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RESUMO

O virus da cinomose canina é um morbilivirus de alta viruléncia que aflige muitos
animais, dos quais, 0s cdes domésticos sdo os principais acometidos. Atinge também,
canideos selvagens, mamiferos terrestres e aquéticos. Os canideos silvestres sdo os
mais vulneraveis pela similaridade com os domeésticos quanto as caracteristicas da
familia dessas espécies. O presente trabalho fez uma revisao literaria sobre o virus, e
a partir de entdo, comparar 0 que ja se viu sobre o mesmo em trabalhos cientificos de
espécies silvestres com a espécie de domésticos, quando os Ultimos ja tém circulacédo
bem elucidada. O trabalho também abrange uma pesquisa de campo, com a qual se
procurou estudar a circulacdo do virus em cées selvagens das espécies Cerdocyon
thous (Cachorro-do-mato) e Chrysocyon brachyurus (Lobo-guara), coletando amostras
biol6gicas por swab retal de individuos residentes em cativeiro. As amostras coletadas
apresentaram um resultado que tem que ser mais discutido mais a frente por ser
inconclusivo. Este documento faz parte do relatério de Estagio Supervisionado
Obrigatorio (ESO) que foi realizado sob orientacédo da Professora Dra. Rita De Céassia
Carvalho Maia, dividido em duas etapas nas instituicbes: Associacdo Mata Ciliar
(ONG), Jundiai, SP e Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, sede. Ao

total foi realizada uma carga horéaria de 420 horas.
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1. INTRODUCAO

Segundo Deem et al. (2000) citado em Carvalho (2016), a cinomose € uma doenca
infecto-contagiosa viral que tem como seu principal reservatorio o cdo doméstico. A
sigla pela qual o virus é conhecido em inglés € CDV (Canine distemper virus) ou ainda
por VCC (Virus da cinomose canina). Este virus tem uma ampla distribuicdo mundial e
€ capaz de infectar um amplo niumero de hospedeiros da ordem Carnivora e néo-
carnivora como descrito por Rima e Duprex (2006) e Patel et al. (2012) logo possui
um risco alto de vida para varias espécies, seja ela doméstica ou exotica, como
exemplo, ha relatos da doenca em raposas, ledes marinhos, focas, gambas, etc (VAN
DE BILDT ET AL., 2002; KENNEDY, 1998; MCCARTHY et al., 2007).

A doenca da Cinomose € multissistémica e apresenta uma quantidade
consideravel de sinais clinicos que variam de acordo com muitos fatores de risco,
como o estado geral de saude dos hospedeiros, idade, status de vacinacdo, cepa do
virus, além de fatores ambientais (GREENE e APPEL, 2006). Vale salientar que é um

virus que tem maior tropismo por tecidos neurolégicos (BEINEKE et al., 2009).

Segundo Greene e Vandevelde (2012) o virus é disseminado por aerossois e por
todo tipo de secrecles, estando mais presente nas do trato respiratorio dos animais
infectados, mas também é liberado pelas secrecdes oculares, pela urina, fezes, entre
outros. A acado viral que leva a imunossupressdo, com acentuada leucopenia e
proliferacdo de linfécitos, € um dos fatores pelos quais o virus deve ser investigado,
uma vez que pode ser “a porta de entrada” para outros patdgenos; inclusive a principal
causa de morte é por via secundaria, para os virus do género morbilivirus (LAINE et
al., 2005; BEINEKE et al., 2009).

A doenca pode se apresentar sob varias formas sendo a de sintomas
respiratérios a mais comum segundo Almeida et al.(2009) citado por Pereira (2014)
todavia tém animais que vao apresentar diarréia e vdmito como 0s primeiros sinais
clinicos. O periodo de incubacéo é de 3 a 6 dias, o animal geralmente apresenta na
fase aguda febre alta, que pode ser acompanhada de anorexia, depresséo, secrecdes

mucopurulentas e conjuntivites.
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S6 depois se desenvolvem os sinais neurolégicos, tanto em infecgdes clinicas
guanto em sub-clinicas (MURPHY, 1999).

O Diagnoéstico da cinomose pode ser feito através da observacdo dos sinais
clinicos, idade do animal, histérico vacinal, segundo Birchard e Sherding (2003)
citados por Periozzi (2018). Os testes mais comuns e confiaveis pela sua sensibilidade
sdo os laboratoriais, em especial a PCR (reacdo em cadeia de polimerase), também
sdo usados isolamento viral, imunofluorescéncia, ELISA, entre outros. Os testes
laboratoriais clinicos podem e devem ser feitos, porém sao inespecificos, e podem

conduzir a outros diagndésticos, como parvovirose canina e raiva.

Apesar de existir vacinas no mercado disponiveis para CDV, elas ainda
apresentam inumeras falhas, principalmente quando se considera o quéo mutavel € o
virus, além de n&o haver opc¢bes de tratamentos viaveis/efetivos no mercado segundo
os estudos de Martella et al. (2007); de Si et al. (2010); e Negréo et al. (2013) e
Romanutti et al. (2016) citados por Carvalho (2016).

O Prognastico é sempre de reservado a ruim em animais domésticos, pois 0 curso
da doenca vai depender de varios fatores como a resposta imune de cada individuo. E
considerando que animais silvestres “mascaram a doenga” por nao poder aparentar
fracos para ndo serem presas faceis; quando se descobre a enfermidade, ja pode ser

tarde demais.

Mesmo considerando-se que a falha vacinal afeta mais aos animais domésticos e
os selvagens de cativeiro, e o fato de que ndo ha vacinas que sejam mais especificas
e eficazes contra o virus, a prevencdo € o meio mais eficaz contra o VCC ou CDV;,

uma vez que na vida selvagem livre ndo ha como se aplicar programas de vacinacgao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O CDV (Canine distemper virus) ou ainda VCC (Virus da cinomose canina),
pode ser considerado como o virus infecto-contagioso de maior importancia em
canideos, principalmente domésticos, pois tem altas taxas de morbidade e
mortalidade em individuos ndo vacinados por todo o mundo. Os animais
vacinados também ndo estdo totalmente imunes, podendo contrair a doenca
por conta de falhas vacinais. A Cinomose é conhecida desde meados de 1760,
em sua forma aguda ou subaguda, relatada como doenca febril (MURPHY,
1999).

No Brasil um percentual de 9% da mortalidade de lobos-guaras esta
relacionado a doencas contagiosas, dentre os quais 19,4% dos Obitos podem
estar relacionadas ao virus da cinomose, e apesar de estudos terem
aumentado a respeito da exposicao de canideos selvagens nos ultimos anos,
ainda falta mais monitoramento desses animais e detalhes a respeito do curso
desta e de outras doencas contagiosas (JORGE e JORGE, 2014).

Os sinais clinicos da cinomose nos canideos tanto selvagens quanto
domeésticos sdo iguais, s6 a forma de sua apresentacdo que varia com fatores
como idade e resposta imune do hospedeiro. O animal pode apresentar desde
depressao, secrecdo mucopurulenta oculonasal a acometimentos neurologicos,

como convulsdes, mioclonias e rigidez muscular (JORGE e JORGE, 2014).
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Dos individuos

Cerdocyon thous (cacorro-do-mato)

Cerdocyon thous ou cachorro-do-mato tem pesos que variam entre 4,5 a
8,5 kg, e medem aproximadamente 57 a 77 cm de comprimento; de cauda
peluda e o focinho é comprido. Alimenta-se de frutas, crustaceos e pequenas
aves e insetos, entre outros. (JORGE E JORGE, 2014).

O cachorro-do-mato, segundo os autores Hladik-barkoczy (2013) e
Thoisy et al. (2013) e Fracassi et al. (2010) e Ramirez-chavez e pérez
(2015) citados no site da IUCN (2018), € uma espécie amplamente distribuida
principalmente na regido norte litoranea da América do Sul, de paises como
Colébmbia, Venezuela, e se estendendo por territérios da Argentina, Bolivia e na
parte de mata atlantica Brasileira onde foram registradas suas passagens. Ha
passagem da espécie no Equador também, segundo Ramirez-chavez e Pérez
(2015) citado por IUCN (2018).

Esta espécie ocupa areas de biomas de caatinga, cerrado, savana, mata
atlantica podendo alcancar até 3.000m de altitude. E uma espécie que se
adapta bem a diferentes areas, como de desmatamento, assim como as de
clima mais arido, ou que seja de plantacdo agricola (IUCN, 2018). Sdo animais
qgue preferem areas mais arborizadas e a estacdo mais chuvosa segundo a
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citacdo Macdonald e Courtenay (1996) na IUCN (2018).

Segundo ainda a IUCN (2018), a espécie de cachorros-do-mato é

classificada como pouco preocupante quanto ameaca a extingao.

VULNERABLE ENDANGERED Lo oo e EXTINCT

NOT DATA < LEAST > NEAR
EVALUATED DEFICIENT CONCERN THREATENED ENDANGERED IN THE WILD

NE oD e NT vu EN CR EwW EX

Figura 2 - Classificacdo C.thous quanto a risco de exting&o. Fonte: IUCN, 2015; atualizado em
2018.

Figura 3 - Mapa da distribuicdo geogréafica de Cerdocyon thous na América Latina.

Fonte: IUCN, 2017.
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Chrysocyon Brachyurus (lobo-gard)

O lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) é o maior de canideo da América
do Sul e do Brasil, por conseguinte, segundo Rodrigues (2002). E, ainda
segundo o mesmo autor, € uma espécie oportunista, generalista, que consome
e altera sua dieta conforme a disponibilidade de alimentos no ambiente ao seu

redor.

Eles medem de 95 a 115 cm e pesam de 20 a 30 kg. Possuem membros
alongados e as orelhas também o sdo, marca bem caracteristica da espécie,

assim como a coloracéo de sua pelagem (JORGE e JORGE, 2014).

Quanto a sua localizacdo € encontrada em regides de diferentes biomas
desde a regido nordeste até parte do Rio Grande do Sul. Alguns apresentam
caracteristicas de demarcacdo de territério fixo, mas uns ndo tém essa
predilecdo e acabam por explorar areas bem maiores (JORGE e JORGE,
2014).

Sao animais onivoros que consomem vertebrados de pequeno e médio
porte, invertebrados e grandes quantidades de frutos segundo Bueno e
Belentani e Motta-junior (2002) e Emmons (2012); e Jacomo et al. (2004)

autores citados por Muller (2016).
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Os Lobos-Guard procuram habitat em campos abertos, preferindo
pradarias, habitats de arbustos, cerrado, floresta mista, etc. também é visto em
areas de altas altitudes segundo a citacdo de Coelho et al. (2008), e R. Paula
pers. obs. pela IUCN (2018).

Segundo ainda a IUCN (2018), a espécie de lobos-guard € classificada

como préxima de ameacada de extingao.

NOT DATA LEAST NEAR CRITICALLY EXTINCT
EVALUATED DEFICIENT concenn RSITLITNTANTRG  VULNERADLE S ENDANGERED IN THE WILD RXTRACTY

NE (o] +] Lc NT vu EN CR EwW EX

Figura 5 - Classificacdo C.brachyurus quanto a risco de extincao.

Fonte: IUCN, 2015; atualizado em 2018.

Figura 6 - Mapa da distribuicdo de Chrysocyon Brachyurus na América Latina.

Fonte: IUCN, 2017.
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Etiologia Viral

A familia Paramyxoviridae tem o género Morbilivirus do qual o virus da
cinomose pertence e é classificado na ordem Mononegavirales, que inclui ainda
as familias Rhabdoviridae e Filoviridae, que possuem outros patégenos
importantes para a veterinéria. Os virions desta familia sdo de fita de RNA
simples, de sentido negativo e possuem envelope lipoproteico (FLORES,
2007).

Os paramixovirus sao sensiveis a pH acido, luz ultravioleta, ao
aquecimento a 50-60°C por 30 minutos. Perdem a viruléncia a exposi¢cao ao
eter, formaldeido e agentes oxidantes, sendo vistos como pouco resistentes ao
ambiente. Permanecem viaveis a temperaturas de -50°C ou menos por muitos
meses (GREENE, 2012).

Este virus é constituido de 6 proteinas estruturais/genes, trés sédo as de
envelope, a M, que é a proteina mais abundante e preenche o espaco entre o
nucleocapsideo e o envelope, a H responsavel pela adsorcdo e tropismo do
virus as células hospedeiras e a F tem a funcdo de conectar o virus a célula
hospedeira. O restante sdo proteinas internas: N (nucleocapsideo) que esta
intimamente ligado ao genoma e o protege, L (polimerase) e P (fosfoproteina)
gue estao ligadas a replicacdo do RNA viral (FLORES, 2007).

. Glicoproteina F /

Glicoproteina ¢
= (HN,H ou G)

_-~ Proteina SH -
~ Camada lipidica |

ProteinaM @

- RNA ~
* Nucleo- |ProteinaN @
capsideo ProteinaP ®

ProteinalL ¥

Fonte: A) Dra. Linda Stannard,www.uct.ac.za.

Figura 26.1. Virions da familia Paramyxoviridae. A) Fotografia de microscopia eletronica de um paramixovirus
humano. Nota-se o nucleocapsideo helicoidal enovelado no interior da particula; B) Ilustragao esquematica de uma
particula virica e seus componentes.
Figura 7- Representacao ilustrativa do virus em Microscopio eletrdnico. Fonte: FLORES,
2007.
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Epidemiologia

O virus da cinomose (VCC) é de distribuicdo mundial, e foi relatado em
varios animais, sejam eles da ordem carnivora ou ndo, como os mustelideos e
felideos selvagens; Mundialmente € uma das doencas mais importantes para
os caes (DIAS, 2012).

Em 1994 foi registrado um surto pelo morbilivirus na Tanzéania em que
centenas de lebes no Parque Nacional de Serengethi, apresentaram sinais
neuroldgicos e de pneumonia, e vieram rapidamente a Obito. Mas o virus ja
havia se espalhado antes, por regido proxima fazendo outras vitimas como
caes selvagens e domeésticos, hienas, morcegos, raposas, dos quais os lebes
teriam contraido a doenca. Outro caso ocorreu no Brasil, no Zoolégico
Municipal de Tabo&do da Serra, SP, onde trés furdes, dois lobos-guaras e um
cachorro-do-mato foram infectados (REGO et al;1997). Ha registros também de
uma fémea de cachorro-vinagre na Africa do Sul que contraiu a doenca e
morreu em um zooldgico da localidade (JORGE e JORGE, 2014).

Destacando a sua importancia epidemiolégica, o género Morbilivirus inclui
outros virus de grande importancia infecciosa, como MV (measles virus) e RPV
(rinderpest viruses), respectivamente, os patégenos de Sarampo e da Peste
bovina que sdo doencas infecciosas de potencial zoondtico, e apesar do CDV
(canine distemper virus) nunca ter sido relatado como zoonose, deve-se dar
uma atencdo a ele, uma vez que o mesmo tem um amplo alcance de
hospedeiros, de diferentes biomas e espécies (VON MESSLING et al., 2003;
GRIFFIN, 2007).

Esses e muitos outros trabalhos mostram que a mortalidade por cinomose em
canideos e outros animais silvestres é bastante alta, e ainda ameaca animais da Red
List classificados como ameacados de extincdo, em vida livre ou em cativeiro, logo é
uma enfermidade preocupante. Especula-se que a troca de patdgenos deve-se a

aproximacdo dos animais selvagens aos centros urbanos (JORGE e JORGE, 2014).
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Uma das diferencas entre cdes domésticos dos de vida livre, quanto a
epidemiologia padrdo do VCC, é que na auséncia de vacinacdo, a infec¢do ocorre
mais facil nos domésticos pelo contato mais proximo desses entre si, como se vé em
canis. Isso faz com que haja entre a populacdo uma imunidade herdada ao virus.
Estudos mostram que filhotes de cadelas tém anticorpos com 8 semanas de vida, essa
taxa decresce, mas por volta dos dois anos de idade volta a crescer. (MURPHY, 1999)

Prevaléncia

Citados por Dallagnol (2017) os autores a seguir afirmam que o virus é
um patogeno de suma importancia, por suas altas taxas de morbidade e de
letalidade, perdendo apenas para raiva canina (BARBOSA & PASSOS, 2008).
A enfermidade viral ndo tem predilecdo por sexo, idade ou raca, ou
sazonalidade (GAMA et al., 2005). No entanto esta tem maior ocorréncia em
caes jovens entre dois a seis meses de idade, ndo vacinados, e com baixa
titulacdo de anticorpos maternais. Ainda é tida como uma doenca enzootica
(BIRCHARD & SHERDING, 2008).

Segundo Gebara (2004) citado por Pereira (2014), o VCC pode
desencadear uma progressao de sinais clinicos dependendo da cepa viral e da
resposta imune do hospedeiro. E por ndo ter um tratamento especifico voltado
para o virus, a prevencdo é a principal arma de combate, segundo Martins;

Lopes; Franca ( 2009) citados por Moraes (2013).

Transmissao

A principal forma de transmissdo do CDV é ainda através do contato
direto com secre¢des nasais. Ha também a transmissdo por fomites, ou seja,

materiais contaminados com secre¢des (FLORES, 2007).
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A afirmacdo de Laine et al. (2005) e Beineke et al. (2009) citados por
Carvalho (2016) € que, a acdo viral leva a imunossupressdo, tem uma
acentuada leucopenia e proliferacdo de linfocitos, reacdo que deixa individuos
mais susceptiveis a outras patogenias. Inclusive, a principal causa das mortes,
pode ser por infec¢des secundarias em decorrencia da imunossupresséao, para

0s virus da cinomose.

Conforme estudos de Deem et al. (2000) e Birchard e Sherding (2003)
citados por Pierozzi (2018), a transmissdo via transplacentéria é bastante

estudada por ser rara em cées jovens.

A infeccéo in vitro mostra a predilecdo do virus por células primarias
principalmente de linhagem pulmonar e renal, animais jovens estdo cheios
destas células em replicacdo, além de ndo terem um sistema imune maduro,

por isso sdo os mais acometidos (FLORES, 2007)

Fisiopatologia

O VCC entra no hospedeiro e se replica dentro das células do trato
respiratério superior e do epitélio conjuntival de 2 a 4 dias. E depois de seguir
se multiplicando nos linfonodos regionais atinge a corrente sanguinea,
carreados por linfocitos. Essa primeira fase provoca o primeiro pico de febre do
ciclo viral. Depois disso passa para o sistema do reticulo endotelial. Essa
replicacdo resulta na formacdo de grandes sincicios, grandes células

multinucleadas, hiperplasicas nos orgéaos linféides (GREENE, 2012).

Segundo Appel e Summers, (1999) e Ettinger e Feldman (1997) e
Orsini citados por Pierozzi (2018), o periodo de incubacao varia de 14 a 18 dias
e a eliminacdo do virus pelo corpo do paciente infectado inicia-se sete dias

apos a infeccdo do mesmo podendo se alastrar por até 60 a 90 dias.

Sob condi¢cdes naturais de exposicdo do hospedeiro ao virus, ele é
transmitido através de aerossois e infecta a via respiratoria superior, apés 24

horas o virus ja se replicou nos macrofagos e células circulantes Be T
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(VANDEVELDE e ZURBRIGGEN, 1995; 2005). Por sua caracteristica de se
infiltrar e comecar a sua infeccdo nos tecidos (6rgaos) linféides, como exemplo
0 baco, timo, ele leva a uma longa imunossupressao (KRAKOWKA et al.,
1980;1982).

PATOGENIA DA CINOMOSE CANINA

PRIMEIRA FASE - de 4 a 6 dias
VCC (virus da cinomose canina)

l

Aerossois
Linfonodos bronquiais e tonsilas
!

Timo, bago, linfonodos retrofaringeos

Multiplicagdo no sistema linfoide, ldmina propria intestinal, células de Kupffer

Células mononucleares infectadas no sangue — VIREMIA

Fonte: Adaptado de GREENE; VANDEVELDE, 2012.
Figura 8 — Esquema para explicar patogenia

Na figura acima vemos uma elucidacdo esquematica da patogenia do
virus da Cinomose como ocorre, e por cada sistema que ele passa, iniciando a

viremia antes de comecar a ser eliminado a partir de 7 dias apos ainfeccao.

A maioria dos caes desenvolve uma resposta imune eficaz contra o virus
na primo-infeccdo e ndo manifesta sinais clinicos da cinomose. Ja 0s que néo
conseguem ter uma resposta imune humoral e celular, apresentam diferentes
formas clinicas da doenca, de diferentes intensidades em 3 semanas apés a
infeccdo. Estes animais terdo entdo o segundo pico de febre conduzido pelo
seu sistema imune tentando combater o virus, que se dissemina por diferentes

orgaos, podendo chegar até no sistema nervoso central. (FLORES, 2007).

Cerca de 10 dias ap6s a infecdo, o virus se dissemina pelas vias linfaticas
e sanguineas para todos os 6rgdos dos sistemas, segundo o autor Appel,
(1969; 1970) citado por Pierozzi (2018).
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Nelson e Couto (2006) citados por Pierozzi (2018), afirmam que a
maioria dos caes desenvolvem a infeccdo no SNC, mas apenas apresentaréao
sinais clinicos neuroldgicos os animais que tiverem baixa ou nenhuma resposta

de anticorpos.

Segundo Silva et.al (2009) citado por Moraes (2013) a caracteristica
desse virus de se disseminar rapidamente e chegando a atingir o SNC (sistema
nervoso central) ultrapassando a barreira cefalorraquidiana, em poucos dias é
0 motivo pelo qual os animais que ndao tem uma boa resposta imune morrem. E
dados de pesquisas sugerem que quase todos o0s animais infectados
desenvolvem a doenca neuroldgica, logo dai vem a explicacdo de o porqué de
tanto a morbidade quanto a mortalidade serem altas.

O Virus provoca lesbes multifocais no sistema nervoso, e tem
preferéncia pela substancia branca do cerebelo e da regido periventricular, a
formacédo de sincicios e aglomeracfes multinucleares levam a uma inflamacao,
ou seja, encefalite ndo-supurativa. JA& no sistema respiratorio € visto uma
pneumonia intersticial (FLORES, 2007).

O esquema abaixo retrata como € a fase de disseminacdo do virus e

guais fatores influenciam sobre a mesma.

PRIMEIRA FASE - 7 a 10 dias

Células mononucleares infectadas no sangue

i’ !
REPOSTA INADEQUADA DO RESPOSTA ADEQUADA DO
HOSPEDEIRO HOSPEDEIRO
]
Invasdo viral de todos tecidos epiteliais Virus pode vir a penetrar no SNC
e SNC
! d
SEM AC POUCOS AC Muitos anticorpos
! ! Doenga irﬁa arente
Doencga grave Doencga leve ¢ P
Vlrust;;iircsjl)s;e nos Vlrusa[;ci)gg ser Baixa prevaléncia de sinais do SNC
! )
Morte ou vida Pode eliminar o _, Sinais do SNC

— virus em 60 dias
Fonte: Adaptado de GREENE & VANDEVELDE, 2012.

Figura 9 — Esquema primeira fase do VCC.
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Sinais Clinicos

Segundo Oliveira, Antonio e Zappa (2009) citados por Albuquerque (2013)
0s sinais clinicos ndo sdo especificos, dependem de variacdes de cepas, da
resposta imune de cada individuo, e se assemelham com outras patogenias
virais ou ndo, dentre elas a hepatite canina, toxoplasmose, raiva, que inclusive
€ um dos diagndsticos diferenciais para esta patologia, de acordo com Monti
(2004) citado por Moraes (2013).

Ha dois picos febris enquanto a doenca desenvolve seu curso sistémico.
O segundo pico de febre € o que comumente vem acompanhado de sinais
clinicos como depresséo, anorexia, descargas nasais e oculares (BARR AND
BOWMAN, 2012).

Além dos sinais clinicos mais generalizados vistos até agora, como
secrecdes oronasais, acometimentos gastricos e dermatoldgicos, que sdo mais
comuns em cées jovens domeésticos e caes selvagens, observa-se uma das
formas de apresentacdo da enfermidade estudada, que ocorre em cées senis,
gue se chama encefalite em caes velhos que progressivamente vai destruindo
as funcdes neuroldgicas (MURPHY,1999).

A mioclonia segundo Lorenz e Kornegay (2006) é considerada como um sinal
patognombnico da cinomose, sendo vista com mais frequéncia na fase cronica,

relacionada a hiperexcitabilidade dos neurdnios motores inferiores.

Diagnosticos

Os diagnoésticos laboratoriais disponiveis para identificacdo do VCC ou CDV séo
os laboratoriais clinicos como hemograma e pesquisa do corpusculo da inclusdo de
Lentz no plasma de linfocitos circulantes (BARR e BOWMAN, 2012). Existe também os
mais especificos como RT-PCR, ELISA e soroneutralizacdo. A  confirmacao
laboratorial da cinomose € realizada por meio dos diagndsticos virolégico, molecular,
sorologico e histopatolégico segundo (BRAZ, 2009) citado no estudo de Pierozzi
(2018).
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O virus pode ser achado de 7 a 14 dias na pos-infeccdo em descargas
nasais, utilizando técnicas como a de ensaio imunoenzimético ou isolamento
viral. Os diagnésticos laboratoriais sao feitos para que se excluam outras
enfermidades como parvovirose canina, raiva, entre outros; embora uns sejam

mais especificos e sensiveis que outros (MURPHY, 1999).

Um exame diagnoéstico de baixo custo, de facil execucdo e que tem uma boa

sensibilidade € a RT-PCR (reacdo de cadeia de polimerase, ou ainda, Reverse

Transcription Polymerase Chain Reaction) e por isso é tédo utilizada.

Além dos testes citados, podemos utilizar métodos imunohistolégicos a
partir de fragmentos de tecidos como de intestino e bexiga para achados post-
mortem. O exame serve para demonstrar a presenca e impressao de antigeno

viral nas conjuntivas e linfocitos da corrente sanguinea (MURPHY, 1999).

2.9. Tratamento e prevencao

N&o ha tratamentos especificos disponiveis no mercado, por isso, faz-se
0 uso de terapias de suporte, visando melhorar a imunidade do animal e
amenizar os sintomas; antibioticos no caso de infec¢cdes secundarias; e claro, a

prevencao, segundo Oliveira e Oliveira (2010) citados por Albuquerue (2013).

A Europa estava tendo sucesso com vacina viva feita a partir do virus de
Sarampo atenuado, que também é um Morbilivirus, que nado sofrem
interferéncia da imunidade passiva. Vacinas inativadas ndo produzem resposta
imune eficaz (FLORES, 2007).

Segundo os autores a seguir, citados por Dornelle (2015) ainda ndo ha
terapia antiviral especifica disponivel para o tratamento da cinomose no
mercado, assim, ndo se pode dizer que exista um tratamento mais eficaz
(GALLINA et al; 2011). Nelson & Couto (2006); Birchard & Sherding (2008);
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Laurito Summa (2010), falam da importancia de quarentena e isolamento dos

cées para que nao se infecte a outros por aerossois.

Para cdes domésticos o uso de Ribavirina e vitamina A foram relatados por
algumas pessoas como potenciais de controle e cura da enfermidade a
depender do seu estagio (ROSA, 2016). O uso em silvestres nunca foi
experimentado possivelmente pelo curso rapido da patologia causada pelo
VCC.

2.10 Circulacao do Virus

O crescimento populacional juntamente com o aumento da densidade de
cades domésticos nas cidades, e também, devido a fragmentacdo de espacos
dos cées silvestres fez com que houvesse uma aproximacdo entre caes
selvagens e domeésticos. Essa situacado se torna perigosa a partir do momento
gue esse contato pode dar abertura a epizootias e doencas infecciosas
(JORGE e JORGE, 2014).

Pelo lado de se pensar na saude € uma questdo de extrema importancia
pensar que por conta da aproximacdo dos ndcleos humanos, estes animais
possam se tornar fonte de transmissdo de doencas infecciosas para
domeésticos e para humanos (JORGE e JORGE, 2014).

A prevencdo é a palavra-chave quando se trata da conservacdo da vida
exotica, a necessidade de investigar a circulacdo desse virus se torna ainda
maior, seja em animais de cativeiro ou em vida livre. Quanto mais se souber do
virus, por onde circula, e as possiveis co-infecces que vem com ele, mais
intensamente poderemos combater de forma eficaz para preservacdo das

espécies.
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3. Objetivo Geral

Identificar a circulagédo do virus da cinomose em canideos selvagens.

3.1 Especificos

Avaliar se os animais apresentam sinais clinicos relativos a cinomose; a deteccao
do virus da cinomose em amostras de Swab retal, assim como, tentar identificar a

nucleoproteina viral por PCR para posterior Analise filogenética dos virus encontrados.

4 METODOLOGIA

Coleta de amostras

Foram realizadas coletas por swab retal apos a captura dos animais via
puca para coleta de amostra biolégica fecal pretendendo-se ter um N
experimental de até 50 animais, dependendo da disponibilidade das instituicbes
envolvidas (Associacdo Mata Ciliar e Centro de Medicina e Pesquisa em
Animais Selvagens — UNESP, Botucatu), independentemente do sexo, ou
idade. Os animais foram avaliados quanto a presenca de sinais clinicos

compativeis com Cinomose.

As espécies nas quais foram realizadas as coletas foram: Chrysocyon brachyurus
(Lobo-guara) e Cerdocyon thous (cachorro-do-mato). As amostras coletadas foram
mantidas, para sua conservagao, em um frasco coletor: tubos falcon contendo PBS
(tampéo fosfato-salino) e antibiético (penicilina) para evitar contaminacdes por outros

microorganismos, e em seguida congeladas.

A AMC (Associacédo Mata Ciliar) contribuiu com oito (8) amostras de swab retal

cachorros-do-mato, que foram identificadas como C1 a C8. E o CEMPAS (Centro de
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Medicina e Pesquisa em Animais Selvagens) da UNESP (Universidade Estadual
Paulista), Botucatu, SP, contribuiu com 5 amostras swab retal de diferentes individuos
dentre elas trés (3) pertenciam a cachorros-do-mato e duas (2) de lobos-guaras;
identificadas de C9 a C13. Tendo ao final o total de 13 amostras.

Ao serem encaminhadas para o Laboratorio de Virologia Animal (LAVIAN)
da UFRPE as amostras foram descongeladas, seguiram varios procedimentos
protocolados para que fossem extraidos o RNA viral das mesmas, e logo apos,
passaram por uma transcricao reversa para cDNA. Em seguida, foi realizada a
PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase) para o gene da Nucleproteina (N)
viral, que é uma regido bastante estudada por ser a mais conservada. Todo o
protocolo de extracdo e isolamento foi realizado com o Kit da Promega®, bem

como a eletroforese em gel de agarose.

Apés a deteccdo dos positivos as amostras foram preparadas para o
sequenciamento viral para estudo da variabilidade genética dos isolados por
analise filogenética. O teste ndo-paramétrico de Mann Whitney € o eleito para
analise estatistica considerando que as amostras ndao apresentam distribuicéo

normal.

Local das coletas

As coletas foram realizadas na AMC (Associacdo Mata Ciliar) no CRAS 1
e CRAS 2, ou seja, nos sub-setores do Centro de reabilitacdo para animais
silvestres. Foram coletados dos animais em seus recintos separados de
cachorros- do-mato (Cerdocyon thous) e os dos lobo-guards (Chrysocyon
brachyurus). E outras enviadas direto LAVIAN, UFRPE, Recife pelo CEMPAS -
Botucatu,SP.
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Figura 10 - CRAS 2, recinto de individuos cachorros-do-mato.

Fonte: Arquivo Pessoal.2018.

Figura 11- CRAS 1. Recinto de cachorros-do-mato.

Fonte: Arquivo pessoal.2018.



Figura 12 - Recinto de reabilitagédo dos lobos-guaras. CRAS 2. Fonte: Arquivo
Pessoal.2018.

Figura 13 — Cachorro-do-mato sendo contido por Pu
Pessoal.2018.

ca na AMC. Fonte: Arquivo

29
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Procedimento da rt-PCR e da Eletroforese em gel de Agarose.

As amostras que possivelmente contém o VCC, possuem um RNA de fita
simples, e que por ser mais instavel e dificil de trabalhar passa por um
procedimento conhecido como rt (transcricdo reversa) para ser deixado em
cDNA (DNA complementar), e por fim é feita a PCR (Reacdo em cadeia de
polimerase).

A PCR consiste em um procedimento que amplifica o DNA previamente
extraido in vitro em milhdes/bilhdes de vezes. Num tubo especifico, individual e
autoclavado € colocado o DNA experimental, oligonucleotideos ou primers (sé&o
sequéncias de DNA sintetizadas, mas adjacentes as que serao processadas);
nucleotideos dNTPs (bases nitrogenadas) e a Taqg DNA polimerase (enzima
gue vai auxiliar na extensdo do cDNA). Os tubos sédo colocados em um
termociclador que realizara trés etapas: 1) Desnaturacdo e separacao da fita
dupla de DNA a 95 °C; 2) Anelamento dos primers a 57-63°C; 3) Extenséo que
ocorre a 72°C temperatura Otima para Taq polimerase (introducdo dos
nucleotideos sintetizados). Todas as etapas se repetem em alguns minutos, e o

ciclo se repete 25-35 vezes, cada ciclo expande mais 0 DNA (COSTA, 2009).

Para visualizacdo dos produtos da PCR utiliza-se da eletroforese em gel
de agarose, o gel é posto huma maquina especifica de que tem um campo que
gera correntes elétricas, imersas em uma solucdo salina tampao para

manutencao do pH.

Os DNA amostrais sdo postos em pocos furados no gel, e ficam na cuba
especifica para eletroforese até que o gel as desloque do podlo negativo para o
positivo, a razao para isto, € seguindo o principio de que o DNA é composto por
cargas negativas. O fluxo migratério depende do peso molecular, as moléculas mais
leves vao mais longe, e se localizam mais abaixo no gel. Ha& a formagdo do que
chamamos de bandas, que sao tracos de DNA escorridos no gel no formato do pogo
perfurado. O resultado é visualizado pela incorporagdo de um corante (junto as
amostras nos pog¢os) que reage a luz ultravioleta; o corante mais utilizado para o gel

de agarose é o brometo de etideo que € um intercalante de DNA (OLIVEIRA, 2015). A
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luz ultravioleta € emitida por uma maquina chamada de transiluminador que ligada ao
computador faz a exibicdo das bandas do gel (OLIVEIRA, 2015).
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Fig. 3: Esquema dos processos realizados numa reagdo de PCR. Apds a denaturacio das fitas-
molde, ocorre o pareamento dos primers. A enzima, representada em verde, adiciona os
desoxinucleotideos complementarmente as fitas-mae.

Figura 14- Esquema da PCR.

Fonte: http://www.imt.usp.br/wp-content/uploads/proto/protocolos/aulal.pdf


http://www.imt.usp.br/wp-content/uploads/proto/protocolos/aula1.pdf
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Fig. 4. Passos finais de uma reacdo de PCR. A figura mostra as duas fitas-mae, pareadas com as
suas fitas-filha complementares, sintetizadas a partir da adi¢do dos desoxinucleotideos pela
DNA polimerase.

Figura 15 — Esquema de PCR 2.

Fonte: http://www.imt.usp.br/wp-content/uploads/proto/protocolos/aulal.pdf


http://www.imt.usp.br/wp-content/uploads/proto/protocolos/aula1.pdf
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das treze (13) amostras encaminhadas ao LAVIAN- laboratério de viroses
animais domeésticas, todas foram analisadas pelo método de rt-PCR segundo o
protocolo de extracdo e isolamento de Rna pelo kit da Promega® e, em

seguida, feita eletroforese.

Por terem sido recebidos os Swabs em diferentes datas, foram separados
em dois grupos: amostras da Mata Ciliar oito (8) animais que eram cachorros-
do-mato; e amostras do CEMPAS (5 animais) sendo trés (3) cachorros-do-mato

e (2) dois de lobos-guara.

MCP C1C2C3C4C5C6 C7C8C9C10C11C12C13 - - - -CN

Figura 16 - Eletroforese. Fonte: Arquivo pessoal| ;018

Legenda: M é o marcador de bandas, CP- controle positivo, CN - controle
negativo, C1a C13 amostras.
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Através dessa eletroforese foi visto que algumas das amostras inalizaram
como “positivas” seguindo a linha de raciocinio que acenderam na mesma
altura do controle positivo, pelo qual nos baseamos. Essas amostras foram a
C7, C8 e C12, todas pertencem a espécie Cerdocyon thous.

Entretanto, notou-se que o controle negativo também acendeu o que
seria indicativo de um resultado inconclusivo, ou ainda de uma contaminacéo
do controle negativo na hora da PCR na capela do laboratério ou dos
reagentes utilizados nas amostras. Entdo o teste foi repetido somente para as
amostras que deram positivo, uma vez que as negativas ndo sofreriam

alteracao ao passar por outra PCR e eletroforese.

M CP C7C8C12 - - - CN

Figura 17- Eletroforese 2. Fonte: Arquivo
pessoal | 2018

Legenda: M é o marcador de bandas ou
ainda escada de Dna, CP- controle postio,
CN - controle neqativo, C1 a C13 amostras
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Mesmo com todas as medidas de controle de qualidade e de higiene
exigidas para um laboratoério e experimento sendo obedecidas, mais uma vez o
resultado de tais amostras C7, C8 e C12 continuaram como inconclusivas, com
0 controle negativo positivado também, ndo podendo afirmar se seriam um

falso positivo ou néo.

Ainda ndo ha muitos trabalhos cientificos que identifiquem os sinais clinicos da

cinomose nas duas espécies estudadas Chrysocyon Brachyurus e Cerdocyon thous.

Diante de tais resultados, consultaram-se literaturas e artigos cientificos mais
atuais quanto a possibilidade de se encontrar sinais clinicos e o virus da cinomose

tanto em cachorros-do-mato quanto lobos-guara.

Antes, voltando um pouco a relatos mais antigos, observou-se um cachorro-do-
mato, trés furbes (Galictis vittata) e dois lobos-guara foram diagnosticados no
zoolégico de Tabodo de Serra, SP postivos para o VCC. Os animais apresentaram
sinais compativeis com a cinomose, e apenas o cachorro-do-mato resistiu, e supde-se
gue isso seria porque ele havia sido previamente vacinado. No exame histologico pos-
mortem histologico dos demais foram relatados a presenca de inclusdes intracelulares
citoplasmaticas eosinofilicas em células de estdbmago e de intestino delgado,

caracteristico de achados da patologia (REGO, 1997).

Em outro relato de caso de cinomose em cachorro-do-mato (Cerdocyon thous)
de vida livre, o autor deixa claro que a doenca € endémica no Brasil. O animal foi
resgatado, mas morreu no dia seguinte, apresentando sinais de mioclonias quando
chegou. Foram enviadas amostras de varios tecidos para exame histolégico, como

amostras de rins e bexiga, e o resultado foi positivo (MEGID, 2009).

Em uma discussdo mais atual sobre o CDV, discutiu-se em como as
mutacdes na proteina H do envelope do virus e, portanto de cepas, determina
a viruléncia e patogenia do virus, pois é o sitio mais comum de aderéncia do
mesmo. E que diferente de canideos domésticos, os cédes silvestres
apresentariam a patogenia adquirida de forma natural, ou vacina-induzida, no

caso de silvestres de cativeiro.
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Também € visto que o lobo-guara € o que mais tem relatos no Brasil
de casos com sinais clinicos, apesar de se supor que ndo foi por infeccdo
natural e sim vacina-induzida (BEINEIKE, 2015).
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6 CONCLUSAO

O virus da Cinomose é um morbilivirus que tem uma importancia muito grande
ecologicamente, ja que afeta varias espécies de animais, carnivoras ou ndo, e de
diferentes biomas. Isso pode levar a um desequilibrio ecolégico, acarretar reflexos
econbmicos, além de que a gama de hospedeiros que ele atinge traz a tona a
preocupacao com epizootias ou até mesmo uma possivel futura infeccdo humana por
virus desse género. Logo, ele € uma questdo de salude publica também, tanto se

tratando de animais domésticos quanto selvagens.

Apesar de se ter alguns estudos notaveis sobre o VCC em animais silvestres, por
conta da complexidade desse virus e suas mutacdes, quanto mais as pesquisas
futuras forem mais detalhadas e especificas sobre o mesmo, melhor. Precisa-se de

mais informacgdes sobre VCC tanto em pesquisas a campo quanto laboratorial.

Tendo os resultados das amostras inconclusivas, e consultando a literatura, foi
visto que a possibilidade da presenca do VCC nesses animais pela infeccao de forma
natural € mais rara, todavia ndo exclui os animais de servirem talvez como

reservatorios.

Portanto, € uma possibilidade a ser estudada para se entender mais sobre a
manutencao do virus na natureza, pois, dentre os que vém a o6bito devido a doenca é
um numero escasso em relagdo ao numero de animais disponiveis em vida livre. Ja os
casos possiveis de patologia vacina-induzida, os animais vém a o6bito rapidamente e

nao é bem elucidado.

E importante estudar-se no futuro as mutacdes genéticas existentes entre as

cepas virais circulantes para entendermos a patogenia e sua epidemiologia.
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Por fim, mas muito importante, o Estagio Obrigatorio é de extrema importancia
para a conclusdo da vida académica trazendo novas experiéncias, complementando
os conhecimentos adquiridos na graduacao e os pondo em pratica. Enriquecedor tanto
profissionalmente quanto no quesito pessoal.
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