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RESUMO

Dez amostras de urina de cdes que apresentavam sinais clinicos sistémicos e neuroldgicos indicativos da
infecg¢@o pelo virus da cinomose canina (CDV) foram analisadas pela técnica da reacdo em cadeia pela
polimerase precedida de transcricdo reversa (RT-PCR) para a detecgdo do RNA do CDV. O exame
histopatoldgico foi realizado em fragmentos de cérebro, cerebelo e bexiga. Como controle negativo foram
colhidos fragmentos de oOrgdos e urina de quatro cées sem sinais clinicos de doenca infecciosa e que
morreram por outras causas. Todos os cdes (9/10) positivos em RT-PCR apresentaram alteragdes
histologicas no cérebro e cerebelo, caracteristicas de encefalite aguda (5/9) ou cronica (4/9) compativeis
com as causadas pelo CDV. Um dos cées com alteragdes clinicas neuroldgicas semelhantes as observadas
em cinomose foi negativo na RT-PCR e apresentou alteracdes histopatologicas inespecificas. Nas
amostras de bexiga ndo foram observadas lesdes histologicas. Todas as amostras bioldgicas provenientes
dos caes-controle foram negativas na RT-PCR (urina) e ndo apresentaram alteragdes histologicas
(fragmentos de d6rgaos). O trabalho evidenciou a especificidade da RT-PCR no diagnoéstico precoce e ante
mortem na infecgdo pelo CDV.
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ABSTRACT

The reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to detect canine distemper virus
(CDV) RNA in 10 urine samples from dogs that had died with clinical systemic and neurological signs
indicative of CDV infection. Brain, cerebellum and urinary bladder fragments were collected for
histopathological examination. For the negative control, urine and organ fragments were collected at
necropsy from four dogs without clinical symptoms of infectious diseases that had died from other causes.
The dogs positives in RT-PCR (9/10) presented histological lesions in the brain and cerebellum
characteristic of acute (5/9) or chronic (4/9) encephalitis compatible with those caused by CDV. One of
the dogs with neurological signs similar to those observed in canine distemper was negative in RT-PCR
and presented non-specific histopathological alterations that could be associated to others nervous
system diseases. Although the RT-PCR detected the CDV in urine of nine dogs with clinical signs of
distemper, no histopathological alterations were observed in any of the urinary bladder samples. All the
biological samples from the control dogs were negative in RT-PCR and did not present any
histopathological alterations in organ. Besides describing the most characteristic histopathological
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lesion found in the central nervous system of dogs with acute and chronic encephalitis due to canine
distemper, this study also showed the specificity of the RT-PCR technique in early and ante mortem

diagnosis of CDV infections.

Keywords: dog, canine distemper, canine distemper virus, RT-PCR, histopathology

INTRODUCAO

As enfermidades inflamatodrias e infecciosas do
sistema nervoso central (SNC) representam um
importante grupo de doengas nos cdes. Sinais
clinicos graves, muitas vezes incompativeis com
a vida do animal, podem ser determinados por
diferentes etiologias. O virus da cinomose canina
(canine distemper virus - CDV) € um importante
patégeno que determina altas taxas de
mortalidade, com letalidade inferior apenas a
raiva canina (Shell, 1990; Tipold, 1995; Appel,
Summers, 1995; Stettler, Zubriggen, 1995).

O CDV ¢ um morbilivirus que pode infectar uma
grande variedade de carnivoros, incluindo os
membros da familia Canidae. Apesar da infec¢ao
pelo CDV ocorrer em animais de todas as faixas
etarias, os filhotes, com idade inferior a trés
meses, parecem ser os mais susceptiveis (Rude,
1987; Shell, 1990).

O grau de comprometimento do SNC ¢
dependente da estirpe viral, da idade e da
imunocompeténcia do cdo. Animais jovens e
cdes com imunodeficiéncia, com freqiiéncia,
desenvolvem necrose neuronal. Caes adultos e
imunocompetentes ~ geralmente  apresentam
desmielinizagdo (Shell, 1990). Sado descritas
quatro formas de encefalite causada pelo CDV:
1- encefalite em cles jovens, de carater grave e
agudo, com manifestagdo simultdnea de sinais
clinicos sistémicos e neuroldgicos; 2- encefalite
em cdes adultos, do tipo cronica, na qual os
disturbios neuroldgicos podem estar
desacompanhados de transtornos sistémicos; 3-
encefalite do cdo velho e 4- encefalite
recidivante cronica, que sdo de ocorréncia
esporadica (Braund, 1994).

Na dependéncia da regido do SNC comprometida
pelo CDV, os sinais neurologicos variam
consideravelmente. No entanto, as convulsdes e
paralisias dos membros pélvicos, juntamente
com sinais vestibulares, como ataxia e nistagmo,
e cerebelares, como tremores e hipermetria, sdo
os mais freqiientemente encontrados em caes
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com a forma neurologica da cinomose (Shell,
1990).

O diagnostico da infecgdo pelo CDV ¢ de dificil
realizagdo e geralmente ¢ fundamentado nos
sinais clinicos. Outro agravante é que 25 a 75%
dos animais susceptiveis desenvolvem infecgao
subclinica e eliminam o virus no ambiente,
atuando como fontes de infecgdo (Shell, 1990;
Appel Summers, 1999). O diagndstico clinico
pode ser confirmado pela identificagdo de
corpusculos de inclusdo em células associadas a
exudato, em células epiteliais e em neutrofilos,
porém sua auséncia ndo exclui a infec¢do pelo
CDV (Motohashi et al., 1969; Greene, 1998;
Jones et al., 2000).

As técnicas sorologicas apresentam valor
diagnostico limitado para o CDV uma vez que
animais que morrem por cinomose podem ou nao
apresentar titulos mensuraveis de anticorpos
(Appel, 1969; Appel, Summers, 1999; Frisk et
al.,, 1999). A técnica de isolamento viral em
cultivo celular ¢ especifica, porém demorada e
pode resultar em falso-negativo se o animal ndo
estiver na fase aguda da doenga (Shin et al.,
1995).

No SNC o CDV causa lesdes principalmente no
cerebelo ¢ nas colunas brancas da medula
espinhal, caracterizadas por areas de necrose
bem delimitadas, desmieliniza¢do e inclusdes
intranucleares principalmente em astrocitos. A
observag@o dessas lesdes confirma o diagndstico
da infecgdo pelo CDV, porém este ¢ um método
de diagnostico post mortem (Greene, 1998; Jones
et al., 2000).

Atualmente, a técnica da reagdo em cadeia pela
polimerase precedida de transcrigdo reversa (RT-
PCR) vem sendo empregada com sucesso na
deteccio do CDV em diferentes tipos de
amostras biologicas provenientes de cdes com
sinais clinicos sistémicos e neurologicos (Frisk et
al., 1999; Shin et al., 1995; Saito, 2001; Gebara,
2002). O objetivo deste trabalho foi avaliar
histologicamente fragmentos de SNC e de bexiga
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de caes com diagndstico laboratorial de
cinomose canina realizado pela técnica da RT-
PCR.

MATERIAL E METODOS

Dez cées, previamente avaliados pela técnica da
RT-PCR para o diagnéstico do CDV, foram
distribuidos em dois grupos (A e B) de acordo
com a faixa etaria (menos de seis meses ¢ acima
de 12 meses) e a presenga de sinais clinicos
sistémicos ¢ neuroldgicos (Tab. 1). Por sonda
vesical ou micgdo espontanea, foram colhidos
aproximadamente 3 ml de urina de cada cdo. O
material foi armazenado a 4°C e processado em
no maximo 48 horas. Durante a necropsia, foram
colhidos fragmentos de cérebro, cerebelo e
bexiga para a realizagdo do exame
histopatoldgico. Como controle negativo foram
incluidos fragmentos de oOrgdos e urina
provenientes de quatro cdes que ndo
apresentavam  sinais clinicos de doencas
infecciosas e que morreram por outras causas.

Tabela 1. Distribuicdo dos animais com sinais
clinicos sugestivos da cinomose canina, de
acordo com o resultado da técnica da reacdo em
cadeia pela polimerase com transcri¢do reversa
(RT-PCR), dos sinais clinicos e da faixa etaria

RT-PCR Sinal clinico
Grupo Positiva Negativa  Neurologico Nel.lro} ogico ¢
sistémico
A 5 - - 5
B 4 1° 2 3
Total 9 1 2 8

a= apenas com sinal clinico neurologico
A= Animais jovens: entre 3 e 5 meses de idade
B= Animais adultos: entre 12 ¢ 15 meses de idade

Os fragmentos de 6rgdos, fixados em formalina a
10% tamponada, foram desidratados,
diafanizados e embebidos em parafina. Cortes
histologicos de 4 a Sum foram corados em HE
para o diagnostico histopatologico  sob
microscopia Optica segundo Behmer et al.
(1976).

A extragdo do RNA do CDV foi realizada a
partir de uma aliquota de 300ul de urina de
acordo com a técnica da silica/tiocianato de
guanidina descrita por Boom et al. (1990). O
acido nucléico foi eluido a temperatura de 56°C
em 40ul de agua ultrapura estéril, tratada com
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1ul (26 unidades/ul) de inibidor de RNAse'.
Todas as amostras foram mantindas a -20°C até a
sua utiliza¢do na técnica da RT-PCR.

Para a realizagdo da RT-PCR foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores CDV1 (+) [5’-aca
gga ttg ctg agg acc tat-3’, nt 769-789] e CDV2
(-) [5’-caa gat aac cat gta cgg tge-3’, nt.1055-
1035], desenhados a partir da seqiiéncia do gene
que codifica a nucleoproteina do CDV e que
amplificam um produto de 287pb (Frisk et al.,
1999). A transcrigdo reversa foi realizada a 37°C
por uma hora, em um volume final de 20ul,
composto por Sul de RNA, 0,4pmol do primer
CDV1, 0,125mM de cada dNTP?, 200 unidades
da enzima M-MLV? em tampio fornecido pelo
fabricante. Para a PCR, foram utilizados 2ul do
cDNA, 0,4pmol dos primers CDV1 ¢ CDV2,
1,5mM de MgCl, e 2,5 unidades de 7ag DNA
polimerase’ em tampéo fornecido pelo fabricante
e agua ultrapura estéril para um volume final de
50pl. A reacdo foi realizada nas seguintes
condigdes de tempo e temperatura: 1min/94° C;
40 ciclos de 1min/94°C, 2min/59°C, 1min/72°C,
seguidos de extensdo final de 7min/72°C.

Todas as rea¢des foram realizadas na presenca de
controles negativos, representados por urina de
cdes assintomaticos e agua ultrapura estéril.
Como controle positivo foi utilizada a estirpe
viral Rockborn do CDV produzida em cultivo de
células Madin Darby canine kidney (MDCK).

A especificidade dos produtos amplificados na RT-
PCR foi avaliada pela analise do perfil de restri¢do
com a enzima Hinf I (10 unidades/pl)*, selecionada
pela analise no software Gene Runner (disponivel
em http://www.generunner.com). A clivagem dos
amplicons foi realizada de acordo com as
recomendagdes do fabricante.

Os produtos amplificados pela RT-PCR ¢ os
clivados com a enzima de restricdio foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a
2% em tampao TBE pH 8.4 (TRIS 89 mM, acido
bérico 89 mM, EDTA 2 mM), corado com
brometo de etideo (0,5ul/ml) e visualizado sob
luz ultravioleta.

' RNAguard-Pharmacia Biotech®.
? Invitrogen™Life Technology
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica da RT-PCR realizada em 10 amostras
de urina possibilitou a amplificagdo de um
fragmento de cDNA com 287pb em nove
amostras. A especificidade dos amplicons foi
confirmada pela andlise com a enzima de
restrigdo Hinf I que gerou, conforme o esperado,
dois fragmentos com 227 e 60pb (Fig. 1).

Todos os cades apresentaram sinais clinicos
sistémicos e neuroldgicos, descritos por Rude
(1987) e Shell (1990) como sugestivos da
infecgdo pelo CDV. Os sinais clinicos e
respectivas freqiiéncias sdo apresentados na Tab.
2, de acordo com o grupo de idade dos caes.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados pela técnica da RT-PCR para a detecg¢@o do
virus da cinomose canina e dos fragmentos de restricdo dos amplicons clivados com a enzima Hinf 1. Canaleta
1- Padrdo de tamanho molecular de 123 pb (Invitrogen™Life Technology); canaletas 2- estirpe rockborn do
virus da cinomose canina (controle positivo); canaletas 4 e 6- amostras de urina de cdes dos grupos A (4) e
B(6); canaletas 3, 5 e 7- amostras clivadas com a enzima Hinf I referentes as canaletas 2, 4 e 6.

Tabela 2. Sinais clinicos observados em nove cdes com diagnostico positivo para o virus da cinomose

canina realizado pela técnica da RT-PCR

Grupo

Sinal Clinico N

Tosse, gastroenterite, secrecao ocular e nasal, hiperqueratose de coxim plantar,

convulsdo, mioclonia e ataxia

Tosse, gastroenterite, secrecdo ocular e nasal, convulsdo, mioclonia e ataxia

AD

Tosse, gastroenterite e convulsdo, mioclonia e ataxia

Tosse, convulsdo, mioclonia e ataxia

Secrecdo ocular e nasal, tosse, convulsdo e mioclonia
Secregdo ocular e nasal, convulsdo, mioclonia e ataxia

B®@ . . .
Convulsdo, mioclonia e ataxia

Total

D= =

Sub-total

Sub-total

oY NG -

® Animais jovens: idade inferior a seis meses.
® Animais adultos: idade superior a 12 meses.

Segundo Jones et al. (2000), no SNC o CDV tem
afinidade pelos tecidos mielinizados do cérebro e
da medula espinhal. Contrastando com outras
infecgdes, na cinomose 0s neurénios ndo sao
primariamente afetados. Portanto, a distribuigdo
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e a natureza das lesdes diferem das observadas
na maioria das outras encefalites.

As alteragdes histologicas observadas em cérebro
e cerebelo dos cdes com infeccdo pelo CDV,
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confirmada pela RT-PCR, sdo apresentadas na
Tab. 3. A Fig. 2 mostra as lesdes mais

freqiientes,

caracterizadas por 4reas de

desmielinizagdo, necrose, manguito perivascular
e corpusculo de inclusdo, encontradas em
cerebelo.

Tabela 3. Alteragdes histopatologicas em cérebro e cerebelo de caes com diagnostico positivo para o virus
da cinomose canina realizado pela técnica da RT-PCR

Es i Alteragdo
Cérebro Cerebelo
Desmielinizagdo  multifocal moderada da Desmielinizagdo multifocal intensa da substancia
substdncia  branca, astrogliose moderada, branca, pequenos manguitos perivasculares
pequenos manguitos perivasculares, formados por uma a duas camadas de células
A® corpusculos eosinofilicos e intranucleares em mononucleadas, pequenas areas de necrose da
astrocitos substancia branca, astrogliose e astrocitose discreta
a moderada associada a corpusculos de Sinegaglia-
Lentz em astrocitos
Desmielinizagdo multifical moderada, grandes Desmielinizagdo multifical intensa da substincia
manguitos perivasculares formados por quatro a  branca, grandes manguitos perivasculares formados
B® cinco camadas de células mononucleares, por quatro a cinco camadas de células

astrogliose e astrocitose mononucleadas,  astrocitose, degeneracdo de
algumas células de Purkinjie associada a

corpusculos de Sinegaglia-Lentz em astrocitos

M Animais jovens: idade inferior a seis meses.
@ Animais adultos: idade superior a doze meses.

Figura 2. Fotomicrografia de cerebelo de cdo com sinal clinico neurol com diagnostico etiologico
positivo para o virus da cinomose canina realizado pela técnica da RT-PCR. Painel A- areas de desmielinizagdo
e necrose. HE, obj. 10x. Painel B- Corpusculos de inclusdo em nucleo de astrocitos. HE, obj. 40x. Painel C-
areas de desmielinizagdo, necrose e manguito perivascular formado por uma camada de células
mononucleadas. HE, obj. 20%. Painel D- areas de desmielinizagdo, necrose e manguito perivascular formados
por quatro a cinco camadas de células mononucleadas. HE, obj. 40x.
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A encefalite aguda determinada pelo CDV,
observada nos cdes do grupo A, ocorre mais
freqiientemente em cdes jovens e geralmente ¢é
acompanhada de sinais clinicos sistémicos. O
exame histopatologico revelou encefalite
desmielinizante multifocal aguda, grave e com
necrose da substancia branca. A desmielinizagao
da substancia branca, areas de necrose, presenca
de corpusculos de inclusdo em astrocitos e
infiltrados  perivasculares sdo achados
histopatologicos  freqiientes na  cinomose
(Carlton, McGavin, 1998; Jones et al., 2000).
Encefalite desmielinizante com corpusculos de
inclusdo em astrocitos, caracteristicos do CDV,
também foi encontrada em 82% (205/250) das
amostras provenientes de cdes com cinomose
analisadas por Headley e Graga (2000).

No grupo B, quatro dos cinco caes foram
positivos na RT-PCR e apresentaram encefalite
cronica. As lesdes nessa faixa etaria foram
multifocais com intensa  desmielinizagdo,
indicando encefalite desmielinizante multifocal
cronica, grave e associada a corpusculos
eosinofilicos intranucleares em astrocitos. Os
cdes que desenvolvem esse tipo de lesdo
apresentam aumento no titulo de anticorpos
contra o CDV e, com freqiiéncia, nao
manifestam sinais clinicos sistémicos (Rude,
1987; Shell 1990; Appel, Summers, 1999;
Headley, Graga, 2000).

Os astrocitos sdo as células-alvo do virus no
SNC e estdo envolvidos no processo de
desmielinizagdo que ocorre na encefalite aguda e
cronica observada em cdes e outros carnivoros
com infec¢do pelo CDV (Zubriggen et al., 1995;
Carlton, McGavin, 1998; Headley et al., 2001).
Em nove cées positivos na RT-PCR para o CDV
foram observados processos de astrogliose e
astrocitose no cérebro e no cerebelo.

Por apresentar ataxia e convulsdes, sinais
clinicos comuns na cinomose, um cao do grupo
B, negativo para o CDV na RT-PCR, também foi
incluido neste estudo. O exame histopatoldgico
revelou hiperemia multifocal no neurobilo e nos
vasos da meninge; no cérebro e no cerebelo
foram observadas pequenas areas de hemorragia
¢ manguitos perivasculares. Essas alteracdes,

consideradas inespecificas, = podem  ser
encontradas em outras enfermidades que
determinam lesdes no SNC como raiva,

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.56, n.2, p.168-174, 2004

toxoplasmose,  criptococose,
neosporose (Jones et al., 2000).

erliquiose e

Corpusculos de inclus@o intracitoplasmaticos
e/ou intranucleares no epitélio vesical, aliados a
hiperemia, sdo alteracdes que podem estar
presentes na infecgdo pelo CDV (Jones et al.,
2000). Essas alteragdes foram evidenciadas na
bexiga de apenas 15% (39/250) das amostras
positivas para cinomose canina analisadas por
Headley e Graga (2000). Neste trabalho, apesar
da RT-PCR ter sido realizada a partir da urina,
nenhuma alteragdo histologica foi observada na
bexiga dos cdes positivos. Este resultado pode ter
sido influenciado pelo nimero e local dos cortes
histolégicos avaliados, bem como pela falta de
tempo habil, ap6s a infecgdo, para o
desenvolvimento de lesdes no epitélio vesical.

Nao foi encontrada alteragdo histologica no
cérebro, no cerebelo e na bexiga dos quatro caes
assintomaticos e negativos na RT-PCR, incluidos
neste estudo como grupo-controle.

Os resultados revelaram que houve concordancia
entre as caracteristicas das lesdes histologicas, a
idade dos cles e a forma clinica da cinomose
canina com os resultados da RT-PCR. Essa
técnica possibilitou a detec¢do do acido nucléico
do CDV na urina de cdes tanto com encefalite
aguda quanto cronica, evidenciando a viruria,
mesmo ndo sendo encontradas alteragdes
histologicas na bexiga. Estes resultados
demonstraram ainda que a técnica de RT-PCR
foi um método eficiente para a realizagdo do
diagnoéstico rapido, precoce e, principalmente,
ante mortem das formas sistémica e neurologica
da infec¢do pelo CDV.
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