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RESUMO

A cinomose ¢ uma doenca sist€émica viral e endémica que acomete mamiferos terrestres e
aquaticos e grandes felinos, sendo que a espécie mais acometida € o cdo. Outras doengas, como
a Erlichiose Canina (EC) pode ocorrer concomitantemente com a cinomose pelo seu carater
imunossupressor. Objetivou-se analisar os achados clinicos ¢ hematoldgicos (leucograma,
plaquetograma e eritrograma) de cdes sorologicamente positivos para cinomose, € avaliar a
ocorréncia concomitante de cinomose e EC. Outro objetivo foi identificar o virus da cinomose
canina no noé sinoatrial (NSA) de cdes sorologicamente positivos para cinomose, através da
reacdo em cadeia da polimerase, precedida de transcricao reversa (RT-PCR), além de analisar
os achados macroscopicos e histologicos da cinomose no coracdo e outros tecidos. Foram
selecionados 22 caes com sintomatologia sugestiva de cinomose. Amostras de sangue foram
coletadas e submetidas a andlise automatizada. Realizou-se ainda testes sorologicos para
confirmagdo do diagndstico de cinomose e EC. Todos os 22 cdes que foram selecionados
apresentando sintomatologia sugestiva de cinomose foram soropositivos e, destes, cinco
(29,41%) foram soropositivos para erlichiose concomitantemente. Os dados hematologicos dos
17 caes soropositivos somente para a cinomose demonstraram que estes animais apresentaram
discreta anemia normocitica normocrémica e leucocitose com neutrofilia. Animais com
cinomose e erlichiose eram jovens e apresentaram valores de leucocitos dentro da normalidade
e leve trombocitopenia. Quanto a vacinagdo, 5/22 (22,7%) possuia vacinagdo completa,
segundo protocolo estabelecido no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia.
Dos caes estudados, 7/22 (31,8%) ndo eram vacinados. 6/22 (27,2%) dos caes, possuia
vacinagdo incompleta e 4/22 (18,18%) ndo possuia informagdo a este respeito. Alteracdes
cardiacas macroscoOpicas € microscopicas, principalmente dilatagdo cardiaca e miocardite, sao
frequentemente observadas em cdes com cinomose. Somente um (5,88%) cdo apresentou
fragmento alvo de 319 bp para cinomose utilizando os primers VCC1 e VCC2, no n6 sinoatrial.
Conclui-se que o VCC pode localizar-se no no sinoatrial de caes naturalmente infectados, como
demonstrado neste estudo pela técnica de RT-PCR, refor¢ando a hipdtese de que o VCC ¢ capaz
de provocar lesdes inflamatoérias no no sinoatrial dessa espécie. Inclusdes virais nas células

epiteliais da bexiga sdo importante achado microscopico para diagndstico da cinomose.

Palavras-chave: Canina. Cinomose. Erliquiose. No-sinoatrial.



ABSTRACT

Distemper is a systemic viral disease and endemic that affects terrestrial and aquatic mammals
and big felines, but the most affected species is the dog. Other diseases, such as Canine
Erlichiosis (CE) can occur concomitantly with distemper due to its immunosuppressive
character. The objective was to analyze the clinical and hematological findings (leukogram,
plaque, and erythrogram) of dogs serologically positive for distemper, and to evaluate the
concomitant occurrence of distemper and CE. Another objective was to identify the canine
distemper virus in the sinoatrial node (SAN) of dogs serologically positive for distemper,
through the polymerase chain reaction, preceded by reverse transcription (RT-PCR), and to
analyze macroscopic and histological findings of distemper in the heart and other tissues.
Twenty-two dogs with symptomatology suggestive of distemper were selected. Samples of
blood were collected and submitted to automated analysis. Serological tests were also
performed to confirm the diagnosis of distemper and CE. All 22 dogs that were selected
presenting symptomatology suggestive of distemper were seropositive and, of these, five
(29.41%) were seropositive for concomitant erlichiosis. The hematological data of the 17
seropositive dogs only for the distemper showed that these animals showed a mild
normochromic normocytic anemia and leukocytosis with neutrophilia. Animals with distemper
and erlichiosis were young and had leukocyte values within normal range and mild
thrombocytopenia. Most dogs with distemper were not vaccinated. Right heart dilation was
observed in 13 dogs (76.47%) and left concentric hypertrophy in two dogs (11.76%).
Microscopically, lymphocytic myocarditis was observed in four (23.53%) dogs and 41.18%
(7/17) presented viral inclusion corpuscles in the bladder epithelium. Only one (5.88%) dog
presented a 319 bp target fragment for distemper using primers VCC1 and VCC2 at the
sinoatrial node. It is concluded that VCC can be located in the sinoatrial node of naturally
infected dogs, as demonstrated in this study by the RT-PCR technique, reinforcing the
hypothesis that distemper virus is capable of causing inflammatory lesions in the sinoatrial node
of this species. Macroscopic and microscopic cardiac changes, mainly cardiac dilation and
myocarditis, are frequently observed in dogs with distemper. Viral inclusions in bladder

epithelial cells are an important microscopic finding for the diagnosis of distemper.

Keywords: Canina. Distemper. Ehrlichiosis. Sinoatrial node.
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1. INTRODUCAO

A cinomose ¢ uma doenga infectocontagiosa causada por virus pertencente ao género
Morbillivirus, familia Paramixoviridae, envelopado, pleomorfico, com genoma viral de uma
fita de RNA (MARTELA et al., 2008). Acomete canideos domésticos e silvestres (GAMIZ et
al., 2011) e extensa gama de hospedeiros, sendo o c@o o seu principal reservatorio (GREENE;

VANDEVELDE, 2012).

Estudos prévios demonstraram que a populagdo canina com cinomose encontra-se nas
areas urbanas endémicas, com prevaléncia de 40,2% dos cades positivos no teste AT-PCR
(BUDASZEWSKI et al., 2016). Trata-se de doenga altamente contagiosa, com letalidade
podendo chegar a 90%, quando hé4 envolvimento do sistema nervoso e, em caes, somente a raiva
apresenta letalidade mais elevada que a cinomose com manifestacdo neuroldgica (SWANGO,

1997).

Apesar de nenhum sinal clinico ser patognomdnico da cinomose, a ocorréncia simultdnea
de um grupo de sintomas facilita o diagndstico da doenca (APPEL; CARMICHAEL, 1979). A
cinomose ¢ caracterizada por imunossupressdo seguida de infeccdes secunddrias, devido

hipotrofia de 6rgdos linfoides a partir do décimo dia de infeccdo (KRAKOWKA et al., 1980).

Assim como a cinomose, a erliquiose canina tem sido propdsito de muitos estudos no Brasil
(VIEIRA et al., 2011), visto ser endémica em vérias regides. A cinomose e erliquiose sdo
enfermidades de alta prevaléncia principalmente nas regides tropicais e subtropicais
(ESPINDOLA et al. 2015) e compartilham sinais clinicos, podendo ocorrer
concomitantemente, devido ao carater imunossupressor de ambas (MIRANDA et al., 2011;

GIRARDI et al., 2014; VICENTE et al., 2011; SANTOS et al., 2012; ALMEIDA et al., 2009).

Casos de ocorréncia concomitante de erliquiose e cinomose ja foram descritos na literatura.
Miranda et al. (2011) relataram caso de um cdo sem alteragdes neuroldgicas que apresentava
concomitantemente erlichiose, cinomose e babesiose. A ocorréncia de cinomose, erlichiose e
toxoplasmose também foi relatada por Girardi et al. (2014) e estes autores sugeriram que a
imunossupressao causada pelo virus da cinomose canina (VCC) resulta na reativacao de uma

infeccdo latente, pelo rompimento de cistos dormentes de Toxoplasma gondii.
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Além da relacao entre estas duas importantes enfermidades de alta prevaléncia no pais,
foi objeto desta tese o estudo de lesdes cardiacas ocasionadas pelo VCC, uma vez que Nelson
e Couto (2015) citam a possibilidade de que as viroses cardiotropicas desempenham importante

papel na patogenia da miocardite em varias espécies.

A infeccdo experimental de caes com menos de uma semana de idade com o VCC pode
causar miocardite multifocal e necrose do miocardio (SISSON; THOMAS, 1997; NELSON;
COUTO, 2015). Higgins et al. (1981) relatam miocardite em cades jovens infectados

experimentalmente pelo VCC.

Especificamente no nd sinoatrial, Mendonga ¢ Coelho (2006) relataram lesdes
histologicas no miocardio atrial e n6 sinoatrial que compreendiam: infiltragdo linfocitaria,
infiltragdo gordurosa, degeneracdo hialina e hemorragia, em todos os caes soropositivos para

cinomose estudados.

Sdo escassas as publicagdes sobre microrganismos que parasitam o nd sinoatrial de
canino e a possibilidade do VCC causar lesdo especificamente neste local, como aventado por
Mendonga e Coelho (2006), despertou o interesse em se verificar se o virus pode estar nesta

estrutura cardiaca.

Assim, considerando a importancia destas doencas para os caes domésticos € com o intuito
de fornecer dados que auxiliem no diagndstico da cinomose e implementacdo de medidas

terapéuticas no caso da ocorréncia de ambas as doengas, os objetivos deste estudo foram:

- analisar aspectos clinicos e hematologicos (eritrograma, plaquetograma e leucograma) de
caes sorologicamente positivos para cinomose, além de avaliar a ocorréncia concomitante de
cinomose e erliquiose;

- identificar o VCC no né sinoatrial de caes sorologicamente positivos para cinomose,
através do exame da PCR, além de analisar os achados macroscopicos e histoldgicos da

cinomose no coragao e outros tecidos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 N6 Sinoatrial (NSA)

O no sinoatrial no cdo localiza-se na parede atrial direita no ponto onde a veia cava
penetra no atrio direito. Apresenta células marca-passo que se despolarizam espontaneamente
quando o coragdo inicia seus proprios potenciais de agdo e contracdo muscular. Os neuronios
motores ndo sao necessarios para iniciar as contragdes cardiacas, o cora¢ao bate sem a
influéncia simpatica ou parassimpatica. Cada batimento cardiaco normal ¢ iniciado por um
potencial de acdo que surge espontaneamente em uma Unica célula marca passo do n6 sinoatrial

(CUNNINGHAN; KLEIN, 2008).

O no sinoatrial, o atrio ventricular, os ramos do feixe de His e as fibras de Purkinge sdo,
em conjunto, denominados sistema especializado de condug@o do coracdo (Figura 1). Este
sistema ¢ composto por células musculares cardiacas especializadas e ndao por nervos
(CUNNINGHAN; KLEIN, 2008). O n¢ sinoatrial ¢ o responsavel pelo inicio do ritmo cardiaco

e essencial para a fisiologia normal do coracdo (JOUNG et al., 2011).

Poucos estudos anatdmicos tém sido conduzidos em cdes. Nesta espécie tem sido descrido
que o NSA ¢ irrigado por um unico ramo atrial originado na artéria corondria ou artéria
circunflexa esquerda. Parece haver similaridade na origem e distribuicdo do NSA entre

humanos e caes (ISUMISAWA et al.,1994).

Figura 1- Sistema de condugao do estimulo cardiaco.

Nédulo
sinoatrial

Nédulo
atrioventricular

Fonte: CUNNINGHAN e KLEIN (2008).
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2.2 Causas de Lesoes no N6 Sinoatrial

A disfuncao do no sinoatrial tem etiologias multifatoriais (MONFREDI et al., 2010)
(Figura 2).

Andrade et al. (1988) citaram que o nd sinoatrial também apresenta um adensamento do
seu estroma com o avangar da idade e que sua disfun¢do pode ser considerada um fenomeno do

envelhecimento.

Figura 2 - Etiologia multifatorial da disfuncdo NSA.

Trombo Conducéo

\

N6 Sinoatrial

f \

Idade Diabetes

Fonte: adaptado de Monfredi et al. (2010).

Nakao et al. (2012) demonstraram que a sindrome do sinus doente (sick sinus syndrome)
(SSS) é comum em caes machos de meia idade ou mais velhos da raca Schnauzer Miniatura e
que outras ragas como o Dachshund, West Highland e Cocker Spaniel, também sdo predispostas
a SSS. Estes mesmos autores sugerem que hd um processo degenerativo envolvendo o no
sinoatrial e fibrose do miocardio atrial, gerando a sindrome bradicardica e taquicardica, que
pode estar também associada a regurgitacdo cronica da valva mitral, que a maioria dos caes

apresentaram o corag¢do dilatado, globoso e com hipertrofia excéntrica esquerda.

Hamlem et al. (1994) relatam a aterosclerose no n6 sinoatrial em duas cadelas da raga
Beagle, de 11 meses de idade, com sintomas cardiacos. Microscopicamente observaram

esclerose nas artérias que vascularizavam o no6 sinoatrial, fibrose, estreitamento luminal,
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hipertrofia da camada média e proliferacdo de células musculares lisas. O possivel diagnostico

incluiu vasculite necrosante, poliarterite das corondrias e aterosclerose.

2.3 Cinomose

O virus da cinomose pertence ao género Morbillivirus, da familia Paramixoviridae e ¢é
um virus envelopado, pleomoérfico e o seu genoma viral consiste de uma fita de RNA
(MARTELA et.al.2008). E uma doenca infecto-contagiosa de origem viral, que acomete
canideos domésticos e silvestres, Procionideos, Ursidaes, mamiferos aquaticos e, raramente,
grandes felideos e ja foi descrita em porcos cateto. Sdo descritas em primatas, em sistema de
cativeiro no Japao e estdo relacionadas com a doenga de Paget em humanos (YOSHIKAWA et

al., 1989; COUTO et al., 2010; GAMIZ et al., 2011).

O virus da cinomose canina ¢ o mais importante patdogeno de caes e carnivoros silvestres
e a sua ocorréncia € relevante em todos os continentes e estando associada com alta mortalidade
e morbidade. No cdo leva a manifestagdes respiratorias, gastrointestinais, dermatologicas,

oftalmicas e neuroldgicas (BUDASZEWSKI et al., 2016).

Rima et al. (1991) relataram que cdes com cinomose que apresentam lesdes em
consequéncia da desmielinizacdo e infeccdo provocadas pelo virus no cérebro, demonstram
pequena resposta humoral. Caes recuperados da infeccdo reagem a lesdo desmielinizante e
produzem anticorpos contra proteinas do virus e essa reagdo € observada precocemente apds a
infec¢do. Alguns caes desenvolvem encefalite desmielinizante e ndo resistem, outros superam
a infec¢@o e sobrevivem, apresentando quadro subagudo ou cronico. Portanto, a habilidade do
cdo em superar a infecgdo causada pelo virus da cinomose esta associada a producao rapida de

resposta humoral especifica e da habilidade das células de defesa em reagirem contra o virus.

Budaszewski et al. (2016) estudando a evolugdo do virus da cinomose sugeriram
evidéncias que a recombinagdo do virus ocorre na populagdo canina naturalmente, mas que esta

recombinacao pode ocorrer entre o virus do campo e o da vacina.

Com relagdo as alteracdes laboratoriais de cdes com cinomose, Tudury et al. (1997)
acompanharam cdes com manifestacao clinica sistémica e neurologica e relataram anemia
(48,05%), leucocitose (33,77%), leucopenia (14,28%), neutrofilia (40,25%), neutropenia
(2,59%) e linfopenia (51,95%). Ja Silva et al. (2005) verificaram anemia (61%), leucopenia

(46%), leucocitose acompanhada por neutrofilia (8%), desvio para a esquerda (54%),
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linfocitopenia (85%) e trombocitopenia (69%), além de corpisculo de inclusdo de Lentz
principalmente em neutrdfilos, embora para Jain (1993) inclusdo viral seja mais frequente em

linfocitos.

A leucopenia pode ocorrer na fase inicial da cinomose, seguida por leucocitose devido
a infec¢des bacterianas secundarias. A linfocitopenia presente € consequéncia da atrofia e
necrose do tecido linfoide provocada pelo virus. Os linfocitos T e B sdo depauperados ¢ a
imunidade celular e humoral suprimidas em alguns caes enfermos. Quanto ao corpusculo de
inclusdo de Lentz, este € de ocorréncia rara em eritrocitos imaturos e leucécitos e de frequéncia

maior em linfécitos do que em neutréfilos (JAIN, 1993).

Quanto as lesdes no sistema cardiovascular, apesar de serem descritas lesdes
miocardicas em filhotes naturalmente infectados pelo virus da cinomose desde 1970 (MAXIE,

2007), poucos pesquisadores investigaram a a¢do do virus sobre este sistema.

Mendonga ¢ Coelho (2006) estudaram o nd sinoatrial de 35 cdes com cinomose €
observaram dilatacdo cardiaca em 97,14% dos animais. As lesdes microscopicas consistiram
de infiltragdo linfocitaria em 42,86% dos casos; infiltracdo gordurosa em 28,57%; degeneracao
hialina em 8,57%; hemorragia em 18,57%; auséncia de lesdes em 25,7%. As lesdes foram de

prevaléncia maior em cdes machos e nao houve influéncia da idade na frequéncia das lesdes.

Bastos et al. (2007) estudaram as alteragdes histopatoldgicas no né sinoatrial de 31
coragdes dilatados de caes que morreram naturalmente. Verificaram alteragcdes microscopicas
degenerativas vasculares e inflamatdrias no n6 sinoatrial de 45,3% dos coragdes. As alteragdes
microscopicas observadas foram: inflamacgdo linfocitaria, degeneracdo hialina (26,2%),
metamorfose gordurosa (9,5%), hemorragia (7,1%), inflamacao fibrinosa (7,1%),

inflamacao supurada (24%) e trombose (2,4%).

Rezende et al. (2009) pesquisaram as alteragdes histopatologicas no miocardio de 35
cdes com cinomose € os achados foram: miocardite (42,8 %) preponderando a infiltragao

linfocitaria, degeneragdo hialina (31,4%), hiperemia (14,3 %) e hemorragia (11, 4 %).

Quanto a profilaxia da doenga ¢ indiscutivel que a utilizagdo de vacina ¢ a melhor
alternativa para o controle da doenga. Considerando que depois da raiva ¢ a doenga mais grave

e letal para os caes (BUDASZEWSKI et al., 2014).

Diversas hipoteses t€ém sido propostas para explicar faléncias imunizatorias no caso da

cinomose, como protocolos incorretos ou armazenamento impréprio das vacinas, resposta
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insuficiente imune do hospedeiro, além de cepas emergentes com divergéncias antigénicas

capazes de escapar da imunidade obtida nas vacinas (BUDASZEWSKI et al., 2014).

O uso de imunoestimulantes tem se demonstrado promissor para a cura do cao enfermo,
principalmente em filhotes, os mais susceptiveis a letalidade do virus, mas ainda apresentam
falhas e contra indicacdes. Liu et al. (2016) relataram sucesso no tratamento de caes jovens
infectados naturalmente com cinomose e tratados com altos titulos de anticorpos xenogénicos,
utilizando antivirus da cinomose canina-suina. Ressaltaram ainda que o éxito do tratamento

requer administracao adequada do soro de forma imediata no inicio da doenga.

Sobre o diagnéstico da enfermidade, Frisk et al. (1999) realizaram diagnéstico da
cinomose canina pela técnica RT-PCR utilizando soro, sangue total e liquor cérebro espinhal e
confirmou o RT- PCR como seguro ¢ sensiveis para o diagndstico do virus da cinomose em

caes.

Podem ser observadas inclusdes nos linfocitos, neutrofilos e eritrocitos, que sao nucleo
capsideos esféricos localizados centralmente nas células, ligeiramente azulados na coloragdo de
Romanowski (BUSH, 2004). O corpusculo de inclusao do virus da cinomose embora
conclusivo constitui-se um achado pouco freqiiente e, nos resultados negativos, o diagndstico

torna-se inconclusivo (GEBARA et al., 2004).

Exames complementares como hemograma e métodos soroldgicos ndo possibilitam a
realizagdo do diagnostico diferencial conclusivo da infec¢ao pelo virus da cinomose em caes e
a técnica RT-PCR realizada em urina, pode ser utilizada no diagndstico ante-mortem da
infeccdo pelo virus da cinomose (GEBARA et al., 2004). Estes autores observaram que RT-
PCR realizada em urina ante mortem pode sofrer interferéncias de varios fatores, como método
de extragdo do RNA, padronizacdo dos reagentes, forma de conservagdo e o tempo de
estocagem, considerando que o RNA do virus da cinomose ¢ constituido de fita simples,
facilmente degradéavel. Relataram ainda que RT-PCR de urina detectou positividade, mesmo

em situagdes em que o isolamento viral e a imunohistoquimica foram negativas.

Negrao et al. (2007) avaliaram urina e leucdcitos para deteccao ante-mortem do virus
da cinomose canina por RT-PCR em caes naturalmente infectados, verificaram que a urina deve
ser incluida como material clinico de elei¢do para a realizagdo do diagnostico ante- mortem da
cinomose canina por meio da RT-PCR, independente da apresentagdo clinica. A positividade

para o virus da cinomose encontrado na urina foi superior ao observado em leucdcitos.
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Frisk et al. (1999) estudaram diagndstico da cinomose canina pela técnica RT- PCR
utilizando soro, sangue total e liquor e confirmam ser o método RT- PCR como seguro e

sensivel para o diagndstico do virus da cinomose em caes.

Silva et al. (2010) avaliaram setenta caes com cinomose observando distribui¢ao e tipos
de lesdes no sistema nervoso central. Verificaram que corpusculos de inclusdo no encéfalo sao
muito comuns nos astrocitos e com freqiiéncia menor em neurdnios, € sao vistos, independentes

da célula, predominantemente no nucleo.

2.3 Erliquiose

A erliquiose e anaplasmose sdo doengas transmitidas pelo carrapato, causadas por
bactérias do género Ehrlichia e Anaplasma e estdo difundidos na natureza. Seus reservatorios
incluem inimeros animais silvestres e alguns animais domésticos. Sdo pleomorficos, Gram
negativos e parasitas obrigatoriamente intracelulares. Pertecem a familia Anaplasmataceaee
ordem Rickettsiales. Varias espécies de Ehrlichia e Anaplasma parasitam animais € um nimero
limitado destes organismos tem sido identificado em humanos (CENTER FOOD SECURITY
& PUBLIC HEALTH, 2013).

O género Ehrlichia apresenta cinco espécies reconhecidas: E. canis, E. chaffensis, E.
ewimgil, E. muris e E. ruminantium. A E. canis causa a erliquiose monocitica canina ¢ a E.
chaffensis, causa doengas em cdes e humanos. Nos humanos ¢ chamada de erliquiose
monocitica e a E .canis raramente causa doenca nos humanos (CENTER FOOD SECURITY
& PUBLIC HEALTH, 2013).

A erhliquiose monocitica humana causada pela E. chafensis foi diagnosticada nos
Estados Unidos em 1987. O género Erhlichia devido a afinidades genéticas entre as espécies €
dividido em trés gene grupos: Genegrupo I- Incorpora trés espécies, E. canis, E. chanffensis e
E. ewingii. Genegrupo II- Inclue E. phagocytophila, E. equi e o agente da erlichiose
granulocitica humana. Genegrupo III: Abrange duas espécies: E. senaetisu e E. risticii. Muitos
autores sugerem que a erhlichiose granulocitica humana, ocorre com a E. chanffensis e duas
espécies adicionais, a E. eninguii e o agente da erlichiose granulocitica humana. E zoonética e
também ocorre em caes e cervideos (CENTER FOOD SECURITY & PUBLIC HEALTH,
2013).
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Vieira et al. (2011) consideram que a Ehrlichia canis, € a principal espécie em caes no
Brasil, embora a E. ewingii seja suspeita de parasitar cinco caes. Sugere a ocorréncia da
erliquiose humana no Brasil, mas o agente etioldgico ainda ndo foi identificado. Seus estudos

confirmam que em algumas areas do Brasil a erliquiose ¢ endémica.

Erlichia canis, o agente etiologico da Erliquiose Canina (EC), uma bactéria Gram negativa
pertencente a familia Rickettsiales, género Erlichia (QUIN et al., 2005), de vida intracelular
obrigatéria de células hematopoiéticas maduras ou imaturas e de monoécitos. Os animais
infectados por E. canis podem apresentar sintomas clinicos variados, incluindo anorexia, perda
de peso, hemorragias, linfadenomegalia e febre, além de anemia, trombocitopenia e aplasia
medular (SILVA et al., 2009). A EC ¢ uma doenca de diagndstico dificil por possuir varias
manifestagdes atipicas, o que dificulta consideravelmente o diagnostico clinico (ALMOSNY;

MASSARD, 2002).

Nayak et al. (2013) consideraram a miocardite causada pela erliquiose monocitica em
humanos incomum, mas estudos em caes com infec¢do aguda causada pela Ehrlichia canis

apontam a possibilidade de provocar injtrias no miocardio.

Keene (2002) estudou a epidemiologia dos fatores que podem provocar endocardite em
cdo citando a Ehrlichia e a Bartonella como agentes capazes de predispor a endocardite. Diniz
et al. (2008) relataram que lesdes em células do miocardio ocorrem em caes infectados

naturalmente com Ehrlichia canis no Brasil.

Guedes et al. (2015) ao estudando a epidemiologia da erliquiose no municipio de
Itaberaba-BA, detectaram a presenca de Ehrlichia sp no sangue. Compararam a sensibilidade e
especifidade do esfregaco sanguineos e testes sorologicos e moleculares. Foram estudados 379
caes, e os resultados foram: 12,4% positivos no esfregaco sanguineo, 32,7% positivo no teste
sorologico (Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta) e 25% positivos nos testes de Reagdo em
Cadeia da Polimerase. Concluiram que exames soroldgicos complementam os exames de

esfregaco e que combinados otimizam o diagnéstico da erliquiose.

Carlos et al. (2011), no municipio de Ilhéus e Itabuna no Estado da Bahia, verificaram
que dos 100 caninos estudados na cidade de Ilhéus cinco apresentaram morula no esfregaco e
43 possuiam anticorpos para ehrliquiose. Em Itabuna, dos 100 caninos estudados, 5
apresentaram morula no esfregaco e 29 apresentaram presenca de anticorpos. Os métodos
utilizados para diagnostico foram esfregaco sanguineo, Dot-ELISA e Nested-PCR. O

sequenciamento do DNA foi compativel com Ehrlichia canis.
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2.5 Tripanossomiase

Com relagdo a ocorréncia de tripanossomiase em caes, Lega et al. (2013) relataram
infec¢do natural por Trypanosoma cruzi (T. cruzi) em dois caes, na area rural considerada

endémica no sul do estado da Bahia, diagnosticados pela técnica de PCR.

Também Maywald et al. (1996) estudaram a ocorréncia de leishmaniose e doenga de
Chagas no municipio de Uberlandia- MG e Coromandel e dos 230 cades pesquisados no

municipio de Uberlandia, um apresentou anticorpos anti 7. cruzi.

Cabral et al. (1998) pesquisaram anticorpos anti 7. cruzi em cdes na area rural de
Uberlandia, MG. Utilizaram rea¢do de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e detectaram 2
(0,6%) caes positivos, concluindo que a regido de Uberlandia ndo era endémica a doenca de

Chagas.

Quanto as lesdes cardiacas associadas ao 7. cruzi, Morales- Rodrigues et al. (2001) citaram
T. cruzi como responsavel por lesdes no nd sinoatrial dos animais domésticos e silvestres,
incluindo caes, gatos e roedores, € menciona o cao como seu principal reservatorio. Andrade et
al. (1988) e Scalabrine et al. (1996) verificaram lesdes diretas, funcionais e anatdmicas do no

sinoatrial, a partir da extensdo da miocardite pelo 7. cruzi, apds inoculagdo experimental.

Scalabrine et al. (1996) inoculou a forma tripomastigota do 7. cruzi em quatro caes de
raca nao definida e observaram discreta inflamacdo linfoplasmocitaria e infiltracdo de

polimorfonucleares no no sinoatrial.
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Resumo

A cinomose ¢ uma doenga sistémica viral e endémica que acomete mamiferos terrestres e
aquaticos e grandes felinos, porém a espécie mais acometida ¢ o cao. Outras doengas, como a
Erlichiose Canina (EC) pode ocorrer concomitantemente com a cinomose pelo seu carater
imunossupressor. Objetivou-se analisar os achados clinicos e hematoldgicos (leucograma,
plaquetograma e eritrograma) de cdes sorologicamente positivos para cinomose, ¢ avaliar a
ocorréncia concomitante de cinomose ¢ EC. Foram selecionados 22 caes com sintomatologia e
sorologia sugestiva de cinomose. Amostras de sangue foram coletadas e submetidas a analise
automatizada. Realizou-se ainda testes soroldgicos para confirmag¢do do diagndstico de
cinomose ¢ EC. Todos os 22 cdes que foram selecionados apresentando sintomatologia
sugestiva de cinomose e, destes, cinco (29,41%) também foram soropositivos para erlichiose.
Nenhum dos 22 caes apresentou corpusculos de inclusdo de Lentz ou moérulas no esfregaco de
sangue periférico. Os dados hematologicos dos 17 caes soropositivos somente para a cinomose
demonstraram que estes animais apresentaram discreta anemia normocitica normocromica e
leucocitose com neutrofilia. Animais com cinomose e erlichiose eram jovens e apresentaram
valores de leucdcitos dentro da normalidade e leve trombocitopenia. A maioria dos 17 caes com
cinomose ndo eram vacinados ou ndo apresentavam atualizacdo. As enfermidades apresentam
relativa similaridade entre si, tanto no aspecto clinico quanto laboratorial no que se refere aos

achados hematolédgicos. Dificultando em algumas situacdes o diagnostico clinico diferencial.

Hemograma, virus cinomose, Erlichia canis, sinais clinicos, ocorréncia

A cinomose ¢ uma doenga infectocontagiosa de origem viral que acomete canideos
domésticos e silvestres, procionideos, ursidaes, mamiferos aquaticos e, raramente, grandes
felideos (Gamiz et al. 2011). Tem uma gama extensa de hospedeiros, sendo o c3o o seu principal
reservatorio (Greene and Vandevelde 2012). O virus da cinomose pertence ao género
Morbillivirus, familia Paramixoviridae, ¢ um virus envelopado, pleomorfico e o seu genoma
viral consiste de uma fita de RNA (Martela et al. 2008).

As manifestacdes clinicas sdo sistémicas, abrangendo principalmente o sistema
respiratorio, gastrintestinal e neural. Trata-se de uma doenga caracterizada por imunossupressao
seguida de infec¢des secundarias, com os o6rgdos linfoides sofrendo hipotrofia a partir do

décimo dia de infeccao (Krakowka et al. 1980). Apesar de nenhum sinal
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clinico ser patognomonico da cinomose, a ocorréncia simultanea de um grupo de sintomas
facilita o diagndstico da doenca (Appel e Carmichael 1979).

Ehrlichia canis, o agente etiologico da Erliquiose Canina (EC), uma bactéria Gram
negativa pertencente a familia Rickettsiales, género Erlichia (Quim et al. 2005), de vida
intracelular obrigatéria de células hematopoiéticas maduras ou imaturas ¢ de mondcitos. Os
animais infectados por E. canis podem apresentar sintomas clinicos variados, incluindo
anorexia, perda de peso, hemorragias, linfadenomegalia e febre, além de anemia,
trombocitopenia e aplasia medular (Silva et al. 2009). A EC ¢ uma doenga de diagnostico dificil
por possuir varias manifestagdes atipicas, o que dificulta consideravelmente o diagnostico
clinico (Almosny e Massard 2002).

A cinomose e EC sdo enfermidades de alta prevaléncia principalmente nas regides tropicais
e subtropicais (Espindola et al. 2015) e compartilham sinais clinicos, podendo ocorrer
concomitantemente, devido ao carater imunossupressor de ambas.

Considerando a importancia destas doengas para os cies domésticos € com o intuito de
fornecer dados que auxiliem no diagnostico da cinomose e implementacdo de medidas
terap€uticas no caso da ocorréncia de ambas as doencas, objetivou-se analisar os aspectos
clinicos e hematolodgicos (eritrograma, plaquetograma e leucograma) de caes sorologicamente

positivos para cinomose, além de avaliar a ocorréncia concomitante de cinomose ¢ EC.

Material e Métodos

No periodo de junho a dezembro de 2016, foram selecionados para o estudo 22 cdes que
apresentaram sintomatologia sugestiva de cinomose. Estes animais foram encaminhados
voluntariamente ao Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (HV-UFU) por
seus proprietarios responsaveis para atendimento clinico.

Quanto a idade, os animais foram agrupados em: jovens (animais at¢ um ano de idade),
adultos (1 a 10 anos de idade) e idosos (maiores de 10 anos) (Fighera et al. 2008). Os sinais
clinicos considerados sugestivos para cinomose foram: anorexia, hipertemia, conjuntivite,
uveite, coriorretinite, queratoconjuntivite seca, descarga nasal mucopurulenta, pneumonia,
gastroenterite hemorrdgica ou nao, rigidez cervical, convulsdes, mioclonia, ataxia, paresia,
tetraparesia, pustulas, hiperqueratose nasal e/ou dos cochins plantares (Greene ¢ Vandevelde

2012).
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Foram coletadas amostras de sangue da veia safena utilizando agulhas descartaveis 21g. O
sangue colhido em tubo contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA-K3) foi submetido a
andlise automatizada em contador automatico de células ABC Vet Animal Blood Counter
(Horiba ABX Diagnostic Ltda, Sao Paulo — SP). A contagem diferencial de leucécitos foi
realizada por microscopia Optica, em extensdes sanguineas coradas pelo MayGriinwald Giemsa
(Matos e Matos 1988). Os resultados do hemograma foram confrontados com os valores de
normalidade descritos por Rizzi et al. (2010). A pesquisa de corpusculo de Lentz foi realizada
em esfregago de sangue de ponta da orelha corado pelo Giemsa.

Coletou-se ainda amostra de sangue em tubos plasticos sem anticoagulante para obtencdo
do soro a ser utilizado para sorologia de cinomose ¢ EC. O diagnéstico sorologico da cinomose
e erliquiose foi realizado utilizando-se teste de imunoensaio imunocromatografico para
detecgdo qualitativa de anticorpos (IgG e IgM) para Erlichia canis (Alere Erliquiose AcTest®)
e cinomose (Alere Cinomose AgTest®), seguindo instrugdes do fabricante.

Na anélise estatistica dos dados, as médias dos parametros avaliados no hemograma foram
comparadas entre os animais com cinomose € animais com cinomose € erlichiose. Teste de
Lilliefors foi utilizado para verificagdo da normalidade.

Para andlise das variaveis ndo paramétricas foi utilizado teste de Mann Whitney e para as
varidveis paramétricas analise de variancia com o teste F. Um p < 0,05 foi utilizado com

significancia.

Resultados

Vinte e dois cdes foram selecionados para estudo, sendo cinco machos (22,73%) e 17
(77,27 %) fémeas. Quanto a idade, oito (36,36%) cdes eram jovens, sete (31,82%) adultos e
sete (31,82%) idosos, sendo que 19 (86,3%) cdes eram sem raca definida (SRD) e um da raca
Poodle (4,54%), outro Cocker Spaniel (4,54%) e Pastor Alemao (4,54%).

Todos os 22 caes selecionados apresentaram sintomatologia sugestiva de cinomose foram
soropositivos e, destes, cinco (22,73%) foram soropositivos para erlichiose concomitantemente.

A frequéncia de sinais clinicos em 17 caes soropositivos para cinomose € em cinco caes
positivos para cinomose e erliquiose, concomitantemente, estio demonstrados na Tabela 1.
Todos os caes apresentaram mioclonia, sendo o achado clinico mais frequente e somente caes

de até oito meses de idade apresentaram pustulas abdominais.
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Corpusculos de inclusao de Lentz nao foram observados no esfregago sanguineo dos 22
cdes soropositivos para cinomose. Com relacdo a presenca de morula, os cinco animais
soropositivos para erliquiose e cinomose ndo apresentaram morulas no esfregago sanguineo.

Os valores médios do numero de hemadcias, teor de hemoglobina e do volume globular,
tanto nos caes soropositivos para cinomose como haqueles soropositivos para cinomose €
erliquiose foram inferiores aos valores de referéncia confrontados (Tabela 2).

Na comparac¢do das médias dos parametros avaliados no hemograma entre os animais com
cinomose e animais com cinomose ¢ erlichiose, somente a variavel HCM foi diferente entre os
grupos (p=0,0379), sendo a média menor no grupo com cinomose.

Os valores médios de plaquetograma (Tabela 2) nos cdes soropositivos para cinomose
permaneceram dentro dos limites de referéncia, enquanto que nos cinco caes soropositivos para
cinomose e erliquiose foram ligeiramente inferiores aos valores de referéncia confrontados.

Os valores médios dos leucdcitos totais, neutrofilos segmentados e bastonetes dos 17 caes
soropositivos apenas para cinomose permaneceram acima dos limites fisiologicos (Tabela 3),
caracterizando leucocitose por neutrofilia e desvio nuclear de neutrofilos para a esquerda
(DNNE). Dez caes (58,82%) apresentaram desvio nuclear neutrofilico para a esquerda e 12
neutrofilia (70,59%). Linfopenia foi observada em quatro (23,13%) cdes. A plaquetopenia foi
evidenciada em oito caes (47,06%).

No eritrograma, 10 animais com cinomose apresentaram anemia, predominando do tipo
normocitica normocrémica (n=7; 70,0%). Anemia normocitica hipocromica foi observada em
trés caes (23,08%) e macrocitica hipocromica em apenas um cao(10,0%).

Com relagdo aos cdes que apresentaram concomitantemente cinomose € erlichiose, dois
(40%) eram jovens, dois (40%) adultos e um (20%) idoso, ou seja, a intercorréncia das duas
enfermidades ocorreu principalmente em animais jovens e adultos.

Quanto as alteragdes hematoldgicas, dois (40%) caes soropositivos para cinomose €
erliquiose apresentaram anemia normocitica normocromica, dois (40%) anemia normocitica
hipocrémica e um (20%) microcitica normocromica.

Neste estudo, os animais com cinomose e erlichiose apresentaram, em média, valores
médios de leucocitos dentro da normalidade e discreta plaquetopenia observada em trés (60%)
caes.

No leucograma, 2 cdes (40%) apresentaram leucocitose. Um cdo (20%) apresentou

leucocitose por neutrofilia (DNNE) e o outro leucocitose com DNNE por linfocitose (20%).
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Um cdo (20%) apresentou leucopenia e os demais apresentaram valores de neutréfilos dentro
da normalidade. Trés caes (60%) apresentaram linfopenia e um (20%) linfocitose.

Quanto a imunizagao, cinco (5/22 - 22,7%) caes possuiam histdrico de vacinagdo completa,
segundo protocolo estabelecido no HV-UFU, de trés doses a partir de 45 dias e refor¢o anual.
Sete animais estudados (31,8%) ndo eram vacinados, seis (27,2%) possuiam vacina¢do

incompleta e quatro (18,18%) ndo possuiam informagao.

Discussao

A maioria dos caes com cinomose eram SRD, assim como relatado por Vicente et al (2010)
que encontraram em seu estudo 41% dos cdes SRD. Porém, a maioria dos autores confirma que
ndo hé predilecdo por sexo e raca (Headley e Graga 2000, Greene e Vandevelde 2012). Esta
discordancia se d4 pelo nimero de caes atendidos no HV-UFU ser predominantemente SRD.

Silva et al. (2009) e Santos et al (2012) relataram que a cinomose ¢ mais frequente em caes
com mais de um ano, fato também observado neste estudo, com a maioria dos cdes na faixa
etaria de adultos e idosos. Entretanto, Correa e Correa (1992) citam que a incidéncia ¢ mais alta
entre os 60 e 90 dias de vida, periodo em que diminui a taxa de anticorpos maternos e que, no
entanto, cdes até os dois anos podem ser afetados em funcdo da ndo vacinacdo, falhas
imunologicas ou auséncia de contato com o virus. Estes autores ainda relatam que caes a partir
dos 7-9 anos também podem desenvolver a doenga.

Apesar da mioclonia ser o sinal clinico mais frequente nos animais com cinomose, ela nao
¢ uma manifestacdo clinica especifica da cinomose, podendo estar presente em enfermidades
causadas por outros paramixovirus, como a parainfluenza canina (Greene ¢ Vandevelde, 2012).
Caninos com doenca renal cronica e uremia também podem apresentar manifestagdes
neuroldgicas e entre elas a mioclonia (Polzin et al, 1992). Além disto, os caes com cinomose €
EC também apresentaram mioclonia.

Nenhum sinal clinico pode ser considerado patognomonico da cinomose, porém a
ocorréncia simultanea de distirbios neuroldgicos multifocais acompanhados de febre,
transtornos respiratorios, diarréia, corrimento ocular, hiperqueratose, mioclonias, linfopenia,
coriorretinite e historia de ndo vacinacao sao indicativos de cinomose (Farrow e Love 1983).

Neste estudo corpusculos de Lentz ndo foram observados nos cdes soropositivos para
cinomose. Inclusdes sdo raras em esfregacos sanguineos de cdes com cinomose (Jain 1993).

Silva et al. (2005) relataram que somente 21% dos cdes com cinomose apresentaram



35

corpusculo de Lentz e Schweigert et al. (2008) verificaram 38,8 %. Um cdo macho, 2 anos de
idade, SRD, soronegativo para erliquiose, apresentou mérula no mondcito.

O diagnostico de cinomose baseado somente na presenca de inclusdes deve ser avaliado
com precaucao, pois as inclusdes sao inespecificas. A presenga de inclusoes de Lentz deve ser
associada aos sinais clinicos sugestivos da afec¢ao para estabelecimento do diagndstico.
Granulagdes azurdfilas em linfocitos e fagocitose nuclear podem confundir com a inclusao
celular pela Ehrlichia sp (Greene e Vandevelde, 2012).

Do mesmo modo, nenhum dos cinco cdes com cinomose ¢ EC apresentou moérulas no
esfregago sanguineo. Guedes et al (2015) encontraram morulas em esfregagco sanguineo de
12,4% dos cdes com EC. Entretanto, Espindola et al. (2015) relataram que a frequéncia de
moérulas em cdes com EC ¢ menor que 1%. Estas podem ser confundidas com inclusdes
decorrentes de infecgdes bacterianas severas do corpusculo de Duhle, virus (inclusive o da
cinomose) ou doengas autoimunes (Sonne et al. 2009).

Anemia normocitica normocrdmica e leucocitose com neutrofilia foram os principais
achados hematologicos nos cdes com cinomose. Outros autores também observaram estas
alteracdes, como Almeida et al. (2009) que observaram discreta a moderada anemia normocitica
normocromica, linfopenia e desvio dos neutrofilos para a esquerda.

A anemia ¢ um achado frequente no hemograma de caes com cinomose (Silva et al. 2005,
Greene e Vandevelde 2012, Vicente et al 2010, Santos et al 2012). Segundo Tvedten e Weiss
(2000), as anemias discretas geralmente sdo arregenerativas, podendo ser resultantes de doencga
inflamatoria. Na doenca inflamatoria, a liberacdo de interleucina-1 pelos macrofagos torna o
ferro pouco disponivel para a produg@o de hemadcias, além de ocorrer diminui¢ao da sobrevida
dos eritrocitos com aumento da sua destruicdo pelos macrofagos. Ha ainda diminuigdo da
resposta a anemia devido a baixa produgdo de eritropoetina, diminuigdo da resposta da medula
Ossea a eritropoetina e falta de ferro, levando a limitagao da eritropoiese (Waner e Harrus 2000).

A leucocitose com neutrofilia também foi relatada por Tudury et al. (1997) em caes com
cinomose e apresentando sintomatologia nervosa. No presente estudo, a predominancia da
leucocitose esté relacionada ao fato dos animais selecionados j& estarem em fase terminal e com
infeccdo bacteriana secundaria. A leucopenia ocorre no inicio da infec¢do (4 a 6 dias), sendo
que o cao com cinomose desenvolve linfopenia, monocitose e leve neutrofilia com a doenga
instalada (Greene e Vandevelde 2012). Ja a leucocitose pode ocorrer devido a infeccao

bacteriana secundaria (Jain, 1993).
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Desvio nuclear neutrofilico para a esquerda regenerativo também foi relatado por Almeida
et al. (2009), com 88,9% apresentando aumento da contagem de bastonetes, que segundo
Stockham e Scott (2002) pode caracterizar resposta neutrofilica a inflamagao.

Varios autores citam a linfopenia como achado hematologico relevante na cinomose
(Tudury et al. 1997, Silva et al. 2005, Negrao et al 2007, Vicente et al 2010, Santos et al 2012)
em virtude do virus da cinomose provocar atrofia do tecido linféide na fase inicial da doenga
(Jain 1993). Neste estudo 23,52% dos caes apresentaram linfopenia e a maioria dos animais
apresentou numero de linfocitos dentro da normalidade. Este fato pode estar associado ao fato
de cdes estarem em estagios diferentes da doenga e a reagdo do sistema imune na tentativa de
estabelecer a cura.

A maioria dos caes com cinomose apresentaram plaquetotomia. Resultados relatados por
Silva et al (2005) e Vicente et al (2010) também demonstraram este achado, com percentuais
de 69% e 36,7% respectivamente.

A intercorréncia da cinomose ¢ EC ocorreu em 29,41% dos cdes e principalmente em
animais jovens. A cinomose canina pode ocorrer concomitante com a erliquiose, considerando-
se que o virus da cinomose ¢ um agente imunossupressor, predispondo o cdo enfermo a
infec¢des secundarias (Almeida et al. 2009, Miranda et al 2011, Vicente et al. 2011, Santos et
al. 2012, Girardi et al. 2014).

Casos de ocorréncia concomitante de erlichiose e cinomose ja foram descritos na literatura.
Miranda et al. (2011) relataram caso de um cdo sem alteracdes neurologicas que teve
diagnodstico confirmado de erlichiose, cinomose e babesiose. A ocorréncia de cinomose,
erlichiose e toxoplasmose também foi relatada por Girardi et al. (2014) e estes autores sugeriram
que a imunossupressao causada pelo virus da cinomose resulte na re-ativagao de uma infecg¢ao
latente, pelo rompimento de cistos dormentes de Toxoplasma gondii.

Caes com cinomose e EC apresentaram anemia normocitica hipocromica. A EC e cinomose
evoluem com um quadro de anemia normocitica normocromica, plaquetotomia, leucopenia,
linfopenia e monocitose (Negrao et al. 2007).

A plaquetotomia foi observada em trés (60%) caes, valor abaixo do relatado por Mendonga
et al (2005) em caes com erlichiose. Skotarczak (2003) afirmou que a plaquetotomia na
erliquiose ¢ de amplitude moderada, contudo, a plaquetotomia pode estar presente na cinomose
e erliquiose isoladamente.

A plaquetotomia estéd frequentemente associada a infec¢do pelo Anaplasma platys e ocorre

também na infec¢do pelo virus da cinomose e pela Erlichia canis (Negrao et al. 2007).
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A plaquetotomia nao pode ser utilizada como critério para diagndstico de erlichiose,
considerando que infecgdes causadas por outros parasitas podem provoca-la.

Apesar de Thrall et al (2012) citar a neutropenia como achado importante na cinomose,
tanto os animais com cinomose quanto aqueles que apresentaram as duas enfermidades
conjuntamente, ndo apresentaram neutropenia.

Do ponto de vista hematologico, plaquetotomia e anemia sdo achados comuns na EC. As
diferentes fases da EC, bem como a resposta imune individual e co-infec¢des podem influenciar
o resultado de exames hematologicos (Mendonga et al. 2005).

Quanto a imunizagdo, somente 5 (22,7%) caes possuiam histdrico de vacina¢do completa.
Tudury et al. (1997) relataram que apenas 18,52% dos cdes com manifestagdo neurologica da
cinomose foram submetidos a um correto programa de vacinagao.

Neste estudo, apesar da vacinagdo completa, cinco animais adoeceram. Fatores como a
qualidade da vacina, a sua manuten¢ao inadequada, o estado imune do cdo e cepas variantes,
podem comprometer o estado imunologico do cao tornando-o suscetivel a doenga (Martella et
al. 2011, Fischer et al. 2016) e caes vacinados corretamente podem adquirir a doenga. Outro
fator a ser considerado ¢ a ocorréncia de mutagao do virus (Budaszewski et al. 2014), tornando
a vacina in6cua.

Caes nao vacinados ou com vacinacao incompleta sdao passiveis de contrairem o virus da
cinomose (Fischer et al. 2016) sendo que os caes jovens, desprovidos de vacinas sdo mais
susceptiveis quando comparados aos adultos e idosos (Budaszewski et al. 2014).

Conclui-se que mioclonia ¢ o achado clinico mais frequente na cinomose. A plaquetopenia
foi um achado hematologico importante, tanto nos caes com cinomose quanto nos caes com
cinomose ¢ erlichiose. A cinomose canina pode ocorrer concomitantemente com a erlichiose,
considerando que a Erlichia sp também ¢ imunossupressora. Apesar dos agentes etiologicos
serem de taxonomias diferentes, as enfermidades apresentam relativa similaridade entre si, tanto

no aspecto clinico quanto hematologico, dificultando o diagnoéstico clinico diferencial.
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Tabela 1. Frequéncia de sinais clinicos em 22 cdes com cinomose € em cinco caes com

cinomose e erlichiose, concomitantemente, Uberlandia, 2017.

SINAL CLINICO ANIMAIS COM CINOMOSE ANIMAIS COM
(N=17) CINOMOSE E
ERLICHIOSE (N=5)
Desidratacao 11 (69,7%) -
Mioclonia 17 (100%) 5 (100%)
Paresia flacida 10 (58,82%) -
Ataxia 2 (11,76%) -
Convulsao 3 (17,69%) 1 (20%)
Hiperqueratose nasal 2 (11,76%) -
Hiperqueratose de 2 (11,76%) -
Pustulas abdominais 3 (17,69%) 1 (20%)
Palidez de mucosas 9 (52,94%) 2 (40%)
Ictericea 3 (17,69%) -
Conjuntivite purulenta 12 (70,58%) 4 (80%)
Secre¢ao nasal 8 (47,5%) -
Diarréia 4 (23,53%) -
Epistaxe 1 (5,8%) -

Arritmia cardiaca

2 (11,76%)

N= Numero de Cies



Tabela 2. Frequéncia dos achados no eritrograma e plaquetograma de 17 caes soropositivos

para cinomose € cinco caes soropositivos para cinomose e erliquiose.

Cinomose Cinomose ¢ erliquiose
Paraimetros (N=17) (N=5)
Hemacias normal 07 (41,18%) 01 (20,00%)
aumentado 00 (00,00%) 00 (00,00%)
diminuido 10 (52,82%) 04 (80,00%)
Hemoglobina normal 07 (41,18%) 01 (20,00%)
aumentado 00 (00,00%) 00 (00,00%)
diminuido 10 (58,82%) 04 (80,00%)

Volume globular ~ normal 07 (41,18%) 01 (20,00%)
aumentado 00 (00,00%) 00 (00,00%)
diminuido 10 (58,82%) 04 (80,00%)
VCM normal 15 (82,24%) 03 (60,00%)
aumentado 02 (11,76%) 00 (00,00%)
diminuido 00 (00,00%) 02 (40,00%)
CHCM normal 14 (82,35%) 02 (40,00%)
aumentado 00 (00,00%) 00 (00,00%)
diminuido 03 (17,65%) 03 (60,00%)
Plaquetas normal 06 (35,29%) 02 (40,00%)
aumentado 03 (17,65%) 00 (00,00%)
diminuido 08 (47,06%) 03 (60,00%)
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Tabela 3. Frequéncia dos achados no leucograma de 17 caes soropositivos para cinomose ¢

cinco caes soropositivos para cinomose e erliquiose.

Cinomose Cinomose ¢ erliquiose
Parametros (N=17) (N=5)
Leucécitos totais normal 08 (47,06%) 02 (40,00%)
aumentado 08 (47,06%) 02 (40,00%)
diminuido 01 (5,88%) 01 (20,00%)
Neutrofilos normal 07 (41,18%) 02 (40,00%)
em bastdo
aumentado 10 (58,82%) 03 (60,00%)
diminuido 00 (00,00%) 00 (00,00%)
Neutrofilos normal 05 (29,41%) 04 (80,00%)
totais
aumentado 12 (70,59%) 01 (20,00%)
diminuido 00 (00,00%) 00 (00,00%)
Eosinofilos normal 06 (35,29%) 04 (80,00%)
aumentado 01 (5,88%) 00 (00,00%)
diminuido 10 (58,83%) 01 (20,00%)
Basofilos normal 16 (94,12%) 05 (100,00%)
aumentado 01 (5,88%) 00 (00,00%)
diminuido 00 (00,00%) 00 (00,00%)
Mondcitos normal 06 (35,29%) 02 (40,00%)
aumentado 03 (17,65%) 00 (00,00%)
diminuido 08 (47,06%) 03 (60,00%)
Linfocitos normal 12 (70,59%) 01 (20,00%)
aumentado 01 (5,88%) 01 (20,00%)
diminuido 04 (23,53%) 03 (60,00%)
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ALTERACOES ANATOMOPATOLOGICAS EM CAES SOROPOSITIVOS PARA
CINOMOSE E DETECCAO DO VIRUS EM NO SINOATRIAL

RESUMO

A cinomose canina ¢ uma doenga viral que afeta varios sistemas, dentre eles o cardiovascular.
Objetivou-se identificar o virus da cinomose canina no nd sinoatrial (NSA) de caes
sorologicamente positivos para cinomose, através da reacdo em cadeia da polimerase, precedida
de transcrigdo reversa (RT-PCR), além de analisar os achados macroscopicos ¢ histologicos da
cinomose no coragdo ¢ outros tecidos. Foram coletados fragmentos de tecidos € do NSA de 17
caes sorologicamente positivos para cinomose que vieram a Obito e foram necropsiados no
periodo de outubro de 2015 a dezembro de 2016. No coragao observou-se dilatacao cardiaca
direita em 13 caes (76,47%) e hipertrofia concéntrica esquerda em dois caes (11,76%).
Microscopicamente observou-se miocardite linfocitica em quatro (23,53%) caes e 41,18%
(7/17) apresentou corpusculos de inclusdo viral no epitélio vesical. Somente um (5,88%) cao
apresentou fragmento alvo de 319 bp para cinomose utilizando os primers VCC1 e VCC2, no
no6 sinoatrial. Conclui-se que o VCC pode localizar-se no no sinoatrial de caes naturalmente
infectados, como demonstrado neste estudo pela técnica de RT-PCR, refor¢cando a hipdtese de
que o VCC ¢ capaz de provocar lesdes inflamatorias no no sinoatrial dessa espécie. Alteragdes
cardiacas macroscopicas e microscopicas, principalmente dilatacdo cardiaca e miocardite, sdo
frequentemente observadas em cdes com cinomose. Inclusdes virais nas células epiteliais da

bexiga sao importante achado microscopico para diagnostico da cinomose.

Palavras-chave: No-sinoatrial. Canina. Cinomose. Cardiopatias.

ABSTRACT
Canine distemper is a viral disease that affects several systems, including the cardiovascular

system. The objective of this study was to identify canine distemper virus (CDV) in the
sinoatrial node (SAN) of dogs serologically positive for distemper, through polymerase chain
reaction, preceded by reverse transcription (RT-PCR), and to analyze the macroscopic and
histological findings of distemper in the heart and other tissues. SAN and tissue fragments were
collected from 17 serologically positive dogs that died and were necropsied from October 2015
to December 2016. In the heart, right heart dilatation was observed in 13 dogs (76.47%) and
left concentric hypertrophy in two dogs (11.76%). Microscopically,
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lymphocytic myocarditis was observed in four (23.53%) dogs and 41.18% (7/17) presented
viral inclusion corpuscles of CDV in the bladder epithelium. Only one (5.88%) dog presented
a 319 bp target fragment for distemper virus using primers CDV 1 and CDV 2 at the sinoatrial
node. In conclusion, CDV can be located in the sinoatrial node of naturally infected dogs, as
demonstrated in this study by the RT-PCR technique, reinforcing the hypothesis that CDV is
capable of causing inflammatory lesions in the sinoatrial node of this species. Macroscopic and
microscopic cardiac changes, mainly cardiac dilatation and myocarditis, are frequently
observed in dogs with distemper. Viral inclusions of CDV in bladder epithelial cells are an

important microscopic finding for the diagnosis of distemper.

Keywords: Sinoatrial node. Canina. Distemper. Cardiomyopathy.

1. Introducio

O no sinoatrial (NSA) € o responsavel pelo inicio do ritmo cardiaco e essencial para a
fisiologia normal do coracdo (JOUNG et al., 2011). Juntamente com o no atrioventricular, os
ramos do feixe de His e as fibras de Purkinge sdo denominados sistema especializado de
conducao do coracao (CUNNINGHAM; KLEIN, 2008).

A disfungdo do NSA tem etiologias multifatoriais. Manfred et al. (2008) e Andrade et
al. (1988) citaram que o NSA também apresenta um adensamento do seu estroma com o avangar
da idade e que a disfuncdo do nd sinoatrial pode ser considerada um fendmeno do
envelhecimento.

Sao escassas as publicagdes sobre microrganismos que lesam o NSA de canino. A
possibilidade do virus da cinomose canina (VCC) causar lesdo especificamente neste local,
como aventado por Mendonga e Coelho (2006), despertou o interesse em se verificar a presenga
do virus nesta estrutura cardiaca. Também Nelson e Couto (2015) relataram que viroses
cardiotropicas desempenham importante papel na patogenia da miocardite em vdrias espécies.

O virus da cinomose canina ¢ o maior patégeno de caes e carnivoros silvestres e a sua
infeccdo € relevante em todos os continentes e esta associada com alta mortalidade e morbidade.
No cdo, desenvolve manifestacdes respiratorias, gastrointestinais, dermatolédgicas, oftalmicas,

neurologicas e pode causar miocardite [7].
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Higgins et al. [8] inocularam cepa virulenta do VCC em cées e 36% apresentaram lesdes
cardiacas. Ja Resende et al. 2009 [9] analisaram miocardio do ventriculo esquerdo de caes
soropositivos para cinomose e verificaram miocardite em 42,8% dos animais.

Araujo, 2017 [10] avaliou a influéncia do virus da cinomose sob o sistema
cardiovascular e verificou que hd atuacdo do virus no sistema excitatorio e condutor
especializado do coragdo. Mendonga e Coelho, 2006 [5] estudaram lesdes no NSA de caes
sorologicamente positivos para cinomose e observaram dilatacdo cardiaca em 97,14% dos
animais, além de altera¢des inflamatorias e degenerativas. Bastos et al. 2007 [11] também
verificaram lesdes microscopicas degenerativas, vasculares e inflamatérias no NSA em
coragdes dilatados de cdes com suspeita clinica de cinomose.

O VCC pertence ao género Morbillivirus da familia Paramixoviridae [12] e ¢ um virus
RNA fita simples de polaridade negativa. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido
utilizada para diagndstico da cinomose e as principais vantagens dessa técnica, precedida por
uma etapa de transcri¢ao reversa (RT-PCR) para os virus RNA, incluem a rapidez na obtengao
dos resultados, a ndo exigéncia da infecciosidade da particula viral e os altos niveis de
sensibilidade e especificidade. Frisk et al. 1999 [13]. Gebara et al. 2004 [14].

Assim, objetivou-se identificar o VCC no NSA de caes sorologicamente positivos para
cinomose, através do exame da RT-PCR, além de analisar os achados macroscopicos e

histologicos da cinomose no coragdo e outros tecidos.

2. Materiais e Métodos

2.1 Animais e local do estudo

Foram selecionados casos de caes necropsiados no Laboratorio de Patologia Animal do
Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de
Uberlandia (HV — FMV — UFU), no periodo de outubro de 2015 a dezembro de 2016. Os
animais haviam recebido o diagnostico clinico e sorologico de cinomose, porém nao
responderam a terapéutica convencional para a doenca e vieram a dbito natural.

O diagnostico clinico foi realizado com base nos sinais: anorexia, hipertemia, conjuntivite,
neurite Optica, uveite, coriorretinite, queratoconjuntivite séca, inflamagao do trato respiratério
alto com descarga nasal mucourulenta, pneumonia, gastroenterite hemorragica ou nao, rigidez
cervical, convulsdes, mioclonia, ataxia de origem cerebelar ou vestibular, paresia, tetraparesia,

pustulas vesiculares, hiperqueratose nasal e/ou dos cochins
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plantares, linfocitopenia, trombocitopenia e anemia Deem et al. 2000[15]; Greene et al. 1990
[16]. O diagnostico soroldgico da cinomose foi realizado utilizando-se teste de imunoensaio
imunocromatografico para detecc¢ao qualitativa de anticorpos (IgG e IgM) para cinomose (Alere
Cinomose AgTest®).

Com relacao a idade, os animais foram divididos em trés grupos: jovens (até um ano de
idade); adultos (de um a nove anos de idade) e idosos (dez anos de idade ou mais), segundo
Fighera et al. 2008 [17]. Dados como raga, idade, sexo e lesdes macroscopicas observadas
durante a necropsia foram registrados.

A necropsia foi realizada em até 30 minutos ap6s o Obito e na impossibilidade da
realizacdo o corpo era mantido sob refrigeracdo em camara fria por um periodo maximo de trés
horas. No inicio do procedimento necroscopico, incidiu-se as articulagdes costocondrais e a
cavidade toracica foi exposta. Procedeu-se a retirada do coragao e, utilizando-se material estéril,
coletou-se fragmento de 2 cm da porcao inicial da veia cava cranial caudal, préximo a regido
do sulco terminal, onde esté localizado o NSA. O fragmento contendo o NSA foi imediatamente
acondicionado em criotubo estéril e mantido em recipiente contendo gelo picado até o
armazenamento em ultrafreezer -80°C.

A técnica de necropsia foi realizada seguindo-se a sequéncia de inspe¢do de 6rgaos da
ficha de necropsia do Laboratorio de Patologia Animal (HV — FMV — UFU). Foram coletados
fragmentos de miocardio, pulmao, pancreas, figado, bexiga (para pesquisa de corpusculos de
inclusdo do virus da cinomose), rim e de outros tecidos que apresentavam alteragdes
macroscopicas. Os fragmentos foram fixados em formol tamponado 10% por 48 horas e
rotineiramente processados para confec¢dao de laminas histologicas coradas com Hematoxilina

e Eosina (HE). Tolosa et al. 2003[18].
2.2 Detecc¢do do virus da cinomose pela RT-PCR

Os fragmentos contendo o no sinoatrial mantidos em ultrafreezer -80°C foram utilizados
para extragdo de RNA viral utilizando o reagente Trizol® (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), conforme instrugdes do fabricante, no Laboratério de Imunologia da Universidade
Federal de Uberlandia.

A primeira fita de DNA complementar (cDNA) foi sintetizada de 2 ug de RNA total.
Inicialmente foi adicionado 25pmol do primer reverso CDV cepa Onderstepoort VCC02 (5°-
GATTGCTTAGGACCAGTAGC-3") a 2 pg de RNA e foi feita desnaturagao a 70°C por 10

minutos. Logo apds foi adicionada a transcriptase reversa Impron II (Promega, Madison, W1,
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USA), 2ul; 250 uM de dNTP mix, 8ul de tampao da RT, cloreto de magnésio 3mM, 2ul de
Dithiothreitol (DTT) a 20mM e 4gua livre de RNAse para completar o volume final de 40pul. A
reacdo foi incubada a 42° C por 1 hora, depois foi resfriada a 4°C e mantida a -80°C até o uso.

O cDNA do nucleocapsideo do virus da cinomose canina e o gene constitutivo de cdo
(b-actina) foram amplificados em amostra de papa de leucécitos de cdo clinicamente doente e
também o virus RNA da vacina contra cinomose que foram utilizados como controle positivo
da reacgdo. Primers especificos que amplificavam o gene do nucleocapsideo foram utilizados,
conforme Del Puerto et al. [19]: VCCO1, forward, (5'-CAGCACCGTACATGGTTATC-3") e
VCCO02 reverso (5 -GATTGCTTAGGACCAGTAGC-3") que amplifica um fragmento de
319pb; e primers especificos para p-acinta: F (5'-CACCTTCTACAACGAGCTGCG-3") e R
(5'-ATCTTCTCACGGTTGGCCTTG-3") que amplifica um fragmento de 93pb. Foi utilizado
S5ul do cDNA de cada amostra; 25 pmol de cada primer; 250 uM de dNTP mix (Promega,
Madison, WI, USA); 2 mM MgCl2; 1,25 U GoTaq® Flexi DNA Polimerase (Promega,
Madison, WI, USA) ou 0,25ul; tampao da Taq (10ul) e 4gua ultra pura para completar o volume
final de 50 pL. As condi¢des da PCR foram: desnaturagdo inicial a 93°C por 2 minutos, 1 ciclo
e a seguir 40 ciclos de desnaturagdo a 93° C por 1 minuto, anelamento a 56° C por 1 minuto, e
extensdo a 72°C por 1 minuto. Extensao final a 72° C por 5 minutos.

Os produtos amplificados foram separados por um sistema de eletroforese horizontal
(Loccus Biotecnologia LCH, Sao Paulo, SP, BR) em gel de agarose 1,5% e visualizados com

SYBR SAFE DNA GEL STAIN (Invitrogen, Eugene, Origon, USA).

3. Resultados

3.1 Dados Gerais
3.1.1 Materiais € Métodos

Foram utilizados 17 cdes sorologicamente positivos € com sintomatologia clinica
compativel com cinomose. Quatro eram machos e 13 fémeas, com relacdo a raga 15 eram caes
sem raca definida (SRD), um Poodle e um Cocker. Quanto a idade sete (41,18%) eram jovens,

trés (17,64%) adultos e sete (41,18%) eram idosos.

3.2 Alteragdes Cardiacas
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Com relagdo ao aspecto macroscopico do coracao, as alteracdes evidenciadas foram:
dilatacdo cardiaca direita em 13 cdes (76,47%) (Figura 1) e hipertrofia concéntrica esquerda em
dois caes (11,76%). Microscopicamente observou-se miocardite linfocitica em quatro (23,53%)

caes (Tabela 1).

5 T

A B

Figura 1. Coragdes de cdes sorologicamente positivos para cinomose. (A) Coracdo globoso, com
diametros longitudinal e transversal semelhantes; (B) hipertrofia concéntrica esquerda e vasos
sanguineos congestos; (C) dilatagdo cardiaca direita.

3.3 Alteragdes em outros 6rgaos

Macroscopicamente, esplenomegalia foi observada em 6/17 (35,29%) e hepatomegalia
estava presente em 3/17 (17,64%) dos caes soropositivos para cinomose.

Microscopicamente, nefrite intersticial foi observada em 12/17 (70,58%) dos caes e em
41,18% (7/17) havia corpusculos de inclusdo viral no epitélio vesical (Figura 2). No sistema
digestorio as principais alteragdes foram lipidose hepatica e enterite (8/17 - 47,05% dos caes) e
em 5,88% (1/17) dos caes havia corpusculos de inclusdo viral nos hepatdcitos. Pneumonia foi
observada em nove caes (52,94%). No baco, atrofia linfoide foi observada cinco caes (29,41%)

(Tabela 1).
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Tabela 1. Achados microscopicos de 17 caes soropositivos para
cinomose, Uberlandia, 2017.

ACHADOS MICROSCOPICOS N. ABSOLUTO (%)
Sistema cardiovascular
Miocardide focal linfocitica 4 (23,52%)
Sistema urindrio
Nefrite interticial linfoplasmocitaria 12 (70,58%)
Inclusdo intranuclear epitélio vesical 7 (41,17%)
Cistite linfocitaria 2 (11,76%)
Sistema digestorio
Lipidose Hepatica 8 (47,05%)
Enterite 8 (47,05%)
Hepatite linfoplasmocitaria 7 (41,16%)
Pancreatite linfoplasmocitaria 3 (17,64%)
Necrose hepatica 1 (5,88%)
Inclusdo intranuclear em hepatdcitos 1 (5,88%)
Hemorragia capsular do pancreas 1 (5,88%)
Sistema respiratorio
Pneumonia linfoplasmocitaria 7 (41,16%)
Pneumonia purulenta 2 (11,76%)
Sistema hematocitopoietico
Atrofia linfoide bago 5(29,4%)
Hemossiderose bago 2 (11,76%)
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Figura 2. (A) Corptisculos de inclusdo intranucleares (seta preta) do virus da cinomose
em epitélio de bexiga de cdo naturalmente infectado. (B) Miocardite em cao
naturalmente infectado pelo virus da cinomose.

3.4 RT-PCR

Dos 17 caes soropositivos para cinomose, um (5,88%) apresentou fragmento alvo de
319 bp para cinomose utilizando os primers VCC1 e VCC2, no n¢ sinoatrial através da técnica
RT-PCR (Figura 3).

Este animal era uma cadela de quatro meses de idade, SRD e com esquema vacinal

incompleto. Clinicamente apresentou mioclonia, pustula abdominal, paraqueratose nos
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cochins plantares e plano nasal. A necropsia apresentou dilatacdo cardiaca direita, pancreatite
histioplasmocitaria, pneumonia linfoplasmocitéria, atrofia linfoide no bago e plaquetopenia

(12.000 plaquetas). uL de sangue.

' 400 bp

319bp ———b e s 300 bp

- : s 200 bp
BEEsssEBae - o

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose de produtos de RT-PCR utilizando primers especificos
para a proteina do nucleocapsideo do virus da cinomose (319pb). Colunas 1 a 10 amostras de
fragmento de no sinoatrial. PM: padrao de peso molecular. Os produtos foram visualizados com
SYBR SAFE DNA GEL STAIN. Das 10 primeiras amostras testadas, uma delas (Amostra 6 -
codigo 96708) apresentou fragmento alvo de 319 bp para cinomose utilizando os primers VCC1
e VCC2.

4. Discussao

No presente estudo a maioria dos cdes com cinomose eram adultos ou idosos. Silva et
al. 2009 [19] e Santos et al. 2012 [20] relataram que a cinomose ¢ mais frequente em cdes com
mais de um ano de idade, assim como observado em nossos achados. Porém a doencga pode
atingir caes de idades variadas, como relatado por Correia e Correia. 1992 [21] ao afirmarem
ser a incidéncia da cinomose maior entre 60 € 90 dias de idade. Porém, estes mesmos autores

relataram que a doenca pode se desenvolver em animais a partir de 7 a 9
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anos, idade observada no presente estudo. Ja a letalidade ¢ maior em caes jovens. Correia e
Correia. 1992 [21], principalmente quando o virus atua no sistema nervoso central.

Embora a doenga tenha sido observada mais freqiientemente em fémeas (76,47%) e em
caes sem raca definida (88,23%), nenhuma predisposi¢do sexual ou racial ¢ comprovada na
cinomose canina. Headley e Graga. 2000 [23] e Greene. 2012 [24].

No presente estudo 76,47% dos caes apresentaram dilatacdo cardiaca. Véarios s3o os
agentes capazes de provocar a dilatagdo cardiaca. Januz et al. 2014 [25] acompanharam caes
cardiopatas e observaram 63,63% com dilatacdo cardiaca, identificando a presenca da Borrelia
burgdorferi 54,54% caes. Estes autores citaram ainda a cinomose e a erliquiose como possiveis
agentes responsaveis pela miocardite e a dilatagdo cardiaca.

O virus da cinomose € pantrdpico e pode afetar a musculatura cardiaca e a sua associagdo
com lesdes cardiacas ja foi citada por Mendonga e Coelho. 2007 [5] e Resende et al. 2009 [9].
Mendonca e Coelho. 2007 [5] avaliaram caes soropositivos para cinomose ¢ identificaram
97,14% dos coracdes com dilatacdao cardiaca e Resende et al. 2009 [7] 88,57%. Higgins et al.
1981 [8] estudaram cdes inoculados com o VCC e constataram dilatacao cardiaca em somente
um cao (9,09%).

A miocardite linfocitica, observada no presente estudo, pode estar associada a presenga
do virus no tecido. A resposta imunolédgica do hospedeiro contribui para instalagcdo do processo
inflamatorio e consequentemente lesdo do miocéardio. Nelson e Couto. 2010 [26], Mendonga e
Coelho. 2007 [27].

A miocardite linfocitica € relatada por varios autores. Wooley et al. 2007 [8; 28; 5; 31;
29; 9] como lesao associada ao virus da cinomose. Resende et al. 2009 [9] estudando caes com
cinomose, encontraram 42,8% com miocardite linfocitaria, além de degenera¢do hialina
(31,4%), hiperemia (14,3%) e hemorragia (11,4%). Porém, Sonne et al. 2009 [28] ndo
observaram alteracdes microscopicas significativas no coragcdo de caes com cinomose.

Kaneshige et al. 2007 [29] citaram como possiveis viroses associadas a miocardite a
cinomose e parvovirose, além de bactérias e protozoarios como o Tripanosoma cruzi. Scalabrini
et al. 1996 [30] estudaram caes infectados com Tripanosoma cruzi e observaram miocardite e
inflamacao no no sinoatrial. Ja4 Woolley et al. 2007 [31] relataram o virus da cinomose canina
como responsavel por miocardite, além de parvovirus, bactérias, Borrelia burgdorferi e a
leishmaniose.

No presente estudo, ndo foi possivel avaliar microscopicamente a regido do no
sinoatrial, uma vez que o mesmo foi colhido para identificagdo do VCC pela RT-PCR. No

entanto, Bastos et al. 2007[11] verificaram lesdes microscopicas no n6 sinoatrial de caes com
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dilatacdo cardiaca, tais como inflamacao linfocitaria (45,3%), degeneragdo hialina (26,2%),
degeneragdo gordurosa (9,5%) e hemorragia (7,1%).

Mendonga e Coelho. 2006 [5] também estudaram lesdes no nd sinoatrial de caes
sorologicamente positivos para cinomose € observaram infiltragdo linfocitaria em 42,86%;
infiltracdo gordurosa em 28,57%; degeneracdo hialina em 8,57%; hemorragia em 18,57% e
auséncia de lesdes em 25,7%.

Araujo. 2017 [10] avaliou a influéncia do virus da cinomose sob o sistema
cardiovascular e verificou que hd atuacdo do virus no sistema excitatorio e condutor
especializado do coragdo. Caes positivos para o virus da cinomose apresentaram diminui¢ao da
variabilidade da frequéncia cardiaca e a negatividade de arritmias ao holter.

Varios agentes tém sido incriminados como causadores de lesdes no n6 sinoatrial, porém
ndo ha relatos de identificagdo do agente nesta estrutura anatdomica. No presente estudo foi
possivel detectar o virus da cinomose no NSA pela técnica de RT-PCR comprovando que este
virus pode localizar-se no né sinoatrial de cdo. Estudos realizados at¢é o momento citam
processo inflamatdrio nesta estrutura cardiaca, porém sem identificagdo do o agente etioldgico
responsavel pela inflamagdo. Da mesma maneira, at¢ o momento ha relatos da presenga do
VCC, detectado por RT-PCR, em varios tipos de amostras bioldgicas e tecidos, porém nao

especificamente no noé sinoatrial.

VCC foi detectado em baixos niveis (2,79x10* copias de RNA / pL) no coragdo de

cdo positivo para cinomose e em niveis elevados em outros tecidos, tais como pele, misculo e
mucosa oral, com carga viral variando de 2,10 x 10°a 4,25 x 10® uL. Elia et al. 2006 [32].

Estudos anteriores utilizando a técnica de RT-PCR haviam demonstrado RNA do VCC
em outros tecidos e fluidos. VCC foi detectado por RT-PCR em 86% de amostras de soro e
88% de amostras de sangue total e liquido cerebroespinhal de cdes com cinomose confirmados
imuno-histoquimicamente. Frisk et al. 1999 [13], Gebara et al. 2004 [14] obtiveram
amplificacdo do gene da nucleoproteina do VCC 47,1% das amostras de urina provenientes de
caes com sinais clinicos sugestivos de cinomose.

Na dependéncia da forma de apresentagao clinica e da evolugdo da cinomose canina, o
VCC pode estar presente em uma variedade de amostras bioldgicas. Nos diferentes estddios da
infecc¢do, urina, sangue total, leucocitos, fezes, saliva, secrecdo respiratoria e liquor podem
apresentar o virus em titulos variados Frisk et al. 1999. Elia et al. 2006. Santos et al. 2006 [13,
32, 33]. Negrao et al. 2007 [35] obtiveram a amplificacdo de um fragmento do VCC, a partir da
urina ou de leucécitos de 66,5% dos animais com cinomose e afirmaram que as diferentes

formas de apresentacdo clinica e de evolucao da cinomose canina podem dificultar a eleicao
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de apenas um tipo de material biologico para a realizagao do diagnostico etiologico ante
mortem.

Entretanto, a RT-PCR apresenta limitagdes e pode apresentar resultados falso-
negativos. Varios fatores podem interferir nos resultados, como selecao da sequéncia alvo de
nucleotideos a ser amplificada, método de extragdo do RNA, padronizacdo dos reagentes
empregados na técnica, selegdo do material bioldgico a ser utilizado, forma de conservagao e
tempo de estocagem, uma vez que trata-se de um virus cujo genoma ¢ constituido por RNA de
fita simples, que pode facilmente sofrer degradacao. Frisk et al. 1999. Gebara et al. 2004. Kim,
et al. 2001 [13,14, 34].

Quanto aos achados microscopicos, no presente estudo inclusdes do virus foram
identificadas nas células epiteliais da bexiga em 41,18% dos animais, podendo ser considerado
importante achado microscopico para diagndstico da cinomose.

Kubo et al. 2007 [36] observaram inclusdes virais na bexiga de caninos infectados pelo
virus da cinomose em 73,0% dos casos ¢ Sonne et al. 2009 [28] em 27,8% dos caes ¢ estes
autores associaram a baixa frequéncia de inclusdes na bexiga a descamagdo observada no
epitélio da mesma, impossibilitando a visualiza¢ao dos corpusculos de inclusdo.

Com relagdo a auséncia dos corpusculos em outros 6rgdos, Sonne et al. 2009 [28]
pondera que estes corpusculos podem ser identificados em outros 6rgaos ou ndo, nao sendo
portanto uma obrigatoriedade. Batista, Moura e Reis. 2000 [37] e Aleman, Christopher e
Steiner. 1992 [38] relataram ainda a baixa frequéncia de corpusculos de inclusdes em caes com
cinomose.

O sistema digestorio foi o mais afetado nos cdes com cinomose neste estudo, em especial
figado e pancreas. Kaneshige et al. 2007 [29] observaram congestdo hepatica e necrose dos
hepatocitos em caes com cinomose e citaram que o VCC pode provocar injurias no figado.

Considerando que o VCC ¢ agente multissistémico, este pode ser capaz de provocar
hepatite [29], observada em 41,16% dos caes neste estudo. A lipidose hepatica foi frequente
neste estudo e pode ser associada a insuficiéncia cardiaca. Anderson. 1992 [39], Tams. 2005
[40], uma vez que a maioria dos animais apresentou alteragdo cardiaca macroscopica ou
microscopica. Entretanto, diferente deste estudo, Sonne et al. 2009 [28] ndo identificaram
alteragdes microscopicas significativas no figado.

Lesdes pancreaticas foram frequentes neste estudo e Tams. 2005 [41] cita que o virus
da cinomose canina pode provocar pancreatite, reforcando os achados deste trabalho. Atrofia

linfoide foi observada em 29,4% dos caes, assim como relatado por Kubo et al. 2007 [36].
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Deem et al. 2000 [42] citaram pneumonia em caes com cinomose como um dos achados
importantes post-mortem e neste estudo 52,92% dos cdes apresentou pneumonia. Sonne et al.
2009 [28] verificaram 44,4% dos animais com pneumonia ¢ Kubo et al. 2007 [36] citaram que
o principal achado em 100 caes com cinomose foi a pneumonia. Também Tudury et al. 1997[43]
relataram 12,34% dos cdes com cinomose apresentando broncopneumonia.

Alteragdes cardiacas macroscopicas e microscopicas, principalmente dilatagao cardiaca
e miocardite, sdo frequentemente observadas em cdes com cinomose. Inclusdes virais nas
células epiteliais da bexiga sdo importante achado microscopico para diagnostico da cinomose.

Conclui-se que o VCC pode localizar-se no nd sinoatrial de cdes naturalmente
infectados, como demonstrado neste estudo pela técnica de RT-PCR, refor¢ando a hipotese de
que o VCC ¢ capaz de provocar lesdes inflamatorias no n6 sinoatrial dessa espécie e desordens
na dindmica cardiaca, comprometendo sua fisiologia normal e levando o cdo a 6bito.

Estudos investigativos de lesdes no no sinoatrial devem ser continuados nao somente

nos caes, mas nas outras espécies domésticas e silvestres.
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