga a guanosina, inibidora da
replicacéo in vitro de alguns RNA e DNA-virus, incluindo Herpesvirus, Poxvirus,
Influenza virus, Parainfluenza virus, Reovirus, Togavirus, Paramyxovirus e
Tumor RNA-virus. “In vivo”, o espectro antiviral € restrito, com acédo contra
Herpesvirus, Influenza, Parainfluenza, Paramyxovirus do Sarampo e
Adenovirus (Hayden & Douglas 1990).

No experimento de Elia et al. (2008) a ribavirina mostrou-se altamente
efetiva na prevencao da replicacdo do virus da cinomose “in vitro” em baixas
concentragbes, de aproximadamente 6,5-12,5 ug/mL, concordando com os
valores encontrados para a inibicdo do virus do sarampo.

Segundo Elia et al. (2008) a ribavirina causa mutacdes no virus da
cinomose e estas levam a um erro catastréfico no RNA do genoma viral. Pode
ser especulado que a ribavirina interfra com a RNA polimerase pela
competicdo com nucleosideos naturais e produz erro na terminacdo da cadeia
do virus.

A aplicacao clinica da ribavirina mostra restricdes devido a alguns efeitos
adversos, especialmente indugdo de anemia hemolitica. O acumulo dos
fosfatos da droga em eritrocitos leva a anemia, que pode ser causa para
descontinuacdo do tratamento (Wu et al. 2005). A severidade da anemia € mais
grave em macacos, a seguir em humanos, roedores e cées (Lin et al. 2003).

A anemia ocorre em 30% dos casos tratados e resulta em 9% a 22% de
pacientes que necessitam a reducdo da dose para continuar o tratamento. A
ocorréncia de anemia estéa relacionada com a dose de ribavirina, fungéo renal e
a idade do paciente (Sung et al. 2011).

Mangia (2008) pela primeira vez testou o uso da ribavirina em caes
naturalmente infectados com o virus da cinomose. Todos o0s animais
apresentavam a fase neurologica de doenca e foram tratados com 30 mg/Kg de
ribavirina por via oral, a cada 24 horas, durante 15 dias. Nenhum animal
apresentou sinais de efeitos colaterais como descrito na terapéutica humana
com a mesma droga.
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Mangia et al. (2011) demonstraram a eficacia do tratamento com ribavirina
na dose de 30 mg/Kg, por via oral, a cada 24 horas, durante 15 dias em um
caso com encefalite aguda pelo virus da cinomose, quando associada ao
DMSO na dose de 1 g/Kg, por via intravenosa, a cada 24 horas.

Os glicocorticoides sao os reguladores mais estudados do sistema
neuroendocrino e sao reconhecidos por inibir a proliferacdo de linfocitos T e a
producdo de uma variedade de citosinas, incluindo interferon-y (IFN). A
interleucina-7 (IL-7) age mantendo a populacdo policlonal de linfocitos T
imaturos e as ceélulas T de memodria, e, portanto, controla o tamanho do
estoque de células T (Talayev et al. 2005).

Na pesquisa de Van den Brandt et al. (2007), os glicocorticéides mostraram
induzir células CD8a a formarem linfocitos T CD4+ e causaram apoptose de
timécitos, mas mantendo ainda as células T maduras do sangue periférico
mimetizando uma proliferacdo hemostatica.

No trabalho de revisdo de Sorrells & Sapolsky (2007), os autores
concluiram que em ambos os sistemas, nervoso e imune periférico, a
exposicao prévia ao estresse ou ao glicocorticéide pode resultar na producao
de uma resposta imune a uma subsequente inflamacéo. No sistema nervoso, a
administracao cronica de glicocorticoides ou o estresse nao sdo uniformemente
anitinflamatérios e em algumas circunstancias agem aumentando 0 processo
inflamatorio; assim foi observado pelo aumento da migracdo de células
inflamatorias, pelo nivel de mediadores inflamatorios e pela ativacao do fator de
transcricdo. No sistema nervoso lesado, niveis de estresse do glicocorticéide
podem induzir uma resposta pro-inflamatéria e em niveis basais ou de baixo
estresse possuem um efeito tradicional antinflamatorio; esta resposta € oposta
a encontrada no sistema imune periférico. Outra conclusdo encontrada na
pesquisa foi que os efeitos pro-inflamatérios no cérebro sdo diferentes
conforme a regido, o uso de sintéticos versus glicocorticoides enddgenos e o
tempo de exposicdo ao glicocorticoide no que diz respeito a resposta
inflamatoria.

A solubilizacdo de nucleotideos em solventes organicos € importante para
a entrada de drogas nucleotideas em membranas celulares. Pelos estudos de
West et al. (1994), a base guanosina é hidrofobica e sua interagdo com Dimetil-
Sulfoxido (DMSO) pode torna-la permeavel a substancias lipofilicas, indicando
gue este pode servir como veiculo de transporte de drogas nucleotideas por
membranas celulares.

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 farmacologicas, como a captura e
remocao de radicais hidroxidos livres. Pela acdo de seu metabdlito dimetil
sulfide (DMS), o DMSO remove radicais livres de oxigénio, o que explica suas
propriedades protetoras como acao antinflamatéria, antisquémica, crioprotecao
e radioprotecdo (Brayton 1986, Paes 1999, Lind et al. 2000, Ali 2001, Kishioka
et al. 2007).



212

Em situagdes clinicas, beneficios antinflamatérios da terapia com DMSO
sdo descritos em lesbes musculares agudas, em alteracbes agudas,
traumaticas e inflamatérias do sistema nervoso central e em condicbes
infecciosas ou sépticas. Este composto contribui na manutencdo da
microcirculacéo e reduz a destruicdo celular pela inflamagdo. Como mecanismo
de acéo foi observado que inibe a migracéo de células inflamatoérias, modula a
resposta imuno-mediada, inibe a producéo de anticorpos e inibe a proliferacéo
de fibroblastos, que pode ser importante nas condicbes cronicas (Brayton
1986).

O DMSO é bem tolerado em altas doses, ndo causando alteracfes
cardiacas e no peso corporal (Ali 2001). Em céaes, elevadas doses, podem
levar a halitose, anemia, hemoglobiniria e aumento dos niveis de
transaminase. E, precedendo a morte ocorre prostracao, convulsédo, dispnéia,
hipotensdo, edema pulmonar e parada respiratoria, porem sua DL 50 € entre
2,5 a 8,9 g/Kg (Brayton 1986, Paes 1999). A terapia intravenosa indicada é de
1 g/Kg, em solugédo de 10-45%, administrado lentamente, em gatos, cées e
cavalos (Brayton 1986).

O objetivo do estudo é identificar efeitos colaterais causados pelo uso de
ribavirina, prednisona e DMSO em cées naturalmente infectados com o virus
da cinomose e apresentando encefalite.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 60 cdes com sinais clinicos neurolégicos de cinomose,
diagnosticados a partir do historico de vacinacao, desenvolvimento clinico da doenca e
exame fisico. A confirmacao foi realizada pela técnica da reacdo em cadeia pela
polimerase pela transcriptase reversa (RT-PCR).

Para a inclusdo dos animais no estudo, 0s sinais neurologicos deveriam ter
apresentacao clinica multifocal e carater progressivo de no maximo 10 dias de
evolugdo. Os animais incluidos apresentaram sinais de acometimento dos
sistemas respiratorio e/ou gastroentérico juntos ou anteriormente a
apresentacao neurolégica, ou até mesmo descamacdo de pele ou descarga
ocular mucopurelenta.

Os animais foram divididos em seis grupos de 10 animais de forma aleatéria na
medida em que foram atendidos no Hospital Veterinario da FMVZ, UNESP — Campus
Botucatu, no Servi¢co de Enfermidades Infecciosas dos Animais.

Grupos 1 e 2: compostos por animais ja tratados com a ribavirina e sua
associacdo com o DMSO, respectivamente nas doses de 30 mg/Kg e 20mg/Kg, a cada
24 horas, durante 15 dias. Dessa forma, foram utilizados os materiais colhidos
(sangue, medula 6ssea e liquor) para avaliacdo do tratamento pela RT-PCR. Estas
amostras foram devidamente armazenadas em freezer a — 80°C desde 2007.

Grupo 3: foram incluidos animais que serviram de controle para o tratamento
antiviral especifico e para a avaliagdo da acdo antinflamatéria do DMSO. Estes
animais receberam 50 mg/Kg de DMSO, diluido na concentracé@o de 10 a 20%, por via
intravenosa, a cada 24 horas, durante 15 dias.
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Grupo 4: foram incluidos animais que serviram de controle para o tratamento
antiviral especifico e para a avaliacdo da acao antinflamatoéria da prednisona. Estes
animais receberam 4 mg/Kg de prednisona, por via oral, a cada 24 horas, durante 7
dias, apos receberam a dose de 2 mg/Kg de prednisona, também por via oral a cada
24 horas até completar os 15 dias de tratamento. Apéds este periodo os animais foram
encaminhados para o término do tratamento no proprio domicilio com reducgéo
gradativa da dose.

Grupo 5: os animais incluidos neste grupo receberam a ribavirina na dose de 30
mg/Kg, por via oral, a cada 24 horas, durante 15 dias. Nestes foi administrado em
associacdo a prednisona na dose de 4 mg/Kg, por via oral, a cada 24 horas, durante
sete dias, com posterior reducao da dose para 2 mg/Kg, por via oral, a cada 24 horas,
até completar o periodo de 15 dias. ApO6s este periodo os animais foram
encaminhados para o término do tratamento no proprio domicilio com reducéo
gradativa da dose da prednisona por mais duas semanas. Este grupo foi considerado
o grupo desafio da droga antiviral, jA que a dose do glicocorticéide foi
imunossupressora.

Grupo 6: os animais foram tratados com a ribavirina, prednisona e DMSO. Neste
grupo os caes receberam 30 mg/Kg de ribavirina, por via oral, a cada 24 horas,
durante 15 dias; o DMSO foi administrado na dose de 50 mg/Kg, diluido na
concentracao de 10 a 20%, por via intravenosa, a cada 24 horas; e a prednisona foi
administrada na sua dose antinflamatéria de 0,5 mg/Kg, por via oral, a cada 12 horas,
durante sete dias, sendo reduzida para 0,25 mg/Kg, a cada 24 horas até completar 15
dias de tratamento. ApoOs este periodo o animal terminou o tratamento em domicilio
com manutencao da dose e aumento do intervalo para 48 horas por mais sete dias.

Todos os animais receberam tratamento sintomatico e de suporte basico, que
inclui  suplementagdo vitaminica, fluidoterapia nos casos de desidratacdo e
antibioticoterapia para combater infecgcbes secundarias. Todos os animais foram
avaliados neurologicamente e clinicamente todos os dias e foram realizados exames
complementares de forma rotineira.

A Ribavirina® utilizada na pesquisa possui apresentacéo de capsulas de 250 mg e
para facilitar o calculo da dose a droga foi diluida. A diluicdo foi realizada de forma
asséptica onde foram utilizadas oito capsulas de ribavirina para 50 mL de agua
destilada ou solucéo fisiologica 0,9% estéril, formando uma solugdo de 40 mg/mL para
administracao oral. Depois de diluida, a ribavirina foi armazenada em frascos ambar e
mantida em refrigeracdo constante em geladeira.

A prednisona foi adquirida em farmacia de manipulacdo (Cruz Vermelha,
Botucatu, SP), na forma de solugcédo oral, na concentracdo de 40 mg/mL em
frascos de 50 mL.

O DMSO™ foi utilizado a sua forma comercial Dimetil Sulféxido P. A., na
concentracao de 99,9%, sendo que para a administracéo intravenosa, a droga
foi diluida em solucéo fisiologica 0,9% esteéril na proporgcédo de 10 a 20% para
administracao intravenosa.

® Ribavirina: Ribavirin® Laboratério Blau
1 pMSO: Dimetil Sulféxido P.A.® Laboratério Vetec Quimica Fina
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Todos os animais do experimento foram anestesiados conforme o
protocolo sugerido pelo Departamento de Anestesiologia Veterinaria da FMVZ
— UNESP - Botucatu, SP para a colheita de liquor.

Foram realizadas duas colheitas de liguor em cada animal, no momento
em que o mesmo chegou ao ambulatorio, antes de qualquer tratamento e, apés
um periodo de 15 dias, referente ao tempo do tratamento experimental. A
técnica de colheita de liguor seguiu a descricao feita por Dewey (2006). O
liquor foi colhido em trés tubos por gotejamento e a quantidade de liquido
colhida variou de 0,5 a 3 ml, dependendo do tamanho do animal.

As amostras de sangue foram colhidas com seringas e agulhas esterelizadas e
descartaveis, no volume de 10 mL, sendo entdo acondicionados em tubos com EDTA
A 7,5% e sem anticoagulantes, para retirada de soro. O local da puncéo foi a veia
jugular, apés o procedimento as amostras foram levadas diretamente ao Laboratério
Clinico Veterinario para realizacdo de hemograma e analises bioquimicas de funcéo
hepética e renal. O sistema hepatobiliar foi avaliado a partir da atividade sérica da
alanina-aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e gama-glutamiltransferase
(GGT) e da concentracéo de albumina. O sistema renal foi avaliado pela mensuracao
dos residuos nitrogenados, uréia e creatinina no soro, e pelo exame de urina tipo |.

Nos animais dos grupos 3 e 4 foi colhido apenas sangue para hemogramas de
acompanhamento nos dias 1°, 7° e 15°, j& que foram utilizadas drogas conhecidas. E
ndo foram realizados exames bioquimicos pelos mesmos motivos. Além disso, este
grupo foi formado com o objetivo de terem seus resultados comparados com o0s
resultados da RT-PCR dos grupos experimentais.

Ja nos animais dos grupos 1, 2, 5 e 6, que receberam o antiviral, as amostras de
sangue foram colhidas nos dias 1°, 4°, 7°, 10°, 12° e 15°.

As dosagens bioquimicas foram realizadas nos grupos 1, 2, 5 e 6 nos dias
1°, 5°, 10° e 15° para identificacdo de possiveis efeitos colaterais das drogas
experimentais.

As amostras de urina foram colhidas com auxilio de seringas descartaveis e
agulhas descartaveis esterelizadas através da puncdo da vesicula urinaria e foram
levadas diretamente ao Laboratério Clinico Veterinario da FMVZ, UNESP — Botucatu
para a analise. No caso de animais muito pequenos ou que ndo mantinham a vesicula
repleta foi utilizado a sondagem uretral para obtencao da urina. Essa técnica nao foi
escolhida por ser muito agressiva ao sistema urinario do animal podendo levar a casos
de cistite ascendente.

O exame de urina do tipo | foi realizado nos animais dos grupos 1, 2, 5 e 6 nos
dias 1°, 5° 10° e 15° de tratamento com o antiviral com objetivo de identificar
possiveis efeitos colaterais das drogas experimentais utilizadas.

Técnicas de biologia Molecular

A extragdo do RNA foi realizada a partir das amostras de san%ue, medula
0ssea e liquor, utilizando-se o Kit para extracdo de RNA Invisorb™ Spin Virus
RNA Mini Kit (Inviteck®).

Para realizacdo da extracao foram diluido 100 uL da amostra em 100 pL de
agua livre de nucleases. E para cada cinco amostras foram adicionados um
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controle negativo que era composto apenas por 200 pyL de agua livre de
nucleases. As reagdes foram realizadas em baterias de 10 amostras por vez. O
controle positivo foi utilizado amostras de urina sabidamente positivas e para
realizacdo da extracdo utlizou-se a mesma diluicio em agua livre de
nucleases.

O RNA foi imediatamente aliquotado em tubos menores com volume de 7
ML da amostra e acondicionados a -80°C.

Para conversao em cDNA as amostras (7 uL) foram retiradas do freezer -
80°C e levadas diretamente ao termociclador para desnaturacdo do RNA,
durante sete minutos em temperatura de 95°C.

Ao mesmo tempo foi preparado a mistura para formacdo de cDNA. A
mistura era composta por 3 pL de agua Mili-Q autoclavada; 1 yL de Randon
Primer (250 ng/pL); 1 yL de dNTP (10 mM); 5 yL de Buffer 5x; 1 yL de DDT
(0,1 M); 1 uL de inibidor de RNAse (10 U/uL) e 1 pyL tamp&o de M-MLV
Reverse transcriptase. A mistura formou como volume final 13 pL.

Aliquotou-se 13 pL em cada microtubo previamente identificado com o
RNA previamente aquecido, totalizando-se 20 yL. Levou-se ao termociclador
no programa CINOCDNA (composto por ciclo de 25°C por 10 minutos; 37°C
por 50 minutos e 70°C por 15 minutos, totalizando um periodo de 1 hora e 15
minutos).

Para a realizacdo da reacdo de RT-PCR foi necessaria a preparacao de
outra mistura com 17,35 pyL de agua Mili-Q autoclavada; 2,5 yL de Buffer 10x;
0,75 pL de MgCl; (50 mM); 0,5 yL de dNTP (10 mM); 1,25 uL do Primer CDV-
NPS F1 (tabela 1); 1,25 uL do Primer CDV-NPS R1 (tabela 1); 0,15 pL de Taq
DNA Platinum (5U/pL), com volume final de 23,75 pL da mistura.

Aliquotou-se 23,75 pL em cada microtubo previamente identificado, sempre
mantido em gelo, na sala de aplicacao foi pipetado 1,25 uL do cDNA em cada
tubo, totalizando 25 uL de volume total. Apés os microtubos foram levados ao
termociclador no programa CINOPCR (composto por ciclo de 95°C por 10
minutos, 39 ciclos de 95°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos, 72°C por
30 segundos, depois 72°C por 10 minutos e 4° for ever) e, apos, foi
armazenado a -20°C.

A leitura do gel foi realizada em gel de agarose a 2% em transluminador
UV, corados em brometo de etideo, onde se esperou um produto amplificado
com 440 pb.

A reacédo do hn-PCR foi realizada de forma semelhante a reagéo da PCR,
utilizou-se para estas reacdes as amostras que foram negativas na PCR, onde
aliquotou-se 23,75 yL da mistura e 1,25 pL do produto amplificado da PCR.

A mistura foi composta pelos mesmos reagentes, porém na hn-PCR
utilizou-se Primer CDV-NPS R2 (tabela 1) no lugar do Primer CDV-NPS R1. E
0 produto esperado desta reacdo apresentou 331 pb na leitura do gel, assim
como na reagao anterior.
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Os iniciadores (primers) utilizados nas duas reacdes amplificaram regides
especificas do gene da nucleoproteina [GenBak: X02000.1].

Andlise estatistica:

A comparacao de frequéncias de ocorréncias foi realizada pelos teste de
Qui-quadrado ou G de Williams, de acordo com os resultados registrados em
tabelas de contingéncia.

Para as variaveis ordinais as comparacdes entre os grupos foi realizada
pelo teste de Kruskall-Wallis, seguido de comparacédo de medianas pelo teste
de Dunn.

As variaveis discretas e continuas foram submetidas a verificacdo do tipo de
distribuicdo pelo teste de Shapiro-Wilkins; quando de distribuicdo Normal, os
grupos foram comparados pela Analise de Variancia Um Fator seguido de teste
de Tukey; quando de distribui¢cdo Livre, os grupos foram comparados pelo teste
de Kruskall-Wallis, seguido de comparacao de medianas pelo teste de Dunn.

Em todas as analises, valores de P menores que 0,05 foram considerados
significantes.

RESULTADOS

Todos os animais incluidos na pesquisa apresentaram positividade na RT-
PCR ou na Hemi-nested PCR (hn-PCR) em pelo menos uma das trés amostras
colhidas, sangue periférico, medula éssea ou liquor.

O tratamento experimental foi avaliado segundo a melhora clinica e a
sobrevida dos animais nos diferentes grupos. Os dados foram tratados da
seguinte forma: os animais que vieram ao 6bito, que apresentaram melhora
clinica e que sobreviveram aos 15 dias de tratamento. No entanto, apds o
periodo de 15 dias de tratamento, alguns animais morreram, outros
apresentaram piora ou ficaram com sequelas graves e foram eutanasiados, ou
mesmo apresentaram melhora e sobreviveram, assim, estes animais foram
agrupados todos juntos pela dificuldade de acompanhar a resposta, ja que uma
parte deles terminou o tratamento em domicilio (Figura 1).

Como pior resultado frente a sobrevida dos animais, o grupo 4 teve o pior
desempenho com 70% dos animais vindo ao Obito e apenas um animal
apresentou melhora clinica. Em compensacdo, o0s grupos tratados com
ribavirina (1, 2, 5 e 6) tiveram os melhores resultados de quando observamos
as taxas de melhora clinica.

Dos 60 animais incluidos no experimento, apenas 23 (38,3%)
apresentaram melhora clinica, sendo um resultado semelhante ao niumero de
Obitos (36,7%). Quando somamos os dados dos animais que receberam o
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antiviral, verificamos que 12 (30%) animais vieram ao O6bito e 19 (47,5%)
apresentaram melhora clinica evidente no periodo de internagéo.

Os dados de hemograma foram comparados em todos 0s momentos nos
grupos tratados com ribavirina (1, 2, 5 e 6), e nos dias 1, 7 e 15 de tratamento
em todos 0s grupos, inclusive os dois grupos controle.

A figura 2 demonstra que todos 0S grupos apresentaram queda na
mediana da contagem de hemacias, evidenciando a presenca de anemia apos
o periodo de tratamento. Os animais dos grupos 3, 5 e 6 foram os que
apresentaram valores inferiores a 3.500.000 células/uL.

Diferente dos outros grupos, dois animais do G5 e um animal do G6
apresentaram valores da contagem de hemacias abaixo de 2.000.000
células/uL no 15° dia de tratamento, que podemos classificar como anemia
grave. Apenas um animal do G6 precisou receber transfusdo sanguinea
durante o periodo de tratamento, sendo este dado desconsiderado na mediana
da contagem de hemacias.

AplOs o tratamento experimental, o G2 foi o que melhor apresentou
mediana da dosagem de hemoglobina, ao contrario do que aconteceu com 0s
grupos 5 e 6. Nesta tabela é possivel identificar que a ribavirina em associacao
com a prednisona foi capaz de causar uma queda nos niveis de hemoglobina
nos caes destes grupos experimentais, diferente do que foi encontrado nos
animais do grupo controle e nos animais que nao receberam a associacao das
duas drogas.

Além disso, 0os grupos 2 e 6 que receberam DMSO em associacdo as
drogas experimentais mantiveram a dosagem de hemoglobina mais alta do que
nos grupos 1 e 5 que usam as mesmas drogas sem o DMSO.

Os dados da mediana da dosagem de hemoglobina em todos os
momentos foram esquematizados na figura 3.

Ficou evidenciado que o tratamento com ribavirina, sem o DMSO, pode
levar a anemia mais grave que a propria evolucdo da doenca. O antiviral
guando associado a prednisona pode levar a quadros de anemia grave,
principalmente quando a prednisona for administrada na dose de 4 mg/Kg, a
cada 24 horas, como aconteceu no G5.

Com relacdo ao numero de plaquetas néo foi encontrado resultado com
significancia estatistica. Nos dados da contagem de leucdcitos foi possivel
identificar que a mediana do G3 foi menor em relacdo aos outros grupos no
altimo dia de tratamento, chegando a 3.663 leucdcitos/uL. Sendo que os
valores de referéncia para cées séo de 6.000-17.000 leucocitos/pL.

Ainda neste pardmetro, o G1 também apresentou uma mediana abaixo dos
valores de referéncia com 4.550 leucdcitos/pL, no 15° dia de tratamento. Enquanto que
todos os outros grupos apresentaram medianas dentro dos valores de normalidade
para caes.

Através do grafico evidenciou que as medianas dos grupos 4 e 5, que
receberam doses imunossupressoras de prednisona, apresentaram uma
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contagem de leucécitos mais alta em relacdo aos outros grupos, sendo esta
uma resposta esperada pelo uso de glicocorticoides.

Os grupos 1, 2 e 3, que ndo receberam prednisona, demonstraram uma queda
nesta contagem a partir do 12° dia de tratamento, demonstrando assim que esta
alteracdo pode ser uma consequéncia natural da doenca, ja que os animais do G3 nao
receberam ribavirina. A mediana do G6 demonstrou a mesma caracteristica,
evidenciando que a dose de 0,5 mg/Kg, a cada 12 horas, ndo foi capaz de aumentar a
guantidade de leucécitos circulantes tanto quanto a dose imunossupressora.

Nao foram encontrados resultados significativos na dosagem bioquimica de
funcdo hepética e renal dos animais que receberam as drogas experimentais.

No exame de urina tipo | também ndo apresentaram resultados importantes com
relacdo as funcdes hepatica e renal. No décimo quinto dia de tratamento nédo foi
encontrado resultado significativo estatisticamente, porém todos o0s grupos
apresentaram valores altos do percentil 75, evidenciando que todos os animais que
apresentavam valores mais altos tinham uma média que variou de 2,0 a 5,0 no escore,
representando de uma a quatro cruzes para a presenca de bilirrubina na urina, que
pode significar um inicio de lesdo hepatica. Estes dados foram organizados na tabela
2.

Esses dados mostram uma semelhanca que € o aumento de bilirrubina na urina
pelo menos em alguns animais de todos os grupos. A Unica droga em comum a todos
0S grupos € a ribavirina. Estes podem ser indicios que a partir do décimo quinto dia a
ribavirina possa causar hemdlise.

Os dados da dosagem de proteinas no liquor devem ser analisados
conforme o grupo de tratamento e o G3 foi 0 que apresentou menor valor de
mediana com 25 mg/dL, podendo ser considerado dentro da normalidade,
sendo que neste grupo houve grande variacdo dos valores de proteina no
liguor, que foram de 11 mg/dL, considerado normal a 154, 1 mg/dL,
considerado um processo de inflamacdo severa do SNC. Este grupo €
considerado controle, pois estes animais apenas receberam o DMSO e como
foi encontrado no primeiro momento grande variacdo de valores, também
ocorreu neste grupo, demonstrando que nao houve efeito do tratamento.

Os valores maximos encontrados nos diferentes grupos experimentais
mostraram que em todos os grupos houve uma diminui¢éo, porém no G3 e G5
houve um aumento, ou seja, mesmo 0s animais sendo tratados com
antinflamatorios, DMSO ou prednisona respectivamente, foram encontrados
valores mais altos.

Nos grupos 1, 2, 3 e 6 foi observado que as medianas diminuiram de um
momento para outro, diferente do que aconteceu nos grupos 4 e 5. Este
aspecto foi demonstrado na figura 4.

ApoOs o periodo de tratamento, o G1 ainda apresentou o maior valor de
mediana da contagem de células nucleadas, sendo que o G3 manteve o valor
da mediana de antes e depois, enquanto que todos 0S outros grupos
apresentaram reducéo destes valores.
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O G3 foi tratado apenas com DMSO e serviu como grupo controle em
relacdo ao processo inflamatério nos outros grupos, ja que ndo apresentou
gueda desta contagem, diferente do que foi encontrado nos outros grupos.

O G4 apenas tratado com prednisona foi o que apresentou maior queda
desses valores de mediana, porém o foi grupo com menor nimero de animais
com melhora clinica. O G5 também teve esse tipo de apresentacdo dos seus
valores da contagem de células e recebeu a mesma dose de prednisona,
porém também recebeu a ribavirina, e neste grupo houve o segundo indice de
melhora clinica dos seis grupos tratados.

Os valores das medianas da contagem de ceélulas nucleadas do liquor
foram representados graficamente para melhor visualizagdo destes dados
(Figura 5).

O grafico foi capaz de evidenciar a discrepancia dos valores dessa
contagem antes e ap0s o tratamento, tanto no Gl que ndo recebeu
antinflamatorio, quanto nos grupos 2, 4, 5 e 6 que receberam o DMSO ou a
prednisona. No entanto, foi possivel verificar que nos animais do G3 nao houve
diminuicAo dos valores antes e apos, demonstrando que o0 efeito
antinflamatorio do DMSO néo esta relacionado com a diminuicdo do nimero de
células. Entdo, o G2 teve a sua queda nos valores provavelmente por uma
acao direta da ribavirina e nao por acao antinflamatéria do DMSO.

O G6 também apresentou uma queda pequena nesses valores, portanto as
duas contagens, antes e ap0s o tratamento, estavam dentro dos valores de
normalidade, neste caso a celulariadade ndo serviu como parametro para
afirmar se houve reducao ou ndo da inflamacgéo por acao das drogas.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

A ribavirina foi aprovada pela U.S. Food and Drug Administration para o
tratamento pediatrico da infeccdo pelo virus sincicial respiratério e sua
combinacdo com alfa-interferon para infeccéo cronica pelo virus da Hepatite C
(Wu et al. 2005). Hoje a terapia antiviral com ribavirina em pacientes com
hepatite C tem uma sobrevivéncia de 55% (Sung et al. 2011).

No atual estudo o tratamento experimental foi avaliado segundo a melhora
clinica e a sobrevida dos animais nos diferentes grupos, onde foi encontrada
uma taxa de 60 a 70% dos animais que sobreviveram ou apresentaram
melhora clinica, que em relagdo ao tratamento usado em humanos foi melhor.
O pior desempenho foi G4 com 70% de o6bitos.

Quando é feita a avaliacdo da sobrevida junto com a melhora clinica dos animais,
verificou-se que 70% dos animais tratados com o antiviral apresentaram melhora
clinica ou sobrevida, no entanto nos grupos controle essa taxa chegou a 50%. Através
do atual estudo podemos identificar que clinicamente a ribavirina favoreceu a
sobrevida ou a melhora dos animais tratados, assim como foi descrito por Mangia
(2008).

Como ocorreu na pesquisa anterior de Mangia (2008), os animais apés o
periodo de tratamento com a ribavirina apresentaram valores baixos da
contagem de hemécias. Na atual pesquisa verificaram que todos 0s grupos
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apresentaram uma queda na mediana da contagem de hemacias, mesmo 0s
animais do grupo controle. Os animais dos grupos 3, 5 e 6 foram o0s que
apresentaram valores inferiores a 3.500.000 hemécias/pL. Dois animais do G5
e um do G6 apresentaram valores da contagem de hemacias abaixo de
2.000.000 ceélulas/pL no 15° dia de tratamento, que podemos classificar como
anemia grave.

A aplicacéo clinica da ribavirina mostra restricbes devido a alguns efeitos
adversos, especialmente, inducdo de anemia hemolitica. O acumulo dos
fosfatos da droga em eritrécitos leva a anemia, que pode ser a causa para a
descontinuacédo do tratamento (Wu et al. 2005). A severidade da anemia € mais
grave em macacos, seguidos dos humanos, roedores e caes (Lin et al. 2003).

No entanto, Papich et al. (2003) afirmam nao ter encontrado efeitos
colaterais da ribavirina em cées, na dose de 60 mg/Kg durante duas semanas.
Na dose de 30 mg/Kg também administrada no periodo de duas semanas
apresentou um leva quadro de anemia, porém quando administrado junto com
o glicocorticoide apresentou anemia grave.

Nao foi encontrado na literatura relatos de efeitos colaterais potencializados por
glicocorticoides no usa da ribavirina em qualquer espécie animal que ja foi testada,
portanto este é o primeiro relato de quadros de anemia severa em cdes que
receberam ribavirina em associagdo com a prednisona.

A atual pesquisa revelou que as medianas dos grupos 4 e 5, que receberam
doses imunossupressoras de prednisona, apresentam uma contagem de leucécitos
mais alta em relacdo aos outros grupos. Este achado foi descrito na pesquisa de Van
den Brandt et al. (2007), os glicoorticoides mostraram induzir células CD8a a formarem
linfécitos T CD4+ e causaram apoptose de timécitos, mas mantendo ainda as células T
maduras do sangue periférico mimetizando uma proliferacdo hemostasica. E
complementando com o trabalho de Abraham et al. (2006) em que os autores afirmam
gue os glicocorticoides inibem a expressdo dos mediadores inflamatérios dos
macréfagos e de outras células, desta forma, sdo usados no tratamento de varias
enfermidades inflamatérias imunomediadas.

A ribavirina administrada sistemicamente, em altas doses, pode causar
efeitos indesejaveis, como anemia por hemolise extravascular e aumento de
bilirrubina no soro, os quais sao reversiveis quando cessada a administracéo
da droga (Bean 1992, Takahashi et al. 1998, Hosoya et al. 2001). Assim, pode
sugerir que a presenca de bilirrubina possa ser consequéncia da hemolise
causada pela ribavirina e ndo necessariamente por uma lesdo hepatica. Da
mesma forma aconteceu no décimo quinto dia de tratamento, houve um
aumento da quantidade de bilirrubina na urina em todos os grupos, sendo que
o G5 foi 0 que apresentou a maior dosagem de bilirrubina na urina.

Outra hipotese para estes achados seriam indicios de uma sobrecarga do
sistema hepatobiliar destes caes, na dose e intervalo entre doses da ribavirina
utilizada na pesquisa. No entanto, nenhuma das amostras de urina apresentou
positividade para a presenca de sais biliares na urina nos grupos experimentais
e em nenhum dos momentos, o que diminui as chances que seja uma
alteracao no sistema hepatobiliar.
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Apenas 0s grupos 4 e 5 apresentaram elevacao da quantidade de proteina
apos o tratamento, sendo que nestes grupos foi utilizada a prednisona na sua
dose imunossupressora. Desta forma, a prednisona nao foi capaz de diminuir o
processo inflamatério como desejado ja que houve aumento dos valores de
proteina no liquor dos animais tratados.

O G6 também foi tratado com a prednisona, porém com doses menores e
apresentou diminuicdo dos valores de proteina no liquor. Assim, pode-se
afirmar que a prednisona em doses antinflamatorias foi capaz de reduzir a
guantidade de proteina no liquor, enquanto que quando administrada em doses
imunossupressoras houve aumento desses valores.

A literatura explica que no sistema nervoso, a administragdo cronica de
glicocorticoides ou o estresse ndo sao uniformemente antinflamatorios e em
algumas circunstancias agem aumentando o0 processo inflamatorio. Foi
observado pelo aumento da migracdo de células inflamatorias, pelo nivel de
mediadores inflamatérios e pela ativacao do fator de transcricdo. No sistema
nervoso lesado, niveis de estresse do glicocorticoide podem induzir uma
resposta pro-inflamatéria, e que em niveis basais ou de baixo estresse
possuem um efeito tradicional antinflamatorio (Sorrells & Sapolsky 2007).

O G4 apenas tratado com prednisona foi 0 que apresentou maior queda desses
valores de mediana, porém foi 0 grupo com menor namero de animais com
melhora clinica. O G5 também teve esse tipo de apresentacdo dos seus
valores da contagem de células e recebeu a mesma dose de prednisona,
porém também recebeu a ribavirina, e neste grupo houve o segundo indice de
melhora clinica.

A partir destes dados foi possivel verificar que a prednisona na sua dose
imunossupressora levou ao aumento da dosagem de proteinas e uma
diminuicAo da contagem de células nucleadas no liquor. Sugere que a
prednisona faca uma imunomodulacdo nessa dose em caes e ndo uma potente
acao antinflamatoria.

Pela literatura existente pode-se afirmar que os glicocorticoides séo
reconhecidos por inibir a proliferacdo de linfocitos T e a producdo de uma
variedade de citosinas, incluindo interferon alfa. A IL-7 age mantendo a
populacdo policlonal de linfécitos T imaturos e as células T de memoria, e,
portanto, controla o tamanho do estoque de células T (Talayev et al. 2005).

Ao mesmo tempo Feitosa et al. (1997) afirmam que os altos niveis de
proteinas no liquor sdo encontrados em animais com cinomose com uma
porcentagem maior de plasmdcitos, uma vez que todos os estudados se
encontravam com alteracdes neurolégicas ha mais de 10 dias e sugerem que,
além da producéo de anticorpos contra o virus, a dismielinizacdo ja estivesse
ocorrendo por uma resposta imune e ndo por uma acédo viral direta, levando
também a producao de anticorpos contra a bainha de mielina.

Assim, a prednisona provavelmente age na populacdo de linfocitos T,
enquanto os plasmocitos encontrados no liquor causam o aumento de
proteinas sob acdo do mesmo glicocorticoide.
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Tabela 1 — Descricdo da sequéncia de nucleotideos iniciadores utilizados na
reacao de RT-PCR e hn-RT-PCR.

Primers (nUmero de acesso aos genes) Iniciadores

Primer ITS 1 F (10 pmol) ATCCCCAGGRAACAAGCCTACAA
CVD-NPS F15'-3

Primer ITS 1 R (10 pmol) CCTTGGTGATGCCAAGCTCG
CVD-NPS R15-3

Primer ITS 2 R (10 pmol) CGAATTTTAACCCTCCATG

CVD-NPS R2 5'-3’

(AMARAL, 2007).
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Tabela 2 - Mediana e percentis em escores da dosagem de bilirrubina na urina
nos diferentes grupos experimentais, no décimo quinto dia de tratamento.

Grupo Minimo P25 Mediana P75 Maximo
Gl 0,0 0,0 0,0 5,0 5,0
G2 0,0 0,0 0,0 2,0 5,0
G5 0,0 0,0 2,5 5,0 5,0
G6 0,0 0,0 0,5 2,0 5,0

Estatistica: Kruskall-Wallis, p=0,4952.

P25: percentil 25. P75: percentil 75. 0: negativo; 1,0: tracos de bilirrubina; 2,0: + de bilirrubina;
3,0: ++ de bilirrubina; 4,0: +++ de bilirrubina; 5,0: ++++ de bilirrubina.

G1: grupo 1; G2: grupo 2; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

Figura 1 — Representacédo grafica da avaliagdo do tratamento experimental
segundo a sobrevida dos animais nos diferentes grupos.

M 6bito
3 - M sobrevida

B melhora

Numero de animais

G1 G2 G3 G4 G5 G6

Grupos Experimentais

Estatistica: Teste G de Willians; p=0,4034
G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.

Figura 2 — Representacao grafica das medianas da contagem de hemécias em
cada momento de colheita de material nos grupos experimentais.
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Estatistica: Teste de Kruskall-Wallis
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Figura 3 — Representacdo grafica das medianas da dosagem de hemoglobina
em cada momento de colheita de material nos grupos experimentais.
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Estatistica: Teste de Kruskall-Wallis
G1: grupo 1; G2: grupo 2; G3: grupo 3; G4: grupo 4; G5: grupo 5; G6: grupo 6.
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Figura 4 — Representacdo grafica das medianas da dosagem de proteinas no

liquor antes e apds o tratamento experimental.
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Figura 5 — Representacdo grafica dos valores de medianas da contagem de

células nucleadas, antes e ap0s o tratamento experimental.
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ABSTRACT [RT-PCR and Hemi-Nested PCR before and after treatment
based on ribavirin, prednisone and DMSO of dogs with encephalitis by
cinine distemper virus] The present study aims at the identification of the
frequency of canine distemper virus in the blood, bone marrow and
cerebrospinal fluid’s (CSF) samples collected from dogs naturally infected with
the virus, with encephalitis and treated with ribavirin, prednisone and DMSO. A
number of 60 dogs presenting canine distemper neurological signs were
subjected to the support treatment and neurologically assessed on daily basis.
Groups 1 and 2 were treated with ribavirin and its combination with DMSO;
Groups 3 and 4 treated with prednisone and DMSO, Group 5 treated with
ribavirin and prednisone, while Group 6 with ribavirin, prednisone and DMSO.
The animals were anesthetized for the cerebrospinal fluid, bone marrow and
blood samples collection before and after the treatment, then the RT-PCR of the
samples was proceeded. The negative samples were analysed according to the
hn-PCR technique. The canine distemper virus were found In 95% of blood
samples, 90% of bone marrow and 53,3% of CSF before the treatment.
Considering the survival and clinical improvement rates, the most successful
treatment was the one applied to the G2 (80%); followed by G1 with 70% and 6
animals presenting clinical improvement; G5 with 70% and five animals with
clinical improvement; G3 with 70% and three animals with clinical improvement;
G6 with 60%; and the lowest rate G4 with 30%. After the treatment, the virus
frequency rate was 97,7% in the blood, 86,4% in the bone marrow and 27,3% in
the CSF.

INDEX TERMS: RT-PCR, hn-PCR, canine distemper virus, ribavirina,
prednisone, DMSO

RESUMO [RT-PCR e Hemi-Nested PCR antes e ap6s o tratamento com
ribavirina, prednisona e DMSO de cdes com encefalite pelo virus da
cinomose.] O estudo tem objetivo de identificar a frequéncia da presenca do
virus da cinomose nas amostras de liquor, sangue e medula 0ssea de cées
com encefalite naturalmente infectados e tratados com ribavirina, prednisona e
DSMO. Foram utilizados 60 caes apresentando quadro neurologico da
cinomose com evolucdo de 10 dias. Os animais foram internados e receberam
tratamento de suporte e foram avaliados neurologicamente todos os dias. Os
grupos 1 e 2 foram tratados com ribavirina e sua associacdo com DMSO; os
grupos 3 e 4 com DMSO e prednisona e 0 grupos 5 com ribavirina e
prednisona e o grupo 6 com ribavirina, prednisona e DMSO. Os animais foram
anestesiados para a colheita de liquor, medula éssea e sangue, antes e apds o
tratamento e realizada a RT-PCR das amostras. As amostras negativas foram
analisadas pela técnica de hn-PCR. O virus da cinomose foi encontrado em
95% das amostras de sangue, 90% de medula 6ssea e 53,3% de liquor antes
do tratamento. Através dos indices de sobrevida e melhora clinica, o melhor
tratamento foi o0 G2 com 80%; seguido do G1 com 70%, sendo que seis
animais apresentaram melhora clinica; G5 com 70% e cinco animais
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melhoraram e 0 G3 com 70%, sendo trés animais com melhora clinica; o G6
com 60%; o G4 com o pior indice com 30%. Apds o tratamento, a frequéncia do
virus foi de 97,7% no sangue, 86,4% na medula 6ssea e 27,3% no liquor.

TERMOS DE INDEXACAO: RT-PCR, hn-PCR, virus da cinomose, ribavirina,
prednisona e DMSO.

INTRODUCAO

A cinomose € uma doenca viral muito antiga que afeta cédes e outros
carnivoros em todo o mundo. Entretanto, mesmo com uso de estratégias
vacinais, ela ainda é uma doenca importante na populacdo canina,
apresentando a maior taxa de mortalidade depois da raiva (Summers & Appel
1994).

A cinomose € uma enfermidade infectocontagiosa, causada por um RNA
virus da ordem Mononegavirales, familia Paramyxovirus, género Morbillivirus.
Possui trés formas de apresentacao clinica: aguda, subaguda e cronica, com
manifestagbes gastroentéricas, respiratorias e neurologicas. Sao descritas
basicamente trés formas de encefalite causada pelo virus da cinomose:
encefalite dos cades jovens, encefalite em caes adultos e encefalite do céo
velho (Corréa & Corréa 1992).

Embora a vacinagao contra a cinomose venha sendo utilizada amplamente
por varias décadas, a doenca ainda é importante e surtos foram recentemente
relatados em varios paises, como Dinamarca, Estados Unidos, Japao,
Finlandia e Alemanha (Jozwik & Frymus 2005, Vandevelde & Zurbriggen 2005).
No Brasil, alguns relatos clinico-patologicos e soroldgicos indicam a elevada
presenca da infeccdo na populacao canina (Headley & Graca 2000, Silva et al.
2004). Alguns fatores como a persisténcia do virus no ambiente e em animais
portadores, o aparecimento de novas cepas e o desenvolvimento de infec¢ao e
doenca mesmo em animais vacinados tém contribuido para a manutencao do
carater enzoodtico da virose com ocorréncia ocasional de surtos (Bohm et al.
2004).

A ribavirina € uma droga antiviral, analoga a guanosina, inibidora da
replicacéo in vitro de alguns RNA e DNA-virus, incluindo Herpesvirus, Poxvirus,
Influenza virus, Parainfluenza virus, Reovirus, Togavirus, Paramyxovirus e
Tumor RNA-virus. “In vivo”, o espectro antiviral é restrito, com agéo contra
Herpesvirus, Influenza, Parainfluenza, Paramyxovirus do Sarampo e
Adenovirus (Hayden & Douglas 1990).

No experimento de Elia et al. (2008) a ribavirina mostrou-se altamente
efetiva na prevencao da replicacdo do virus da cinomose “in vitro” em baixas
concentragbes, de aproximadamente 6,5-12,5 pg/mL, concordando com o0s
valores encontrados para a inibicdo do virus do sarampo.



231

Segundo Elia et al. (2008) a ribavirina causa mutacfes no virus da
cinomose e estas levam a um erro catastréfico no RNA do genoma viral. Pode
ser especulado que a ribavirina interfira com a RNA polimerase pela
competicdo com nucleosideos naturais e produz erro na terminacdo da cadeia
do virus.

Mangia et al. (2011) demonstraram a eficacia do tratamento com ribavirina
na dose de 30 mg/Kg, por via oral, a cada 24 horas, durante 15 dias em um
caso com encefalite aguda pelo virus da cinomose, quando associada ao
DMSO na dose de 1 g/Kg, por via intravenosa, a cada 24 horas.

Os glicocorticoides sao os reguladores mais estudados do sistema
neuroendocrino e sao reconhecidos por inibir a proliferacdo de linfocitos T e a
producdo de uma variedade de citosinas, incluindo interferon-y (IFN). A
interleucina-7 (IL-7) age mantendo a populacdo policlonal de linfocitos T
imaturos e as celulas T de memodria, e, portanto, controla o tamanho do
estoque de células T (Talayev et al. 2005).

No trabalho de revisdo de Sorrells & Sapolsky (2007), os autores
concluiram que em ambos os sistemas, nervoso e imune periférico, a
exposicao prévia ao estresse ou ao glicocorticéide pode resultar na producao
de uma resposta imune a uma subsequente inflamacéo. No sistema nervoso, a
administracao cronica de glicocorticoides ou o estresse nao sao uniformemente
anitinflamatérios e em algumas circunstancias agem aumentando o0 processo
inflamatorio; assim foi observado pelo aumento da migracdo de células
inflamatorias, pelo nivel de mediadores inflamatorios e pela ativacao do fator de
transcricdo. No sistema nervoso lesado, niveis de estresse do glicocorticoide
podem induzir uma resposta pro-inflamatéria e em niveis basais ou de baixo
estresse possuem um efeito tradicional antinflamatorio; esta resposta é oposta
a encontrada no sistema imune periférico. Outra conclusdo encontrada na
pesquisa foi que os efeitos pro-inflamatérios no cérebro sdo diferentes
conforme a regido, o uso de sintéticos versus glicocorticéides enddgenos e o
tempo de exposicdo ao glicocorticoide no que diz respeito a resposta
inflamatoria.

A solubilizacdo de nucleotideos em solventes organicos € importante para
a entrada de drogas nucleotideas em membranas celulares. Pelos estudos de
West et al. (1994), a base guanosina é hidrofébica e sua interacdo com Dimetil-
Sulfoxido (DMSO) pode torna-la permeavel a substancias lipofilicas, indicando
gue este pode servir como veiculo de transporte de drogas nucleotideas por
membranas celulares.

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 farmacologicas, como a captura e
remocao de radicais hidroxidos livres. Pela acdo de seu metabdlito dimetil
sulfide (DMS), o DMSO remove radicais livres de oxigénio, o que explica suas
propriedades protetoras como acao antinflamatéria, antisquémica, crioprotecao
e radioprotecéo (Brayton 1986, Paes 1999, Lind et al. 2000, Ali 2001, Kishioka
et al. 2007).
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Em situacgbes clinicas, beneficios antinflamatérios da terapia com DMSO
sdo descritos em lesfes musculares agudas, em alteracbes agudas,
traumaticas e inflamatérias do sistema nervoso central e em condicbes
infecciosas ou sépticas. Este composto contribui na manutencdo da
microcirculacéo e reduz a destruicéo celular pela inflamagdo. Como mecanismo
de acédo foi observado que inibe a migracéo de células inflamatoérias, modula a
resposta imuno-mediada, inibe a producéo de anticorpos e inibe a proliferacéo
de fibroblastos, que pode ser importante nas condicdes cronicas (Brayton
1986).

Atualmente, a técnica da reacdo em cadeia pela polimerase precedida de
transcricdo reversa (RT-PCR) vem sendo empregada com sucessO nha
deteccdo do virus da cinomose em diferentes tipos de amostras biologicas
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 cdes tanto com encefalite aguda quanto
cronica. Estes resultados demonstram que a técnica de RT-PCR é um método
eficiente para realizacdo do diagndéstico rapido, precoce e “in vivo” (Saito et al.
2006, Sato et al. 2006, Elia et al. 2008).

As varias amostras incluindo sangue periférico, swab conjuntival, secrecéo
nasal, urina, liquor, e swab vaginal, tecido pulmonar, estomacal, intestinal e
urinario podem ser utilizados para o diagnostico de cinomose pela técnica RT-
PCR. Entretanto, o swab conjuntival € o mais apropriado para o diagnostico “in
vivo” da cinomose (Kim et al. 2006).

Shin et al. (2004) levantaram a hipotese de utilizacado do nested PCR para
diagnostico da cinomose. A efetividade da técnica foi demonstrada em
amostras clinicas como sangue, urina, swab nasal e saliva. Sendo um método
ideal para deteccdo 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).

O atual estudo teve como objetivo identificar a frequéncia do virus da
cinomose nas amostras de sangue periférico, medula 0ssea e liquor de animais
com encefalite naturalmente infectados, através de técnicas altamente
sensiveis e especificas como a RT-PCR e Hemi-Nested-PCR (hn-PCR).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 60 cdes com sinais clinicos neurolégicos de cinomose,
diagnosticados a partir do historico de vacinacao, desenvolvimento clinico da doenca e
exame fisico. A confirmacao foi realizada pela técnica da reacdo em cadeia pela
polimerase pela transcriptase reversa (RT-PCR).

Para a inclusdo dos animais no estudo, os sinais neurologicos deveriam ter
apresentacao clinica multifocal e carater progressivo de no maximo 10 dias de
evolugdo. Os animais incluidos apresentaram sinais de acometimento dos
sistemas respiratorio e/ou gastroentérico juntos ou anteriormente a
apresentacao neurolégica, ou até mesmo descamacdo de pele ou descarga
ocular mucopurelenta.
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Os animais foram divididos em seis grupos de 10 animais de forma aleatéria na
medida em que foram atendidos no Hospital Veterinario da FMVZ, UNESP — Campus
Botucatu, no Servi¢co de Enfermidades Infecciosas dos Animais.

Grupos 1 e 2: compostos por animais ja tratados com a ribavirina e sua
associacdo com o DMSO, respectivamente nas doses de 30 mg/Kg e 20mg/Kg, a cada
24 horas, durante 15 dias. Dessa forma, foram utilizados os materiais colhidos
(sangue, medula 6ssea e liquor) para avaliacdo do tratamento pela RT-PCR. Estas
amostras foram devidamente armazenadas em freezer a — 80°C desde 2007.

Grupo 3: foram incluidos animais que serviram de controle para o tratamento
antiviral especifico e para a avaliagdo da acdo antinflamatéria do DMSO. Estes
animais receberam 50 mg/Kg de DMSO, diluido na concentracéo de 10 a 20%, por via
intravenosa, a cada 24 horas, durante 15 dias.

Grupo 4: foram incluidos animais que serviram de controle para o tratamento
antiviral especifico e para a avaliacdo da acao antinflamatoéria da prednisona. Estes
animais receberam 4 mg/Kg de prednisona, por via oral, a cada 24 horas, durante 7
dias, apos receberam a dose de 2 mg/Kg de prednisona, também por via oral a cada
24 horas até completar os 15 dias de tratamento. Apds este periodo os animais foram
encaminhados para o término do tratamento no proprio domicilio com reducéo
gradativa da dose.

Grupo 5: os animais incluidos neste grupo receberam a ribavirina na dose de 30
mg/Kg, por via oral, a cada 24 horas, durante 15 dias. Nestes foi administrado em
associacdo a prednisona na dose de 4 mg/Kg, por via oral, a cada 24 horas, durante
sete dias, com posterior reducao da dose para 2 mg/Kg, por via oral, a cada 24 horas,
até completar o periodo de 15 dias. ApOs este periodo os animais foram
encaminhados para o término do tratamento no proprio domicilio com reducéo
gradativa da dose da prednisona por mais duas semanas. Este grupo foi considerado
o grupo desafio da droga antiviral, jA que a dose do glicocorticéide foi
imunossupressora.

Grupo 6: os animais foram tratados com a ribavirina, prednisona e DMSO. Neste
grupo os caes receberam 30 mg/Kg de ribavirina, por via oral, a cada 24 horas,
durante 15 dias; o DMSO foi administrado na dose de 50 mg/Kg, diluido na
concentracdo de 10 a 20%, por via intravenosa, a cada 24 horas; e a prednisona foi
administrada na sua dose antinflamatéria de 0,5 mg/Kg, por via oral, a cada 12 horas,
durante sete dias, sendo reduzida para 0,25 mg/Kg, a cada 24 horas até completar 15
dias de tratamento. Apos este periodo o animal terminou o tratamento em domicilio
com manutencao da dose e aumento do intervalo para 48 horas por mais sete dias.

Todos os animais receberam tratamento sintomatico e de suporte basico, que
inclui  suplementagdo vitaminica, fluidoterapia nos casos de desidratacdo e
antibioticoterapia para combater infec¢cbes secundérias. Todos os animais foram
avaliados neurologicamente e clinicamente todos os dias e foram realizados exames
complementares de forma rotineira.

A Ribavirina® utilizada na pesquisa possui apresentacéo de capsulas de 250 mg
e para facilitar o calculo da dose a droga foi diluida. A dilui¢cdo foi realizada de forma
asséptica onde foram utilizadas oito capsulas de ribavirina para 50 mL de agua
destilada ou solucéo fisiologica 0,9% estéril, formando uma solugdo de 40 mg/mL para

2 Ribavirina: Ribavirin® Laboratério Blau
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administracao oral. Depois de diluida, a ribavirina foi armazenada em frascos ambar e
mantida em refrigeracdo constante em geladeira.

A prednisona foi adquirida em farmacia de manipulacao (Cruz Vermelha,
Botucatu, SP), na forma de solucédo oral, na concentracdo de 40 mg/mL em
frascos de 50 mL.

O DMSO® foi utilizado a sua forma comercial Dimetil Sulféxido P. A., na
concentracao de 99,9%, sendo que para a administracéo intravenosa, a droga
foi diluida em solucao fisiolégica 0,9% estéril na propor¢cdo de 10 a 20% para
administragao intravenosa.

Todos os animais do experimento foram anestesiados conforme o
protocolo sugerido pelo Departamento de Anestesiologia Veterinaria da FMVZ
— UNESP - Botucatu, SP para a colheita de liquor.

Foram realizadas duas colheitas de liquor em cada animal, no momento
em que o mesmo chegou ao ambulatério, antes de qualquer tratamento e, apés
um periodo de 15 dias, referente ao tempo do tratamento experimental. A
técnica de colheita de liguor seguiu a descricdo feita por Dewey (2006). O
liquor foi colhido em trés tubos por gotejamento e a quantidade de liquido
colhida variou de 0,5 a 3 ml, dependendo do tamanho do animal. Para a
realizacdo da RT-PCR, o liquor foi colhido diretamente em microtubos de 500
uL, livre de pirogénios, DNAse, RNAse e metais pesados e armazenado em
freezer a -80°C.

O sangue foi colhido com agulhas e seringas esterelizadas de puncéo de
veia julgular. A amostra foi acondicionada em tubos com anticoagulantes
homogenizadas e, posteriormente, acondicionadas em microtubos de 500 pL,
livre de pirogénios, DNAse, RNAse e metais pesados e armazenadas em
freezer a -80°C para posterior processamento. Estas amostras também foram
colhidas antes e ap0s o tratamento experimental em todos os grupos, com
intervalo de 15 dias.

As colheitas de medula O0ssea foram realizadas nos mesmos momentos
das colheitas de liquor, antes do inicio do tratamento e apds 15 dias de
administracdo das drogas. Os animais estavam anestesiados para a colheita
de liquor, facilitando a colheita no imero, que foi realizada com agulha propria,
com mandril e esterilizada. A colheita foi realizada com seringa esterelizada e
com EDTA, o material foi depositado em microtubos de 500 pL, livre de
pirogénios, DNAse, RNAse e metais pesados e armazenado em freezer a -
80°C para posterior processamento em Laboratorio de Biologia Molecular, da
Disciplina de Enfermidades Infecciosas dos Animais da FMVZ, UNESP -
Botucatu, assim como as amostras de sangue e liquor.

Técnicas de biologia Molecular

A extragdo do RNA foi realizada a partir das amostras de san%ue, medula
0ssea e liquor, utilizando-se o Kit para extracdo de RNA Invisorb™ Spin Virus
RNA Mini Kit (Inviteck®).

% DMSO: Dimetil Sulféxido P.A.® Laboratério Vetec Quimica Fina
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Para realizacéo da extracéo foram diluido 100 yL da amostra em 100 uL de
agua livre de nucleases. E para cada cinco amostras foram adicionados um
controle negativo que era composto apenas por 200 pyL de agua livre de
nucleases. As reagdes foram realizadas em baterias de 10 amostras por vez. O
controle positivo foi utilizado amostras de urina sabidamente positivas e para
realizacdo da extracdo utilizou-se a mesma diluicio em agua livre de
nucleases.

O RNA foi imediatamente aliquotado em tubos menores com volume de 7
ML da amostra e acondicionados a -80°C.

Para conversao em cDNA as amostras (7 uL) foram retiradas do freezer -
80°C e levadas diretamente ao termociclador para desnaturacdo do RNA,
durante sete minutos em temperatura de 95°C.

Ao mesmo tempo foi preparado a mistura para formacdo de cDNA. A
mistura era composta por 3 uL de agua Mili-Q autoclavada; 1 yL de Randon
Primer (250 ng/uL); 1 yL de dANTP (10 mM); 5 uL de Buffer 5x; 1 yL de DDT
(0,1 M); 1 uL de inibidor de RNAse (10 U/uL) e 1 pyL tamp&o de M-MLV
Reverse transcriptase. A mistura formou como volume final 13 pL.

Aliquotou-se 13 yL em cada microtubo previamente identificado com o
RNA previamente aquecido, totalizando-se 20 yL. Levou-se ao termociclador
no programa CINOCDNA (composto por ciclo de 25°C por 10 minutos; 37°C
por 50 minutos e 70°C por 15 minutos, totalizando um periodo de 1 hora e 15
minutos).

Para a realizacdo da reacdo de RT-PCR foi necessaria a preparacao de
outra mistura com 17,35 pL de agua Mili-Q autoclavada; 2,5 yL de Buffer 10x;
0,75 pL de MgCl, (50 mM); 0,5 pL de dNTP (10 mM); 1,25 uL do Primer CDV-
NPS F1 (tabela 1); 1,25 uL do Primer CDV-NPS R1 (tabela 1); 0,15 pL de Taq
DNA Platinum (5U/uL), com volume final de 23,75 pL da mistura.

Aliquotou-se 23,75 pyL em cada microtubo previamente identificado, sempre
mantido em gelo, na sala de aplicacao foi pipetado 1,25 uL do cDNA em cada
tubo, totalizando 25 uL de volume total. Apds os microtubos foram levados ao
termociclador no programa CINOPCR (composto por ciclo de 95°C por 10
minutos, 39 ciclos de 95°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos, 72°C por
30 segundos, depois 72°C por 10 minutos e 4° for ever) e, apos, foi
armazenado a -20°C.

A leitura do gel foi realizada em gel de agarose a 2% em transluminador
UV, corados em brometo de etideo, onde se esperou um produto amplificado
com 440 pb.

A reacado do hn-PCR foi realizada de forma semelhante a reagdo da PCR,
utilizou-se para estas reacdes as amostras que foram negativas na PCR, onde
aliquotou-se 23,75 yL da mistura e 1,25 pL do produto amplificado da PCR.

A mistura foi composta pelos mesmos reagentes, porém na hn-PCR
utilizou-se Primer CDV-NPS R2 (tabela 1) no lugar do Primer CDV-NPS R1. E
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0 produto esperado desta reacdo apresentou 331 pb na leitura do gel, assim
como na reacgao anterior.

Os iniciadores (primers) utilizados nas duas reagbes amplificaram regides
especificas do gene da nucleoproteina [GenBak: X02000.1].

Analise estatistica:

A comparacéo de frequéncias de ocorréncias foi realizada pelos testes de
Qui-quadrado ou G de Williams, de acordo com os resultados registrados em
tabelas de contingéncia.

Para as variaveis ordinais as comparagdes entre 0s grupos foram
realizadas pelo teste de Kruskall-Wallis, seguido de comparacdo de medianas
pelo teste de Dunn.

As variaveis discretas e continuas foram submetidas a verificacao do tipo de
distribuicdo pelo teste de Shapiro-Wilkins; quando de distribuicdo Normal, os
grupos foram comparados pela Anélise de Variancia Um Fator seguido de teste
de Tukey; quando de distribuicdo Livre, os grupos foram comparados pelo teste
de Kruskall-Wallis, seguido de comparacao de medianas pelo teste de Dunn.

Em todas as analises, valores de P menores que 0,05 foram considerados
significantes.

RESULTADOS

O tratamento experimental foi avaliado segundo a melhora clinica e a
sobrevida dos animais nos diferentes grupos. Os dados foram tratados da
seguinte forma: os animais que vieram ao 6bito, que apresentaram melhora
clinica e que sobreviveram aos 15 dias de tratamento. No entanto, apds o
periodo de 15 dias de tratamento, alguns animais morreram, outros
apresentaram piora ou ficaram com sequelas graves e foram eutanasiados, ou
mesmo apresentaram melhora e sobreviveram, assim, estes animais foram
agrupados todos juntos pela dificuldade de acompanhar a resposta, ja que uma
parte deles terminou o tratamento em domicilio (Figura 1).

Como pior resultado frente a sobrevida dos animais, 0 grupo 4 teve o pior
desempenho com 70% dos animais vindo ao Obito e apenas um animal
apresentou melhora clinica. Em compensacdo, o0s grupos tratados com
ribavirina (1, 2, 5 e 6) tiveram os melhores resultados de quando observamos
as taxas de melhora clinica.

Dos 60 animais incluidos no experimento, apenas 23 (38,3%)
apresentaram melhora clinica, sendo um resultado semelhante ao niumero de
Obitos (36,7%). Quando somamos os dados dos animais que receberam o
antiviral, verificamos que 12 (30%) animais vieram ao Obito e 19 (47,5%)
apresentaram melhora clinica evidente no periodo de internacao.

No total foram realizadas 308 rea¢des da RT-PCR, ja que nem todos os
animais sobreviveram aos 15 dias de tratamento, sendo que 130 (42,2%) foram
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positivas. Entéo, foram realizadas 178 reagdes da hn-PCR e 102 (57,3%) foram
positivas. Assim, das 308 amostras analisadas, 232 (75,32%) foram positivas.

Os dados foram trabalhados segundo o momento de colheita de material e
a amostra utilizada para a realizacdo da pesquisa. Todos os animais foram
positivos nos dois momentos da pesquisa em pelo menos uma das trés
amostras colhidas.

No primeiro momento, o sangue periférico foi amostra que mais resultou
positivo com 95%, sendo que apenas trés animais do G4 apresentaram
resultado negativo nas duas técnicas de biologia molecular trabalhadas. Estes
dados apresentaram resultados estatisticamente significativos com p=0,0075.

A medula 6ssea no primeiro momento apresentou 90% de positivos, sendo
gue nenhum dos animais do G4 apresentou resultado negativo e no G2 houve
20% de negativos. Os outros grupos apresentaram uma taxa de 10% de
animais que ndo apresentavam o virus na medula 6ssea. Portanto, esses
dados nao apresentaram resultado estatisticamente significativo (p=8176).

O liguor foi a amostra que menos apresentou positividade (53,3%), porém
esta ainda foi maior do que os resultados negativos (46,7%). Dos 28 animais
gue apresentaram negatividade no liquor, seis eram dos grupos 2 e 4; cinco
dos grupos 3 e 6 e trés dos grupos 1 e 5. Estes dados também nao
apresentaram resultado estatistico, pois p=5859.

ApoOs 15 dias de tratamento, houve um aumento da porcentagem de
amostras positivas, ou seja, das 43 amostras de sangue colhidas, 42 foram
positivas, sendo que o Unico animal que apresentou auséncia do virus no
sangue pertence ao G3. Este grupo e G4 sao grupos controle e ndo receberam
a ribavirina nos protocolos de tratamento, mesmo assim tiveram o virus
presente no sangue periférico. Estes resultados ndo apresentaram significancia
estatistica (p=3844).

Mesmo ap0s o tratamento, a medula 0ssea ainda foi considerada como a
segunda amostra com mais resultados positivos. Das 44 amostras, 86,4%
foram positivas e 13,6% negativas. Das seis amostras negativas, duas foram
de animais tratados nos grupos 5 e 6 e um animal em cada grupo G2 e G3.
Esses dados também ndo apresentaram resultado significativo estatisticamente
(p=5759).

O liquor novamente foi 0 que apresentou menor nimero de amostras, e
apo6s um periodo de 15 dias de tratamento, houve menor porcentagem de
positivos (27,3%). Sendo que 100% dos animais do G3 apresentaram resultado
negativo do liquor apds o periodo de tratamento, mostrando que mesmo sem o
antiviral o virus ndo seria encontrado livre no liquor com maior tempo de
evolucao da doencga, condizendo com a literatura existente.

A figura 2 evidencia que o liquor foi a pior amostra para a realizacdo da
RT-PCR e foi a amostra que apresentou maior queda dos valores percentuais,
apos o tratamento experimental.
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Apesar de ter sido a pior amostra com relacdo a positividade, no processo
de eletroforese, foi a amostra que menos apresentou bandas inespecificas no
gel, tanto na RT-PCR quanto na hn-PCR. Na RT-PCR identificou-se bandas
com 440 pb e na hn-PCR o produto esperado foi de 331 pb.

O grupo que mais precisou fazer a hn-PCR foi G1, onde das 35 amostras,
77,1% foram positivas, sendo 0 grupo que mais apresentou positividade na hn-
PCR.

Estes resultados nao apresentaram significancia estatistica, mas
demonstraram a importancia da realizacdo da hn-PCR para confirmacdo do
resultado.

A realizagdo da hn-PCR também foi avaliada frente a amostra utilizada
para a reacdo. Estes dados apresentaram significAncia estatistica pela
necessidade de realizacdo dessa reacdo em muitas amostras de liqguor em
relacdo ao sangue periférico e medula 6ssea (Tabela 2).

Das 35 amostras do G1 que foram realizadas hn-PCR, 18 eram de liquor,
11 de sangue e seis de medula 6ssea. O G1 apresentou 27 (771,%) das
amostras positivas na hn-PCR e 22,9% negativas. Das amostras negativas,
sete foram de liquor e uma de medula 6ssea e 100% das amostras de sangue
deste grupo foram positivas. Das amostras de medula 0ssea 83,3% foram
positivas.

No G2 foram realizadas 29 reacdes de hn-PCR, sendo que 15 (51,7%)
foram negativas e 14 (48,3%) foram positivas. Das amostras negativas 12
foram de liquor e trés de medula 6ssea. Novamente 100% das amostras de
sangue foram positivas. Neste grupo, as amostras de medula 0ssea tiveram
57,1% de positividade.

No G3 foram realizadas 28 reacdes de hn-PCR, sendo que 16 de liquor,
seis de medula e sangue. Dessas 28 amostras, 15 (53,6%) foram negativas e
13 (46,4%) foram positivas. Assim como no G2, das amostras de liquor, 75%
foram negativas e das amostras de sangue e medula, 83,3% e 66,7%
respectivamente foram positivas.

Das 25 amostras que foram processadas pela técnica de hn-PCR no G4,
11 foram de liquor, sete de medula 6ssea e de sangue periférico. Neste grupo
100% das medulas foram positivas e apenas 27,3% das amostras de liquor.
Das amostras negativas, oito foram de liquor e trés de sangue.

No G5 foram realizadas 29 reag¢des de hn-PCR, sendo que 16 foram de
liquor, sete de medula 0ssea e seis de sangue periférico. Dessas 29 amostras,
16 (55,2%) foram positivas e 13 (44,8%) foram negativas. Da mesma forma
gue aconteceu na maioria dos grupos, 62,5% das amostras de liquor foram
negativas, 57,1% das medulas foram positivas e 100% das amostras de
sangue também foram positivas.

Assim como nos outros grupos, o G6 apresentou 32 amostras para a
realizacdo da hn-PCR, sendo que 14 foram liquor, nove de sangue e de
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medula. Dessas 32 amostras, 18 (56,3%) foram positivas e 14 (43,8%) foram
negativas. Das amostras de liquor 78,6% foram negativas e 66,7% das
amostras de medula 6ssea foram positivas e 100% de sangue foi positivo.

Esses resultados ndo avaliaram o tratamento experimental, mas foi
possivel identificar a melhor amostra a ser utilizada neste tipo de estudo, que
seria as amostras de sangue e medula associadas, sendo realizada a hn-PCR
nas amostras negativas na RT-PCR.

Foi possivel identificar uma queda no numero de reagdes positivas no
segundo momento de colheita de material. Esta queda aconteceu
independente do grupo, ou seja, se 0 animal foi tratado com o antiviral ou néo,
pode estar relacionada com a patogenia da cinomose.

O grafico evidencia o aumento dos valores percentuais de resultados
positivos na hn-PCR no G4, diferente do que ocorreu em todos 0s outros
grupos que apresentaram diminuicao destes valores.

Como a hn-PCR foi realizada apenas nas amostras que resultaram
negativo na RT-PCR, estes dados demonstram que dando grande quantidade
de resultados negativos apds o periodo de 15 dias de tratamento e mesmo
realizando a hn-PCR os resultados continuaram em sua maior parte negativos
no segundo momento.

Como o G3 é um grupo controle, ou seja, 0s animais ndo receberam o
tratamento antiviral, e apresentou maior queda dos valores percentuais dos
resultados positivos demonstra que este deveria ser um resultado esperado na
patogenia da cinomose. Portanto, o que foi possivel verificar € que 0s grupos
tratados tiveram uma queda, mas que nao foi muito acentuada como o G3.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Atualmente, a técnica da reacdo em cadeia pela polimerase precedida de
transcricdo reversa (RT-PCR) vem sendo empregada com sucessO ha
deteccdo do virus da cinomose em diferentes tipos de amostras biologicas
provenientes de cdes com sinais clinicos sistémicos e neurologicos (Barrett
1999, Gebara et al. 2004). Os resultados demonstraram que a técnica de RT-
PCR é um método eficiente para realizacdo do diagnostico rapido, precoce e
“in vivo” (Frisk et al. 1999, Sato et al. 2006, Saito et al. 2006, Elia et al. 2008).

No atual estudo foram realizadas 308 reacdes da RT-PCR, sendo que 130
(42,2%) foram positivas. Foram realizadas 178 reacdes da hn-PCR e 102
(57,3%) foram positivas. Assim, das 308 amostras analisadas, 232 (75,32%)
foram positivas.

A degradacdo autolitica do RNA viral causada por RNAses endogenas
pode ser considerada na possibilidade de resultado falso-negativo (Frisk et al.
1999). No entanto, Saito et al. (2006) afirmam que 0 soro e 0 sangue periférico
nao sdo amostras boas para a deteccao do virus da cinomose pelo RT-PCR
guando o cdo apresenta apenas disturbios neurolégicos sem envolvimento
sistémico da doenca. A baixa celularidade do liquor pode ser insufuciente para
a preparacdo da amostra, que pode causar um inadequado isolamento do RNA
viral.
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Assim, os animais que apresentaram diminuigdo da celularidade liquérica
apos o tratamento, tiverem menos chances de encontrar o RNA viral nas
amostras. Por isso, a pesquisa teve 75,32% de amostras positivas, ja que a
técnica tem alta sensibilidade e especificidade.

Segundo Amaral (2007) os iniciadores utilizados foram capazes de
amplificar o produto de 440 pb na RT-PCR e na hn-PCR um produto de 331 pb,
assim como aconteceu na atual pesquisa.

Amaral (2007) encontrou uma frequéncia de 43 positivos na hm-PCR das
50 amostras testadas, sendo que o0 maior nimero ocorreu em zaragatoas
genitais, seguido de urina e zaragatoas oculares e células brancas do sangue
periférico. Segundo Frisk et al. (1999) foi encontrado o RNA viral pelo RT-PCR
em 86% das amostras de soro sanguineo e 88% de sangue circulante e liquor
de cées com cinomose confirmada pela imunoistoquimica.

Kim et al. (2006) afirmam que amostras incluindo sangue periférico, swab
conjuntival, secrecdo nasal, urina, liquor, e swab de vagina, tecidos
pulmonares, estomacais, intestinais e urinario podem ser utilizados para o
diagnostico de cinomose pela técnica RT-PCR. Entretanto, o swab conjuntival é
0 mais apropriado para o diagnostico precoce da cinomose.

Na atual pesquisa, 95% das amostras de sangue periférico foram positivos,
concordando com os resultados de Frisk et al. (1999). A medula 0ssea foi a
segunda amostra que apresentou maior taxa de positividade (90%), seguida do
liquor que apresentou 53,3% de positividade, concordando com os resultados
encontrados na literatura.

Apoés o tratamento, houve um aumento das amostras positiva de sangue
(97,7%) e diminuiu as amostras positivas do liquor (27,3%). A diminuicdo da
positividade das amostras de liquor pode estar relacionada diretamente com a
diminuicdo da celularidade do liquor, consequente da diminuicdo do processo
inflamatorio no SNC promovido pelas drogas experimentais.

Amaral (2007) e outros autores (Frisk et al., 1999, Shin et al. 2004)
observaram que a associacao de colheita de diferentes amostras biologicas por
animal aumentou o numero de resultados positivos. Como foi realizado na atual
pesquisa, onde se encontrou positividade em todos os animais antes e apos o
tratamento experimental. Além disso, nos animais do atual estudo, seria
indicado o uso do sangue e medula 6ssea como melhores amostras para o
diagnostico da referida enfermidade.

Amude et al. (2006) obtiveram resultados negativos de urina e liquor de
cdes com sintomatologia, exclusivamente neurolégica, com diagnéstico de
cinomose confirmado pela PCR e pela presenca de lesdes histopatologicas
caracteristicas no SNC. Este achado pode explicar que 100% dos animais do
G3 apresentaram resultado negativo no liquor apos o periodo de tratamento.

Com relacdo a presenca de bandas inespecificas encontradas na atual
pesquisa, através dos dados de Amaral (2007), autora que desenhou 0s
iniciadores utilizados, ndo houve a presenca destas bandas no seu estudo.
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Portanto, sugere que as bandas encontradas tenham surgido por causa do
método de extracdo utilizado, o que foi diferente da pesquisa da autora
supracitada.

Amaral (2007) mostrou que a técnica da hn-PCR apresentou a mesma
sensibilidade analitica que a de Nested-PCR.

Shin et al. (2004) levantaram a hipotese de utilizacdo o nested-PCR para
diagnostico da cinomose. A efetividade da técnica foi demonstrada em
amostras clinicas incluindo sangue, urina, swab nasal e saliva. Sendo um
meétodo ideal para detec¢do 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 & Frimus 2005).

RT-PCR combinada com o nested-PCR mostrou mais especifico e sensivel
método para diagnostico ante-mortem da cinomose, especialmente nas formas
subagudas e cronicas, quando o virus ndo se encontra mais em epitélios e a
reacao de imunofluorescéncia foi resultado negativo (Jozwik & Frimus 2005).

Na atual pesquisa confirmou-se a necessidade da realizacdo da hn-PCR
porque das 178 amostras negativas na RT-PCR, 57,3% foram positivas na hn-
PCR. Sendo que das 178 amostras, 89 eram de liquor, 47 de sangue e 42 de
medula 0ssea.

Quando analisamos os resultados da hn-PCR em relacdo ao tratamento
experimental utilizado, verificamos que houve aumento dos valores percentuais
de resultados positivos na hn-PCR no G4, diferente do que ocorreu em todos
0S outros grupos que apresentaram diminuicéo destes valores. O G4 é um dos
grupos controle e néo recebeu antiviral, somente a prednisona em dose
imunossupressora, assim sugere que este tratamento néo foi capaz combater o
virus e diminuir sua distribuicdo no organismo.

No entanto, o G3 também €& um grupo controle, ou seja, 0s animais nao
receberam o tratamento antiviral, e apresentou maior queda dos valores
percentuais dos resultados positivos demonstra que este deveria ser um
resultado esperado na patogenia da cinomose. Portanto, o que foi possivel
verificar é que 0s grupos tratados tiveram uma queda, mas que nao foi
acentuada como no G3.
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Tabela 1 — Descricdo da sequéncia de nucleotideos iniciadores utilizados na
reacdo de RT-PCR e hn-PCR.

Primers (nUmero de acesso aos genes) Iniciadores

Primer ITS 1 F (10 pmol) ATCCCCAGGRAACAAGCCTACAA
CVD-NPS F1 5-3’

Primer ITS 1 R (10 pmol) CCTTGGTGATGCCAAGCTCG
CVD-NPS R15'-3

Primer ITS 2 R (10 pmol) CGAATTTTAACCCTCCATG

CVD-NPS R2 5'-3’

(AMARAL, 2007).

Tabela 2 — Relacdo dos resultados positivos e negativos da hn-PCR em
relacéo ao tipo de amostra, independente do grupo experimental.

Amostras Positivo Negativo Total
n % n % n %
Sangue 43,0 91,5 4,0 8,5 47,0 100,0
Medula 6ssea 30,0 714 12,0 28,6 42,0 100,0
Liquor 29,0 32,6 60,0 67,4 89,0 100,0
Total 102,0 57,3 76,0 42,7 178 100,0

Estatistica: Qui-quadrado, p=0,0000.
n: numero de amostras.
%: porcentagem.

Figura 1 — Representacdo grafica da avaliagdo do tratamento experimental
segundo a sobrevida dos animais nos diferentes grupos.
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Figura 2 — Representacdo grafica dos resultados positivos para o virus da
cinomose nas diferentes amostras, antes e apos o tratamento, independente do
grupo experimental.
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Figura 3 — Representacdo grafica dos valores percentuais dos resultados

positivos da hn-PCR antes e apdés o tratamento nos diferentes grupos
experimentais.
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NORMAS DA REVISTA

Apresentacao de manuscritos

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo,
ABSTRACT, RESUMO, INTRODUAO, MATERIAL E METODOS,
RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinacio destes dois
altimos), Agradecimentos e REFER@NCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o contetdo do trabalho;
pormenores de identificacdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E
METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar os nomes, tanto para
facilitar sua identificacdo cientifica, como para as cita¢des bibliograficas. Em
muitos casos isto significa manter o primeiro nome e o ltimo sobrenome e
abreviar os demais sobrenomes:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V.;
Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F.;
Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva,
inverso Silva S.M.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva
S.M.M., ou mais curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva
S.M.; para facilitar, inclusive, a moderna indexacdo, recomenda-se que 0S
trabalhos tenham o maximo de 8 autores;

c) 0o ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos constituintes do
RESUMO em portugu€s, podendo ser mais explicativos para estrangeiros.
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Ambos devem ser seguidos de "INDEX TERMS" ou "TERMOS DE
INDEXAQAQ", respectivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e
estudado, indicando a metodologia e dando 0s mais importantes resultados e
conclusdes. Nos trabalhos em ingl€s, o titulo em portugu€s deve constar em
negrito e entre colchetes, logo apds a palavra RESUMO;

e) a INTRODUQAO deve ser breve, com citacdo bibliografica especifica sem
que a mesma assuma import@ncia principal, e finalizar com a indicagdo do
objetivo do trabalho;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticéo do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentagcao com animais,
deve constar a aprovacédo do projeto pela Comisséo de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacao concisa dos dados obtidos.
Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que
indicado, médias de varias repeticdes. E conveniente, as vezes, expressar dados
complexos por graficos (Figuras), ao invés de apresenta-los em Quadros
extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. N&o
convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a
evitar uma obrigacao do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados no
trabalho;

J) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em
notas de rodapeé;

k) a Lista de REFER€NCIAS, que sé incluira a bibliografia citada no trabalho e
a que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se 0s nomes de
todos os autores, em caixa alta e baixa (colocando as refer@ncias em ordem
cronoldgica quando houver mais de dois autores), o titulo de cada publicacao e,
abreviado ou por extenso (se tiver davida), o nome da revista ou obra, usando as
instrucdes do "Style Manual for Biological Journals” (American Institute for
Biological Sciences), o "Bibliographic Guide for Editors and Authors"
(American Chemical Society, Washington, DC) e exemplos de fasciculos ja
publicados (www.pvb.com.br).

2. Na elaboracéo do texto deverdo ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacgéo de
fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob " Instruces
aos Autores' (www.pvb.com.br). A€ digitalizacdo deve ser na fonte
Helvética, corpo 11, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4,
com 2cm de margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser
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corrido e ndo deve ser formatado em duas colunas, com as legendas das figuras e
os Quadros no final (logo ap6s as REFER€NCIAS). As Figuras (inclusive
graficos) devem ter seus arquivos fornecidos separados do texto. Quando
incluidos no texto do trabalho, devem ser introduzidos através da ferramenta
"Inserir" do Word; pois imagens copiadas e coladas perdem as informacdes do
programa onde foram geradas, resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redacdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de
rodapé serdo nimeros arabicos colocados em sobrescrito apds a palavra ou frase
que motivou a nota. Essa numeracéo sera continua por todo o trabalho; as notas
serdo lancadas ao peé da pagina em que estiver o respectivo sinal de chamada.
Todos os Quadros e todas as Figuras serdo mencionados no texto. Estas
remissdes serdo feitas pelos respectivos nimeros e, sempre que possivel, na
ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO serao escritos corridamente
em um s6 paragrafo e ndo deverdo conter citacfes bibliogréaficas.

) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional
completo de todos os autores e 0 e-mail do autor para correspond€ncia, bem
como e-mails de outros autores;

d) siglas e abrevia¢fes dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela primeira
vez no trabalho, serdo colocadas entre par@nteses e precedidas do nome por
extenso;

e) citacdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema "autor e ano"; trabalhos de até
tr€s autores serdo citados pelos nomes dos tr€s, e com mais de trgs, pelo nome
do primeiro, seguido de "et al.”, mais 0 ano; se dois trabalhos ndo se distinguirem
por esses elementos, a diferenciacdo seréa feita através do acréscimo de letras
mindsculas ao ano, em ambos. Trabalhos ndo consultados na integra pelo(s)
autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final da respectiva
refer@ncia, ""(Resumo)" ou "(Apud Fulano e 0 ano.)"; a refergncia do
trabalho que serviu de fonte, sera incluida na lista uma sé vez. A mencdo de
comunicacdo pessoal e de dados ndo publicados é feita no texto somente com
citacdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Refer@ncias dados adicionais,
como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citacGes de trabalhos colocados
entre par@nteses, ndo se usara virgula entre o nome do autor e 0 ano, nem
ponto-e-virgula apds cada ano; a separacao entre trabalhos, nesse caso, se fara
apenas por virgulas, exememplo: (Christian & Tryphonas 1971, Priester & Haves
1974, Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFER€@NCIAS devera ser apresentada isenta do uso de caixa
alta, com os nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade
com o padréo adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a
ordenacdo de seus varios elementos.

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletrgnica. Quando as fotos forem obtidas
através de c@meras digitais (com extensao "jpg™), 0s arquivos deverédo ser
enviados como obtidos (sem tratamento ou alteracdes). Quando obtidas em papel
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ou outro suporte, dever&o ser anexadas ao trabalho, mesmo se escaneadas pelo
autor. Nesse caso, cada Figura serd identificada na margem ou no verso, a trago
leve de lapis, pelo respectivo nimero e o nome do autor; havendo possibilidade
de davida, deve ser indicada a parte inferior da figura pela palavra "pé". Os
gréficos devem ser produzidos em 2D, com colunas em branco, cinza e preto,
sem fundo e sem linhas. A chave das convencdes adotadas sera incluida
preferentemente, na area da Figura; evitar-se-a o uso de titulo ao alto da figura.
Fotografias deverdo ser apresentadas preferentemente em preto e branco, em
papel brilhante, ou em diapositivos ("'slides™). Para evitar danos por grampos,
desenhos e fotografias deverdo ser colocados em envelope.

Na versdo online, fotos e graficos poderao ser publicados em cores; na versao
impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressao das figuras
poderéa ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informagdes suficientes para
que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas , com
independ@ncia do texto)€pe serdo apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverao ser explicativos por si mesmos e colocados no final do
texto. Cada um teré seu titulo completo e seré caracterizado por dois tracos
longos, um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois
tracos podera haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao ha
tracos verticais. Os sinais de chamada serdo alfabéticos, recomecando, se
possivel, com "a™ em cada Quadro; as notas serdo langadas logo abaixo do
Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um«ptraco curto a esquerda.
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Anexo 1

FICHA CLINICA
Data: _ / /|  -X°dia
Nome: Esp: Canina
Ragca: Idade:
RG: N° animal:

Grupo tratamento: () Ribavirina (I) () Ribavirina + DMSO (II)

Anamnese / Hitorico:

EXAME CLINICO NEUROLOGICO:

Tempo de evolucéo:
1. Cabeca:
Nivel de consciéncia: ( ) Alerta ( ) Delirios ( ) Apatico/Deprimido

() Semicomatoso (responsivo ao estimulo visual)

() Semicomatoso (responsivo ao estimulo auditorio)

() Semicomatoso (responsivo somente aos estimulos neuroldgicos repetidos)
() Comatoso () Hiperexcitabilidade

Comportamento: () Convulsao () Agressividade () Balangar a cabeca

() Andar compulsivo () Andar em circulos

() Pressdo da cabeca contra objetos () Vocalizagao

Postura: () Desvio lateral da cabega( ) Giro ortoténico da cabeca e pescoco
() Tremores () Opistétono

2. Nervos cranianos: N = normal; @ = ausente; P = presente; D = diminuido; A =

Pares de Nervos Direita Esquerda

| Par — Olfatério

Il Par — Optico

l11 Par | Reflexo pupilar direto
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Reflexo pupilar consensual

Estrabismo lateral

IV Par | Estrabismo dorso medial

V Par Reflexo palpebral (sensitivo)
Sensibilidade da face (sensitivo)
Mastigacao (motor)
Massa muscular (motor)

VI Par | Estrabismo medial

VIl Par | Ptose auricular (motor)

Ptose palpebral (motor)

Ptose labial (motor)

Pares de Nervos Direita Esquerda
VIl Par | Audicdo
Desvio da cabeca
Estrabismo ventro-lateral
Nistagmo | Fisiol6gico
Horizontal
Vertical
Rotacional
Posicional
Fase rapida
IXe X Degluticdo (motor)
Pares
XI Par Atrofia | Braquicefalico
muscular | Esternocefalico
Omotransverso
Trapézio
XII Par Protusdo / Desvio de lingua
Atrofia
3. Andar:

() Padrao normal de locomocao;
() Deficits dificilmente observados durante a locomocéo em linha reta, mas
confirmados ap06s a realizacdo de manobras especiais;
( ) Déficits facilmente observados durante a locomogdo em linha reta e exarcebados
durante a realizacdo de manobras especiais;
() Apresenta postura anormal mesmo quando parado;

() Quedas espontaneas durante a locomogéo;

() Decubito permanente;
() Ataxia.

5. Reac0es posturais:

@ = Ausente

P = presente

Anterior

Posterior

Direito

Esquerdo

Direito

Esquerdo

Paresia

Hipermetria

Hipometria
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Espasticidade

Falcidez

N = normal- & = alisente: P = nresente: N = diminiiidn- A =

Membros Anteriores

Esqg. | Dir.

Propriocepgéo

Tonus do pescoco

Sensibilidade | Superficial

Profunda

Reflexo biceptal (face anglo-medial do cotovelo)

Reflexo triciptal (olecrano)

Reflexo carpo-radial

Reflexo flexor

Membros Posteriores

Esq. | Dir.

Propriocepgéo

Propulséo extensora

Sensibilidade | Superficial

Profunda

Reflexo patelar

Reflexo gastrocnémio

Reflexo tibial cranial

Reflexo flexor

5. Cauda e anus:

N = normal; @ = ausente; P = presente; D = diminuido; A =

Tonus Reflexos Sensibilidade
Superficial Profunda
Cauda
Anus
6. Mioclonias:
Grupo muscular:
EXAMES COMPLEMENTARES:
- Hemograma completo - Uréia
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-ALT - Creatinina
-FA - Urinalise
-GGT

- Albumina

- Bilirrubinas

ADIMINISTRADO RIBAVIRINA? () Sim () Nao
ADIMINISTRADO DMSO? () Sim () Néo

ALGUM EFEITO TOXICO? QUAL?
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