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ANTICORPOS NEUTRALIZANTES CONTRA OS VIRUS DA CINOMOSE E
PARAINFLUENZA CANINOS EM CAES E FELINOS SILVESTRES EM
CATIVEIRO

RESUMO

O virus da cinomose canina (CDV) e o virus parainfluenza canino (CPIV)
afetam uma ampla variedade de hospedeiros e encontram-se distribuidos mundialmente.
O CDV ¢ considerado um dos mais importantes agentes infecciosos dentro das
populacdes caninas. Este virus é o agente causal da cinomose, uma doenga
potencialmente letal em membros das familias Canidae, Mustelidae ¢ Procionidae,
sendo recentemente detectado como causa de morbidade e mortalidade em carnivoros
aquaticos e grandes felinos. O CPIV, por sua vez, ¢ altamente contagioso entre caes,
podendo infectar roedores e gatos em infecgdes experimentais. Geralmente, o CPIV
produz uma traqueobronquite aguda auto-limitante, porém pode atuar sinergicamente
com outros agentes infecciosos, como o CDV, causando sinais clinicos mais graves.
Como em nosso meio sdo escassas as informagdes sobre estes virus, o presente estudo
visou aprofundar os conhecimentos sobre a prevaléncia de CDV e CPIV em caes e
felinos silvestres mantidos em cativeiro. Para tanto, soros destes animais foram testados
em busca de anticorpos neutralizantes contra amostras padrdo do CDV (Rockborn e
Snyder Hill) e do CPIV (V660). Inicialmente, foram testados soros de 173 caes de rua
mantidos em canis municipais em Novo Hamburgo e Porto Alegre, RS. A prevaléncia
de anticorpos neutralizantes anti-CDV frente as amostras de virus da cinomose
Rockborn e Snyder Hill, foi de 9,3 % e 4,1 %, respectivamente. Somente dois caes
apresentaram titulos de anticorpos considerados protetores contra CDV Rockborn (igual
ou maior que 100) e nenhum soro apresentou titulo de anticorpos neutralizantes
considerado protetor para a amostra Snyder Hill (igual ou maior que 100). Contra a
amostra de parainfluenza canino V660, a prevaléncia de anticorpos neutralizantes
encontrada foi de 51,4 %. Conclui-se, portanto, que a populacdo de cdes de rua
amostrada apresenta poucos indicios de contato prévio com CDV, sugerindo grande
susceptibilidade a cinomose. Por outro lado, o CPIV parece circular amplamente nesta
populagcdo. Na segunda parte do presente estudo, como no Brasil ndo existem relatos
sobre CDV e CPIV em felinos silvestres, buscou-se verificar a possibilidade da
ocorréncia dessas infec¢des em felinos silvestres brasileiros. Para tanto, foram testados

soros de 84 felinos silvestres de seis diferentes espécies nativas do Brasil (Leopardus



6

tigrinus, Puma concolor, Leopardus wiedii, Herpailurus yaguarondi, Panthera onca),
todos mantidos em cativeiro em criatorios de distintas regides do Pais. Todos os felinos
amostrados apresentaram-se soronegativos frente as amostras de CDV e CPIV
utilizadas. Estes resultados indicam que CDV e CPIV parecem ndo circular nas

populacdes de felinos silvestres amostradas.

Palavras-chave: virus da cinomose; virus parainfluenza canino; cées; felinos silvestres;

soroneutraliza¢do; prevaléncia.
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NEUTRALIZING ANTIBODIES TO DISTEMPER AND PARAINFLUENZA
VIRUSES IN DOGS AND CAPTIVE WILD FELIDS.

ABSTRACT

Canine distemper virus (CDV) and canine parainfluenza virus (CPIV) infect a
great variety of hosts ranges and are distributed worldwide. CDV is one of the most
important infectious agents in dogs. This virus may cause potentially lethal disease
among members of the Canidae, Mustelidae and Procionidae families. It has also
caused diseases of significant morbidity and mortality in aquatic carnivores and large
felids. CPIV, on its turn, is highly contagious among dogs, whilst rodents and cats are
susceptible to experimental infections. CPIV is usually associated with an acute self-
limiting tracheobronchitis. However, it can act sinergistically with other infectious
agents, such as CDV, and cause clinical signs of variable severity. As information on
CDV and CPIV infections in our millieu are scarce, this study was carried out aiming to
increase knowledge on the prevalence of CDV and CPIV in stray dogs as well as in
captive Brazilian wild felids. In order to have an estimate on such prevalences, sera
from these animals were tested for neutralizing antibodies to CDV strains Rockborn and
Snyder Hill, and to CPIV strain V660. Initially, 173 sera from stray dogs kept in
kennels from the municipalities of Novo Hamburgo and Porto Alegre, RS, were
examined. The prevalences of neutralizing antibodies to CDV strains Rockborn and
Snyder Hill were 9.3 % and 4.1 %, respectively. Only two dogs had antibody levels
which could be correlated to protection (that is, titre > 100) to CDV Rockborn whereas
no sera presented antibody titres high enough to be considered protective to CDV strain
Snyder Hill (that is, titre > 100). Regarding CPIV, the prevalence of anti-V660
neutralizing antibodies was 51.4 %. It can be concluded that the stray dog populations
under study shows few serological evidence of previous contact with CDV and seem
largely susceptible to CDV infections. On the other hand, CPIV seems to circulate
widely in the examined population. In the second part of this study, as there are no
reports on CDV and CPIV infections in wild felids in Brazil, it was aimed to determine
whether there would be any evidence of such infections among some of such species.
For that, 84 sera from wild felids of six different Brazilian native species (Leopardus
tigrinus, Puma concolor, Leopardus wiedii, Herpailurus yaguarondi, Panthera onca),
all kept in captivity in different regions of the country, were tested for neutralizing

antibodies to both CDV and CPIV. All wild felid sera tested were negative for



antibodies to the two strains of CDV as well as to CPIV. These results indicate that

CDV and CPIV do not seem to circulate among the wild felid populations examined.

Key words: canine distemper virus; canine parainfluenza virus; dogs; wild felids; sero

neutralization; prevalence.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Virus da Cinomose

1.1.1 Introducéo

O virus da cinomose canina (“canine distemper virus”, ou CDV), causa uma
doenca infecciosa sist€émica contagiosa aguda, subaguda ou crénica que pode causar
significativa mortalidade em caes e muitos outros carnivoros. A cinomose ¢ a moléstia
viral mais prevalente em cdes. Em todo o mundo, apenas a raiva tem percentagem de
fatalidades em cdes mais elevada do que a cinomose (SWANGO, 1997). Além dos caes,
o0 CDV pode infectar uma ampla variedade de hospedeiros, incluindo muitas espécies de
felinos silvestres ameagadas de extingdo (BLYTHE et al.,, 1983; TIMONEY et
al..,1992; APPEL et al., 1994; SUMMERS et al., 1994; MAMAEV et al.,1995;
LEDNICKY et al., 2004).

1.1.2 Descricdo do agente

O CDV pertence ao género Morbillivirus da familia Paramyxoviridae
(POSTOM ¢ ENGLAND, 1992; LEDNICKY et al., 2004). O CDV, como os demais
membros da familia Paramyxoviridae, ¢ um virus pleomorfico, envelopado, com
simetria helicoidal e fita simples de RNA com polaridade negativa e diametro de 150 a
300 nm (APPEL e SUMMERS, 1995; BUCHEN-OSMOND, 2003; LEDNICKY et al.,
2004). O nucleocapsideo contém trés das seis proteinas virais estruturais denominadas
NP, P e L (APPEL, 1987; LEDNICKY et al., 2004). Estas sdo circundadas por um
envelope lipoprotéico com uma proteina de membrana denominada proteina matriz (M)
no lado interno do virion e duas glicoproteinas denominadas hemaglutinina e proteina
de fusdo (H e F) no lado externo (SHAPSHAK et al., 1982; RIMA, 1983). A proteina M
estabiliza o envelope. A proteina H ¢é responsavel pela ligagdo com o receptor celular. A
proteina F € responsavel pela fusdo viral com a célula hospedeira (ANDREWES et al.,
1989; BUCHEN-OSMOND, 2003). A nucleoproteina (NP) e hemaglutinina (H)
induzem resposta imune humoral especifica e celular contra CDV (SIXT et al, 1998;

MESSLING et al. 2001) (Figura 1). Estes agentes virais sdo relativamente labeis e sua
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infectividade ¢ destruida pelo calor, dessecamento, detergentes, solventes de lipidios e

desinfetantes (GREENE, 1984; BUCHEN-OSMOND, 2003).

Glicoproteina H

Glicoproteina F

Proteina L

Proteina M

Proteina NP

Genoma RNA

Proteina P

Figura 1: Rerpresentacdo esquematica de um membro da familia

Paramyxoviridae.

1.1.2.1 Multiplicacéo Viral

Os mecanismos de replicagdo dos membros da familia Paramyxoviridae sio
similares (ANDREWES et al., 1989; BUCHEN-OSMOND, 2003). A adsorcdo viral nas
células hospedeiras resulta da combinagdo da glicoproteina H do envelope do virion
com os receptores da membrana celular, seguida por fusdo deste envelope com a
membrana celular (BUCHEN-OSMOND, 2003; MESSLING et al. 2001). A fusdo
celular e a infectividade viral sdo acentuadas por clivagem proteolitica da proteina F e a
inibi¢do destas atividades ¢ realizada por inibidores enzimaticos. A fusdo dos virions na
membrana celular resulta na liberagdo do nucleocapsideo dentro do citoplasma onde é
feita a sintese macromolecular viral. O nucleocapsideo atua como um complexo
transcripcional contendo o genoma viral e as proteinas NP, P e L, com a capacidade
para sintetizar, metilar, restringir e poliadenilar o RNAm viral. A transcricdo do RNAm
e a sintese de proteinas virais sdo seguidas por replicagdo do RNA viral contendo copias

complementares do genoma viral. Este processo ¢ dependente da sintese de proteinas e €
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catalisado, em parte, por uma replicase recém sintetizada. A fita de RNA de sentido
positivo obtida serve como modelo para a progénie de genomas que sao
secundariamente transcritos e replicados, amplificando os componentes virais no
citoplasma celular (ANDREWES et al., 1989; BUCHEN-OSMOND, 2003). As
glicoproteinas H e F sdo sintetizadas no reticulo endoplasmatico rugoso sendo, entdo,
associadas ao reticulo endoplasmatico liso de onde migram para a membrana
plasmatica, onde ocorre a maturacdo viral. A proteina NP que ¢ maior proteina do
nucleocapsideo, parece ser sintetizada em polissomos livres e transportada direto para a
membrana plasmatica. A proteina M ¢ incorporada na membrana plasmatica
rapidamente apos sua sintese. Esta proteina tem um importante papel na montagem viral
por interagir com as glicoproteinas do envelope e com a proteina N do nucleocapsideo.
Estas interagcdes formam ligacdes entre os componentes virais internos e externos em
areas localizadas da membrana celular, onde os virions amadurecem e sdo liberados por
brotamento (ANDREWES et al., 1989; BUCHEN-OSMOND, 2003) (Figura 2).

O CDV replica melhor em linfécitos e macréfagos dos animais infectados
(FRIENLANDER et al., 1985). Pode replicar-se, também, em culturas de células de
cérebro e fibroblastos de caes e furdes. O isolamento em células de linhagem pode ser
alcancado pelo uso de suspensdes de células de animais infectados de forma aguda
(APPEL, 1987). Uma vez adaptado, o CDV replica-se em um grande niimero de células
de linhagem de diferentes espécies. As células de linhagem renais caninas (MDCK) e
células VERO tém sido mais comumente usadas (APPEL e GILLESPIE, 1972;
SUMMERS et al, 1984). A formagao de células gigantes multinucleadas (sincicios) ¢
freqiientemente encontrada em infec¢des por CDV. Formas arredondadas e estreladas
podem ser encontradas também. Corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos e
intranucleares também sao achados comuns. O efeito citopatico (ECP) pode aparecer de

um a dez dias ap6s a infecgdo celular (FRIENLANDER et al., 1985).
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Figura 2: Esquema da estratégia de replicag@o viral dos membros da familia

Paramyxoviridae.

1.1.3 Epidemiologia

O CDV esta distribuido mundialmente, sendo um dos mais importantes agentes
infecciosos das populagdes caninas, jovens e adultos, tanto ndo imunizadas como
imunizadas (DUNGWOTH,1993; BLIXENKRONE-MO@LLER et al.,1993; KAI et
al.,1993; ALEX & DHANAPALAN, 1994; JOHSON et al., 1995; GEMMA et al.,
1996, GOUVEIA et al., 1996; EK-KOMMONEN et al., 1997; FRISK et al. 1999).
Conhecido por causar uma doenca potencialmente letal em membros das familias
Canidae, Mustelidae e Procionidae, o CDV foi recentemente detectado como causa de
morbilidade ¢ mortalidade em grandes felinos (Felidae), carnivoros aquaticos e varios
outros animais (BLYTHE et al., 1983; GOULD & FENNER, 1983; TIMONEY et
al.,,1992; APPEL et al.,, 1994; SUMMERS et al., 1994, MAMAEV et al., 1995;
LEDNICKY et al., 2004). No Brasil, existem poucas informag¢des disponiveis a respeito
da prevaléncia do CDV nas populagdes caninas (GOUVEIA et al., 1987; HEADLEY e
GRACA, 2000). Em um estudo realizado em Santa Maria, RS, foram detectados
anticorpos especificos contra CDV em 17,4% da populacdo canina amostrada, com

historico de vacinagdo desconhecido (DEZENGRINI, 2005). Em outro estudo, realizado
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em Belo Horizonte, MG, foi encontrada uma soropositividade para cinomose de 6,1%

em caes vacinados (GOUVEIA et al., 1987).

1.1.4 Transmissdo

O CDV ¢ transmitido predominantemente por aerosséis ou por contato direto
entre animais. Nao obstante, o virus pode ser isolado da maioria dos tecidos, secregdes e
até mesmo da urina de animais infectados (APPEL, 1987; APPEL e SUMMERS, 1995).
O virus pode ser excretado por sessenta a noventa dias apds a infecgdo, porém, periodos
curtos de liberacao viral sao mais tipicos. O contato entre animais infectados mantém o
virus na populacdo. Embora a imunidade contra o virus da cinomose seja prolongada,
ela ndo ¢ necessariamente solida ou duradoura. Caes que ndo recebem imunizagdes
periddicas podem perder sua imunidade e infectar-se apos estresse, imunossupressao ou
contato com individuos doentes (GREENE e APPEL, 1998). A prevaléncia de cinomose
em cdes cosmopolitas € maior entre trés e seis meses de idade, o que esté correlacionado
com a gradativa reducdo no nivel de anticorpos maternos passivamente adquiridos com
auséncia de imunidade ativa (ADELUS-NEVEU et al., 1991; GREENE e APPEL,
1998).

1.1.5 Patogenia

A infeccao natural se da usualmente através da inalagdo do virus em aerossois
(APPEL e SUMMERS, 1995). A replicagdo viral ocorre primeiramente em células do
tecido linfatico do trato respiratdrio. O virus multiplica-se em macrofagos teciduais,
sendo transportado para outros tecidos linfoides. Apds replicagdo em macréfagos e
linfécitos T e B, o CDV ¢ carreado por migracgao celular para todos os tecidos linfaticos
do animal, incluindo bago, timo, linfonodos, medula 6ssea, ldmina propria do estdmago
e intestino e células de Kiipfer do figado (SUMMERS et al.1978; APPEL, 1987).
Aproximadamente sete dias pos-infeccdo (p.i.), o CDV pode ser isolado de todos os
tecidos linfaticos e dos linfocitos do sangue. Durante este periodo, a primeira elevacao
de temperatura corporal ¢ detectada, normalmente trés a quatro dias p.i.. Ao mesmo
tempo, interferon (IFN) se torna detectavel no soro (TSAI et al., 1982).

Entre sete a quatorze dias p.i. aproximadamente, dependendo da amostra viral,

inicia-se uma vigorosa resposta imune humoral e celular. Dependendo de fatores
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individuais e de suas interacoes com outras variaveis relacionadas a amostra de virus
infectante, o animal pode seguir caminhos distintos apds a infec¢do: desenvolver uma
resposta imune vigorosa € recuperar-se, ou apresentar algum tipo de falha em sua
resposta imune que poderd resultar no desenvolvimento da doenca aguda ou subaguda,
em morte ou ainda levar a uma infecg¢ao persistente (cronica). Os cdes que se recuperam
sdo capazes de eliminar o virus de seus tecidos. Em caes onde a recuperacdo ndo ocorre
prontamente, o virus se espalha pela superficie epitelial dos tratos digestivo, respiratorio
e urogenital, nas glandulas endocrinas e exdcrinas e para o sistema nervoso central
(SNC; APPEL et al.,, 1982, 1984; TSAI et al., 1982). No SNC, o CDV aparece
inicialmente em linfocitos perivasculares oito a dez dias p.i., logo depois em
macrofagos meningeais e células ependimais e mais tarde em células gliais e neurénios.
Muitos cdes com infec¢do disseminada sucumbem trés a quatro semanas p.i. Como
mencionado acima, em alguns cdes o inicio da resposta imune ¢ tardio. Tais caes
sucumbem a uma doenca subaguda, frequentemente cursando com encefalite, ou
apresentam uma infec¢do cronica persistente por trés a quatro meses (APPEL et al.,
1982, 1984; TSAI et al., 1982). Com o inicio tardio da resposta imune em animais
infectados por CDV, o virus gradualmente desaparece dos tecidos linfaticos e muitos
orgdos, exceto o SNC, olhos, algumas vezes os pulmdes e certas areas da pele
(almofadas plantares). IFN ¢ liberado dentro do SNC destes cdes enquanto se mantiver a
infeccdo viral persistente. Em contraste, ndo hd IFN mensurdvel no soro
aproximadamente por duas semanas p.i. (TSAI et al., 1982; SUMMERS et al., 1983). A
patogénese da encefalomielite na cinomose esta relacionada com a distribui¢ao do virus.
Encefalite aguda e morte sdo freqiientes quando ha infec¢do da massa cinzenta, ao passo
que encefalite subaguda ou cronica ocorre quando a desmielinizagdo predomina
(APPEL, 1987). Diferentes amostras de virus tém afinidade distinta quanto a massa
branca ou cinzenta do cérebro (SUMMERS et al., 1984). O virus infeccioso pode ser

isolado do cérebro infectado com CDV (APPEL, 1987; LEDNICKY et al. 2004).

1.1.6 Manifestac0es clinicas de infeccdes por CDV

A duragdo e severidade da doenga clinica parecem depender da amostra viral,
condi¢cdes ambientais, idade do animal, da resisténcia individual do hospedeiro e
infecgdes secundarias bacterianas e virais. Mais de 50 a 70% das infec¢des por CDV

sao provavelmente subclinicas (GREENE e APPEL, 1998). O nivel de mortalidade ¢
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maior em caes jovens do que em caes adultos (KRAKOWKA e KOESTNER, 1976;
ADELUS-NEVEU et al., 1991). O CDV frequentemente contribui para o complexo das
doengas respiratorias caninas (“tosse dos canis”) (FORD e VADEM, 1998; DAMIAN et
al., 2005).

O periodo de incubagdo da doenga causada pelo CDV pode ser de uma a quatro
semanas ou mais. Nos casos de resposta imune tardia a infeccdo com CDV, sinais
neurologicos podem aparecer sem sintomas sistémicos prévios (GREENE e APPEL,
1998). A primeira febre pode passar despercebida (trés a seis dias p.i.). O segundo pico
febril ocorre varios dias mais tarde, normalmente associado a descargas nasais,
conjuntivite e anorexia. Leucopenia, especialmente linfopenia, e trombocitopenia estao
sempre presentes no inicio da infec¢do (AXTHELM e KRAKOWKA, 1987). Sinais
respiratorios e gastrointestinais podem aparecer, frequentemente acompanhados de
infecgdes secundarias. Pustulas na pele e queratoconjuntivite também sdo achados
freqiientes (CORNWELL et al., 1965; APPEL, 1987; GREENE e APPEL, 1998).

Alguns animais desenvolvem sinais nervosos, frequentemente associados a
infec¢do sistémica ou subseqliente a esta. Os sinais nervosos podem ainda seguir uma
infeccdo sistémica subclinica. Dependendo da amostra viral, os sinais podem estar
relacionados com a infeccdo da massa branca ou da massa cinzenta do cérebro
(SUMMERS et al., 1984). Incoordenacdes e convulsdes ocorrem com maior freqiiéncia.
Mioclonias, tremores, paresia, nistagmo, sinais meningeais de hiperestesia e rigidez
cervical, ou sinais neurologicos envolvendo o nervo dptico e lesdes retinianas podem
ser notadas (GELATT et al. 1985; APPEL, 1987). Animais com sinais neuroldgicos
usualmente morrem. Porém, alguns se recuperam ocasionalmente apresentando sinais
residuais, como mioclonias persistentes em diferentes grupos musculares (APPEL,
1987). Hiperqueratose plantar e nasal e hipoplasia de esmalte dentdrio em cdes em

crescimento podem ser observadas ocasionalmente (GREENE e APPEL, 1998).

1.1.7 Imunidade em infecc¢des por CDV

A resposta imune em caes apos a infeccdo com CDV depende da amostra viral e
do hospedeiro. Caes que se recuperam no inicio da infec¢do respondem com vigorosa
reacdo imune humoral e celular. Anticorpos neutralizantes aparecem dentro de dez a
vinte dias p.i. e atingem niveis maximos logo depois (KRAKOWKA et al., 1980;
GRIOT-WENK et al., 2001). A resposta citotoxica humoral dependente de
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complemento segue um mesmo padrao (APPEL et al, 1987). Ambas IgG e IgM virus-
especificas aparecem no inicio da infec¢do, sendo que a IgM virus-especifica s6 pode
ser mensurada entre cinco semanas a trés meses p.i. A IgG virus-especifica parece ser
mais importante para a imunidade (WINTERS et al., 1984; APPEL et al., 1987;
GRIOT-WENK et al., 2001).

A resposta imune mediada por células, que ¢ mensurada por células T
citotoxicas virus-especificas circulantes, aparece em dez a quatorze dias p.i. € atinge o
maximo em quatorze a vinte dias p.i. Enquanto a resposta imune humoral persiste por
varios anos em caes recuperados, a resposta imune mediada por células ¢ de curta
duragdo (APPEL et al. 1982; HIRAMA et al. 2002).

Caes que sucumbem a cinomose aguda entre duas a quatro semanas p.i.,
dependendo da amostra viral, t€m pouco ou nenhum anticorpo neutralizante em seu soro
e a resposta imune mediada por células estd ausente. Grandes variagdes na resposta
imune sdao observadas em cdes com cinomose subaguda e cdes que sobrevivem com
infeccdo persistente no SNC. Os cdes que morrem da doenga, normalmente, tém
formacdo tardia de anticorpos neutralizantes e da resposta imune celular
(KRAKOWKA, 1982; SIXT et al. 1998).

O fluido cerebroespinhal de caes que se recuperam precocemente € normalmente
livre de anticorpos contra CDV e IFN. Entretanto, cdes que morrem de cinomose aguda
ou persistentemente infectados apresentam anticorpos neutralizantes e IFN no SNC.
Além disso, anticorpos neutralizantes séricos podem ser encontrados em alguns caes,
mas nao todos, com infecg¢do persistente por CDV (TSAI et al.,, 1982; APPEL et
al.,1984a; SIXT et al. 1998).

Imunidade de longa duracdo pode ser induzida com vacinas de CDV vivo
atenuado, enquanto que a imunidade induzida por vacinas com CDV inativado é de
curta duragdo (SHEK et al., 1980; NORRBY et al., 1986). O fluido cerebrospinal
permanece livre de anticorpos neutralizantes e IFN em cdes vacinados (APPEL et al,

1987).

1.1.8 Diagnostico

O diagnéstico de cinomose nas suas formas aguda ou subaguda deve levar em

consideracdo a historia e os sinais clinicos. Uma combinagdo de febre, sinais

respiratorios, corrimentos oculonasais mucopurulentos, diarréia, hiperqueratose plantar
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e sinais neurologicos ¢ altamente indicativo de cinomose, especialmente em caes jovens
ndo vacinados ou caes adultos com historico de vacinagdo inadequado. O exame
oftalmoscopico pode detectar lesdes retinianas e podem estar presentes também,
irregularidades na superficie dos dentes, em decorréncia da hipoplasia do esmalte.
Porém, os testes laboratoriais sdo importantes para diferenciar de outras moléstias que
também acometem os sistemas nervoso, digestivo e respiratério (GREENE, 1984).

A soroneutralizag¢do (SN) ¢ um método diagnostico simples que visa a detecgdo
de anticorpos neutralizantes no soro (GREENE e APPEL, 1998). A imunoperoxidase
(IPX) pode ser utilizada na demonstragao de IgM anti-CDV, que pode ser um indicio de
uma infecgdo recente por CDV, e de IgG. Em animais expostos a CDV de campo,
anticorpos IgM podem persistir por mais de trés meses. Porém, apds a vacinagdo, caes
tém IgM anti-CDV no soro por mais de trés semanas, o que pode confundir o
diagnéstico. Além disso, os testes soroldgicos podem ndo ser conclusivos no
diagnostico da cinomose aguda, porque os caes infectados podem ainda nao ter gerado
uma resposta imune detectavel. De qualquer modo, sdo métodos importantes para a
determinagdo da prevaléncia de um virus em uma populacao (WINTERS et al., 1984;
SOMA et al. 2001; JOZWIK et Al. 2004).

O diagnostico definitivo pode ser firmado pela detec¢do do CDV nas células
epiteliais, por meio de exame de anticorpos fluorescentes, ou por isolamento do virus
(WINTERS, 1984). As técnicas de imunofluorescéncia podem facilitar o diagnostico
especifico de CDV, contudo estes testes requerem equipamento especial, assim como o
ensaio imuno-enzimatico (ELISA). O ELISA pode ser usado para detectar antigenos
virais ou anticorpos no soro ¢ SNC de caes infectados (MESSLING et al., 1999). A
demonstragdo de antigenos de CDV através da técnica de imunohistoquimica ¢ a mais
indicada para revelar corpusculos de inclusdo no tecido cerebral para confirmar
encefalites por cinomose, porém, sao alteragcdes pouco freqiientes (JONES et al., 2000).
Técnicas de PCR foram desenvolvidas para detectar o CDV em culturas de tecido,
seccoes histoldgicas e urina, tendo como vantagem a rapidez na obtengdo dos
resultados, sensibilidade e especificidade, porém t€m custos mais elevados que outros
métodos € nem sempre estdo disponiveis (FRISK et al., 1999; MORITZ et al., 2000;
GEBARA et al. 2004).
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1.1.8.1. Isolamento Viral

O isolamento viral de CDV virulento tem sido dificil em células de cultura de
rotina. A maioria das replicagdes virais com sucesso ocorre durante o cultivo direto de
tecidos-alvo do hospedeiro infectado. Culturas de macrofagos alveolares detectam o
virus em vinte e quatro a quarenta e oito horas. A formacdo de sincicios ¢ um efeito
citopatico (ECP) caracteristico do CDV em diversos tipos de cultivos celulares,
podendo ser detectado de dois a cinco dias. O crescimento em macrofagos pulmonares
ou linfocitos era considerado uma caracteristica essencial de isolados de CDV virulento,
porém, algumas amostras de CDV virulento t€ém sido isoladas em células VERO ou

MDCK (APPEL, 1987; GREENE e APPEL, 1998; LEDNICKY et al., 2004).

1.1.9 Prevencao

A erradicacdo do CDV tem sido buscada através da vacinac¢do. Durante as
ultimas décadas a incidéncia de cinomose tem diminuido consideravelmente, podendo
ser devida a vacinacdo regular de caes (JOZWIK e FRYMUS, 2002). Contudo, muitos
surtos de cinomose foram documentados, inclusive em animais vacinados
(BLIXENKRONE- MOLLER et al., 1993; APPEL et al., 1994; GEMMA et al., 1996;
HASS et al., 1997; EK-KOMMONEN et al., 1997; JOZWIK ¢ FRYMUS, 2002).
Muitas espécies de carnivoros selvagens sdo suscetiveis ao CDV e representam uma
constante fonte de infec¢do para caes nao devidamente vacinados (APPEL, 1987).

As vacinas de CDV inativadas ndo sdo capazes de controlar a doenca. Elas
induzem uma resposta imune pobre, que pode proteger os cdes por muitos meses da
doenca, mas ndo contra a infeccdo com CDV (APPEL et al., 1984b). Em espécies
selvagens ou exdticas, a imunizagdo contra cinomose sé pode ser realizada com vacinas
de CDV inativadas (GREENE e APPEL, 1998). Em raposas cinzentas as vacinas de
CDV atenuado sao virulentas, sendo que apenas as amostras adaptadas as células de
aves ndo sdo virulentas. Porém, o inicio da resposta imune ¢ retardado em relagdo a
vacinas adaptadas em células caninas e nem todas as espécies selvagens ficam
imunizadas com as mesmas (HALBROOKS et al., 1981; APPEL, 1987).

As vacinas de virus vivo modificado (VVM) existentes atualmente para o CDV
induzem imunidade efetiva contra cinomose. Geralmente uma unica dose de vacina
VVM para cinomose imuniza caes que estejam sem anticorpos. A imunidade materna

interfere com a imunizacdo dos filhotes (APPEL, 1987). A idade na qual filhotes
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tornam-se suscetiveis a cinomose ¢ proporcional ao titulo de anticorpos de sua mae e
varia de acordo com a transferéncia dos anticorpos pelo colostro aos filhotes
(SWANGO, 1997; GREENE e APPEL, 1998). Aproximadamente 50% dos filhotes sdo
imunizaveis para a cinomose por volta de seis semanas de idade, cerca de 75% por volta
de nove semanas de idade e mais de 95% por volta de treze semanas de idade. Devido a
idade variavel em que os filhotes tornam-se imunizaveis a cinomose e de acordo com
historico de vacinacdo das maes, ¢ aplicada uma série de vacinagdes aos filhotes,
seguindo esquemas que sejam praticos, mas que maximizem a probabilidade da indugdo
da imunidade. A revacinacdo anual ¢ recomendavel, porque o titulo de anticorpos
poderé declinar até niveis ndo mais protetores dentro de um ano, em até um tergo dos
caes jovens. Os titulos perduram por mais tempo apds o reforco (SWANGO, 1997;
BIAZONO et al. 2001). Com poucas exceg¢des, as vacinas VVM disponiveis hoje sdo
multiplicadas em células de aves ou ovos, como as amostras Onderstpoort (HAIG,
1956) ou Lederle (HAIG, 1956) ou de adaptacdes em culturas de células caninas com as
amostras Rockborn (ROCKBORN, 1960) ou Snyder Hill (CABASSO et al., 1962).
Ambos os caminhos de adaptagdo resultam em vacinas muito efetivas as quais induzem
imunidade em cdes suscetiveis que ficam protegidos por, no minimo, um ano e
provavelmente por varios anos na maioria dos caes (APPEL e GILLESPIE, 1972;
SWANGQO, 1997; GORE et al., 2005).

Vacinas com virus heter6logo podem ser uma alternativa para driblar a
interferéncia de anticorpos maternos. As vacinas de sarampo ndo sdo neutralizadas por
anticorpos contra CDV. Como as vacinas de CDV inativadas, a vacina contra sarampo
induz uma imunidade limitada que protege os cdes contra a doenca, mas ndo contra a
infeccdo (APPEL et al., 1984b). A imunidade estimulada pelo virus do sarampo em
filhotes ¢ basicamente do tipo mediada por células, com baixos titulos de anticorpos,
proporcionando proteg¢do temporaria contra o CDV (SWANGO, 1997).

Vacinas recombinantes baseadas em vetores canaripox e adenovirus, bem como
diferentes vacinas de DNA, vem sendo avaliadas (DE VRIES et al., 1988; PARDO et
al., 1997, CHERPPILOD et al., 2000; FISHER et al. 2002; FISHER et al., 2003).
Alguns autores demonstraram completa protecao em filhotes com estas vacinas (SIXT
et al., 1998; FISHER et al., 2003). Normalmente, estas vacinas sdo muito seguras, pois
ndo causam infecgdes nos animais vacinados, além de poder provocar uma vigorosa
resposta imune celular em recém-nascidos sem interferir com anticorpos maternos

(DONELLY et al., 1997, MOCHIZUKI et al., 1999). Contudo, os niveis de anticorpos
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neutralizantes e de protecao sdo geralmente inadequados se estas vacinas nao forem
aplicadas varias vezes e em altas doses (DE VRIES, 1988; LAYOR et al, 1999).

Além da imunizacdo, o isolamento de cdes doentes ¢ importante para o controle
da disseminagdo da cinomose para outros animais. A desinfeccdo de um ambiente
contaminado com CDV pode ser alcancada com detergentes e solventes de gorduras
comuns, pois o envelope viral ¢ facilmente solubilizado, inativando o agente (APPEL,

1997).

1.2 Virus Parainfluenza canino

1.2.1 Introducéo

O virus parainfluenza canino (CPIV) ¢ um de varios patdégenos envolvidos no
quadro denominado “tosse dos canis”, uma importante enfermidade dos caes (BINN et
al., 1967; ROSEMBRG et al., 1971; WAGNER et al.,1984). A infec¢do natural pelo
CPIV produz uma traqueobronquite aguda auto-limitante (WAGNER et al., 1983).
Contudo, este virus pode atuar sinergicamente com CDV, Bordetella bronchiseptica,
entre outros agentes, afetando primariamente as vias aéreas, podendo ocasionar doenca
sistémica (EVERMAN et al., 1980; FORD & VADEM, 1998; DAMIAN et al., 2005).
O CPIV também ja foi descrito como causa de encefalite em cdes (EVERMAN et al.,
1981; BAUMGARTNER et al.,1981). Encontra-se distribuido mundialmente e atinge
uma ampla variedade de hospedeiros incluindo varios roedores, sendo altamente
contagioso entre cies (BINN & LAZAR, 1970; HSIUNG, 1972; ANDREWES et al.,
1989). A doenga pode ser controlada por vacinas de virus vivo atenuado (SWANGO,
1997; EDIMBORO et al., 2004).

1.2.2 Descricéo do agente

O virus parainfluenza canino (CPIV) pertence a familia Paramyxoviridae,
classificado presentemente como do género Paramyxovirus (KINGSBURY, 1973;
SWANGO, 1997; BUCHEN-OSMOND, 2003), (Figura 3). Os virions pertencentes a
familia Paramyxoviridae possuem a mesma morfologia (APPEL ¢ SUMMERS, 1995;
BUCHEN-OSMOND, 2003). O genoma do CPIV codifica oito proteinas virais
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denominadas nucleoproteina (NP), fosfoproteina (P), proteina V, proteina matriz (M),
proteina de fusao (F), pequena proteina hidrofobica (SH), hemaglutinina-neuraminidase
(HN) e grande proteina (L). As proteinas HN e F sdo glicosiladas e formam espiculas
que projetam-se através do envelope viral. A proteina M est4 localizada na superficie
interna do envelope viral ¢ a NP, P, L e V estdo associadas ao RNA gendmico para
formar um complexo ribonucleoprotéico chamado de nucleocapsideo (BUETTI e
CHOPPIN, 1977; ANDREWES et al., 1989; BUCHEN-OSMOND, 2003). As proteinas
HN e F estdo envolvidas na indugdo de imunidade, sendo que a HN ¢ responsavel pela
adesao e liberag¢ao do virion e F pela penetragao e disseminagdo do virus célula a célula
(ANDREWES et al., 1989; BUCHEN-OSMOND, 2003). As fungdes das proteinas L e
SH ndo sdo bem conhecidas (COLLINS et al. 1996). As proteinas NP, P, L e,
provavelmente, V estdo envolvidas na transcri¢ao e replicagdo viral (SOUTHERN et al.
1990; BUCHEN-OSMOND, 2003). Este virus ¢ relativamente 1abil, ndo sobrevive por
muito tempo no ambiente e ¢ facilmente inativado por desinfetantes quimicos
(SWANGQO, 1997).

O CPIV ¢ antigenicamente similar ao virus parainfluenza simio (SV5), ao
parainfluenza humano tipo 2 e aos parainfluenza bovino, ovino, suino e felino (AIJIKI

etal., 1982; RANDALL et al., 1987).

Figura 3: Foto de um paramixovirus ao microscopio eletronico. (aumento
de x 250000; obtida de McNulty, S. Veterinary Sciences, Queen’s

University, Belfast).
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1.2.2.1 Multiplicagéo Viral

Como visto anteriormente, os mecanismos de replicacdo dos membros da familia
Paramyxoviridae sio similares (ANDREWES et al., 1989; BUCHEN-OSMOND,
2003). Tanto a replicagdo viral como a multiplica¢dao in vitro do CPIV seguem os
mesmos principios descritos anteriormente (capitulo 1.1.2.1) para o CDV, exceto pela
presenca de acido neuraminico em receptores de membrana nos membros do género
Paramixovirus e nio no género Morbillivirus (ANDREWES et al., 1989; BUCHEN-
OSMOND, 2003).

1.2.3 Epidemiologia

O CPIV foi primeiramente isolado de cdes com doenca respiratoria em 1967
(BINN et al.,, 1967). O virus encontra-se amplamente distribuido geograficamente,
atingindo uma ampla variedade de hospedeiros, incluindo roedores (BINN e LAZAR,
1970, ADREWES et al., 1989; COLLINS et al. 1996). Gatos ¢ furdes sao suscetiveis a
infec¢do experimental com CPIV (SAONA-BLACK e LEE, 1970; DURCHEFELD et
al., 1991). Este virus ¢ altamente contagioso entre cies (BINN e LAZAR, 1970;
HSIUNG, 1972). Estudos soroepidemioldgicos revelaram alta prevaléncia de anticorpos
contra CPIV na populagdo canina, por volta de 30 a 70 % (BIBRACK e BENARY,
1975; THOMPSON et al. 1975; BAUMGARTNER, 1985). Infec¢des pelo CPIV, sem
associagdes com outros agentes, sdo geralmente inaparentes e a morbidade varia de 10 a
50 %, sendo a mortalidade rara (SWANGO, 1997). Em todo o mundo, assim como no
Brasil, existem poucas informacdes disponiveis sobre prevaléncia de infec¢des virais
em felinos silvestres ou praticamente inexistem como no caso do CPIV (CATROXO et

al, 2004; BATISTA et al., 2005).

1.2.4 Transmissao

O CPIV ¢ extremamente infeccioso, sendo transmitido por aerossois ou contato
direto entre animais, porém, ndo persiste por muito tempo no ambiente (COLLINS et al.
1996; SWANGO, 1997). O virus geralmente causa infec¢do limitada ao trato
respiratorio, porém, podem ocorrer doenca sistémica e encefalite (BINN, 1970;

EVERMAN et al., 1980; MACARTNAY et al, 1985; SWANGO, 1997).
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A sindrome “tosse dos canis”, onde o CPIV geralmente ¢ um dos varios
patogenos envolvidos, ocorre mais frequentemente em caes que vivem em grupos, Como
canis, centros de recolhimento de animais de rua e hospitais veterinarios (APPEL e
BINN, 1987; UELAND, 1990). A infeccdo pelo CPIV ocorre mais frequentemente na
segunda semana ap6s a entrada de cdes novos em um canil, podendo predispor o
epitélio respiratoério a entrada de outros agentes (ERLES et al., 2004).

Randall et al. (1987), revelaram pequenas diferencas antigénicas, usando
anticorpos monoclonais, entre isolados de parainfluenza canino, humano e simio.
Entretanto, ainda ndo esta claro se estas diferencas sdo suficientes para restringir a
transmissdo do virus entre as espécies ou se o virus pode atravessar barreiras entre

espécies (DURCHEFELD et al., 1991).

1.2.5 Patogenia

O CPIV causa infecgdo do trato respiratorio, replicando-se tanto nas vias aéreas
superiores como inferiores e sdo expelidos nas secregdes respiratorias, propagando a
infeccdo. O CPIV tem maior afinidade pelos macrofagos alveolares, causando
pneumonia intersticial. A infec¢ao natural com CPIV em caes em geral ¢ auto-limitante
e restrita ao trato respiratorio (SWANGO, 1997; LOPEZ, 2001). Contudo, o CPIV ja
foi isolado de outros 6rgdos, como intestino, bago, figado, cérebro e fluido cérebro-
spinhal de caes, podendo causar doenca sist€émica e encefalite (BINN, 1970;
EVERMAN et al., 1980; MACARTNAY et al, 1985). Uma amostra neurotropica de
CPIV, denominada CPI+, ja foi isolada do fluido cerebroespinhal de um cdo com
paralisia posterior temporaria (EVERMANN et al. 1981; BAUMGARTNER et al.
1981). Infecgdes intracerebrais de caes gnotobiodticos com este mesmo isolado de CPIV,
resultaram em encefalite aguda com necrose cortical laminar e aparecimento de
antigenos virais em célula ependimais e neurénios (BAUMGARTNER et al., 1982).
Andlises mais detalhadas a respeito da patogenia da infec¢do por CPIV ndo estdo

disponiveis (COLLINS et al. 1996; LOPEZ, 2001).

1.2.6 Manifestac6es clinicas de infecgdes por CPIV

Em caes, o CPIV produz uma traqueobronquite aguda auto-limitante com

minimos sinais clinicos e alteragdes histoldgicas. Sinais clinicos e lesdes mais aparentes
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ocorrem com infec¢des concomitantes com outros patdogenos, resultando na sindrome
clinica denominada “tosse dos canis” (WAGNER et al., 1983; BAUMGARTNER,
1985; APPEL e BINN, 1987; FORD e VADEM 1998). A principal manifestacdo da
infeccdo ¢ a tosse paroxistica de freqliéncia e intensidade variaveis. A febre também ¢é
variavel. A tosse resulta da irritagdo traqueobronquico-bronquiolar do trato respiratorio
(SWANGO, 1997, FORD ¢ VADEM 1998, LOPEZ 2001). Geralmente os caes
recuperam-se da traqueobronquite induzida pelo virus dentro de trés a sete dias apos o
surgimento dos sinais clinicos. A tosse pode ser induzida pela palpag¢do ou manipulagao
da traquéia por periodo de tempo mais prolongado. Experimentalmente, tem sido dificil
a reproducdo da moléstia respiratoria com o virus CPIV (SWANGO, 1997).

Como visto anteriormente, o CPIV tem manifestado-se como uma infecgao
geralmente restrita ao trato respiratdrio. Porém, em 1978, um agente viral foi isolado do
fluido cerebroespinhal de um cao com disfun¢do neuroldégica (EVERMANN et al. 1980;
BAUMGARTNER et al. 1982). Este isolado (78-238), foi caracterizado através de suas
propriedades biolégicas como um parainfluenza canino (BAUMGARTNER et al.
1981). Além disso, o virus ja foi isolado de outros 6rgdos, além do sistema respiratorio,
causando doenca sistémica (BINN, 1970; EVERMAN et al., 1980; MACARTNAY et
al, 1985).

1.2.7 Imunidade em infeccdes por CPIV

Nas infeccdes por CPIV, em sua maioria, 0s animais recuperam-se
espontaneamente dentro de trés a sete dias apds o inicio dos sinais clinicos. A
recuperagdo corresponde ao desenvolvimento da imunidade a infec¢do viral. A resposta
imune faz com que a multiplicagdo viral fique sob controle, ocorrendo apds a
eliminacao viral (SWANGO, 1997). A protecao imunoldgica do trato respiratorio contra
a infeccdo depende da presenca de anticorpos nas secregdes respiratorias. Anticorpos da
classe IgG estdo presentes em secrecdes do trato respiratorio inferior, em concentragdo
proporcional ao titulo de anticorpos humorais. Mecanismos especificos para transportar
a IgG do soro para o limen do trato respiratorio inexistem. O transporte ocorre por
transudagdo inespecifica, dirigida por altos titulos no soro. Uma quantidade minima de
anticorpos estd presente em secre¢des do trato respiratdrio superior, a menos que tenha
ocorrido infeccdo e estimulacdo dos anticorpos secretores da classe IgA (S-IgA)

(COLLINS et al. 1996; SWANGO, 1997). Em situacdes naturais, a IgA tem a vantagem
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de ser transportada especificamente através do epitélio da superficie do limen, bem
como ser capaz de neutralizar o virus dentro das células epiteliais (RENEGAR e
SMALL, 1991; MAZANEC et al., 1992). A recuperagdo da infec¢do confere imunidade
de longa duragdo. Células de memodria efetuam a resposta anamnéstica a exposi¢do e

reinfec¢do, que estende a duragdao da imunidade (SWANGO, 1997).

1.2.8 Diagnostico

Devido ao fato que os varios agentes associados a doencgas respiratdrias em caes
podem causar sinais similares, ndo ¢ possivel firmar diagndstico etiologico com base
apenas no exame clinico. Além disso, no caso de infec¢do pelo CPIV, geralmente ndo
ocorrem alteracdes clinico-patoldgicas consistentes que permitam o estabelecimento
definitivo da causa (SWANGO, 1997). Assim, o diagndstico etiologico depende da
identificacao do virus nos animais enfermos, seja por isolamento do virus a partir de
espécimes apropriados retirados do trato respiratorio, seja pela identificagdo de
antigenos virais em secre¢des do trato respiratorio por imunofluorescéncia ou outros
ensaios imuno-enzimaticos, ou ainda, mais modernamente, pela identificacdo de acidos
nucléicos virais nas secrecoes e tecidos de animais infectados. Os testes sorologicos
podem ainda auxiliar no diagndstico pela demonstragdo de titulos ascendentes de
anticorpos virus-especificos em soros pareados. Este ultimo pode ser feito através de
testes de fixacdo do complemento, inibi¢do da hemaglutinagdo, neutralizacdo e ensaios
imuno-enzimaticos pareados (ANDREWES et al., 1989; COLLINS et al., 1996;
SWANGO, 1997).

1.2.8.1 Isolamento viral

O virus ¢ isolado usualmente em células VERO. O isolamento ndo fornece
usualmente resultados rapidos, sendo necessarias varias passagens ou subcultivos do
virus, antes que as células infectadas manifestem qualquer efeito citopatico (ECP)
visivel. Os tipos de ECP que podem ser observados em células infectadas com CDV de
campo podem incluir arredondamento ou fusdo de células formando sincicios,
eventualmente revelando células com inclusdes citoplasmaticas eosinofilicas. O ECP,

muitas vezes, pode ser leve ou ausente. Os isolados podem ser identificados por testes
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de inibicdo da hemadsor¢do, inibicdo da hemaglutinacdo, neutralizacao,

imunoperoxidase ou fixacao do complemento (ANDREWES et al., 1989).

1.2.9 Prevencao

A prevencao da doenca ¢ buscada através da vacinacdo. Atualmente apenas
vacinas inativadas e vacinas VVM contra CPIV estdo disponiveis comercialmente e sdo
de administracdo intramuscular, subcutanea ou intranasal (VVM). Estas vacinas estdo
combinadas com outros virus caninos atenuados e geralmente induzem imunidade que
ajuda na prevencao da doenca (SWANGO, 1997). Vacinas contra o CPIV existem em
combinac¢do com Bordetella bronchiseptica e também adenovirus canino, para uso pelas
vias intranasal, intramuscular ¢ subcutanea. A vacina contra o CPIV de administracao
intranasal, induz imunidade mais efetiva que a vacina VVM administrada por via intra-
muscular ou subcutanea (KONTOR et al., 1981; SWANGO, 1997; EDIMBORO et al.,
2004). As vacinas de uso intranasal produzem uma prote¢do rapida e localizada
(estimulacdo de IgA na mucosa) e a imunidade protetora pode ser alcangada dentro de
quatro dias, ap6s uma segunda dose (KONTOR et al., 1981; BEY et al., 1981). Quando
a “tosse dos canis” endémica torna-se seriamente problemdtica em um canil, ¢
recomendado o uso de vacinas intranasais em filhotes de até trés a quatro semanas de
idade. Geralmente as vacinas de uso intramuscular e subcutaneo contra CPIV sdo
administradas em combinagdo com outros virus caninos (polivalentes), sendo
recomendadas em filhotes a partir de seis semanas de idade, trés doses com intervalos
de vinte e um a trinta dias, mais um refor¢o anual (SWANGO, 1997).

Além da vacinacdo, a preven¢do da infec¢do por CPIV inclui quarentena dos
animais antes de introduzi-los em um grupo, isolamento de animais doentes, adequada

sanidade e ventilacdo do ambiente (FORD e VADEN, 1990).
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2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivos:

- avaliar a ocorréncia de infecgdes por CDV e CPIV em duas populacdes de
caes de rua mantidos em centros de recolhimento de animais dos municipios de Novo
Hamburgo e de Porto Alegre, RS, através da pesquisa de anticorpos neutralizantes nos

soros destes animais.

- avaliar a ocorréncia de infec¢des por CDV e CPIV em seis espécies de
felinos silvestres brasileiros, de diferentes regides do Brasil, mantidos em cativeiro,

através da pesquisa de anticorpos neutralizantes nos soros destes animais.
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Resumo
No presente estudo, foi realizada uma enquete sorologica para determinar a
presenga de anticorpos neutralizantes contra os Vvirus da cinomose (CDV) e
parainfluenza caninos (CPIV) em soros de duas populagdes de cdes de rua dos
municipios de Novo Hamburgo e de Porto Alegre, RS. Foram coletados soros de 173
caes de rua (82 soros de Novo Hamburgo e 91 soros de Porto Alegre) mantidos em
canis municipais destas regides. A prevaléncia de anticorpos neutralizantes,
determinada através da técnica de soroneutralizagdo frente as amostras de CDV
Rockborn e Snyder Hill foi de 9,3 % e 4,1 %, respectivamente. Contra a amostra de
CPIV V660, a prevaléncia de anticorpos neutralizantes encontrada foi de 51,4 %. Estes
resultados indicam que o CDV aparentemente ndo circula ou tem circulagdo limitada na
populacdo amostrada, sugerindo susceptibilidade a eventuais infec¢des por este virus. Ja

o CPIV parece circular amplamente nestas populagoes.

Palavras-chave: cinomose; parainfluenza canino; caes; soroneutralizagdo;

prevaléncia.
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Abstract
In this study a serological survey was carried out to determine the prevalence of
antibodies to canine distemper virus (CDV) and canine parainfluenza virus (CPIV) in
sera from stray dogs from the cities of Novo Hamburgo and Porto Alegre, RS, Brazil.
Samples were taken from 173 stray dogs (82 samples from Novo Hamburgo and 91
samples from Porto Alegre) kept in municipal kennels. Prevalence of neutralizing
antibodies against two strains of canine distemper virus (Rockborn and Snyder Hill) and
one strain of CPIV (V660) was evaluated. Neutralizing antibodies to CDV Rockborn
were detected in 9.3 % of the samples, whereas 4.1 % of those had neutralizing
antibodies to CDV Snyder Hill. Neutralizing antibodies to CPIV V2660 were detected
in 51.4 % of samples. The rather limited frequency distribution of antibodies to CDV
suggest that the sampled populations could be largely susceptible to this virus. On the

other hand, CPIV seems to circulate widely within the stray dogs populations evaluated.

Key words: canine distemper virus; canine parainfluenza virus; dogs; sero

neutralization; prevalence
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Introducéo

O virus da cinomose canina (“canine distemper virus”, ou CDV) pertence ao
género Morbillivirus da familia Paramyxoviridae (APPEL & SUMMERS, 1999). O
CDV esta distribuido mundialmente, sendo um dos mais importantes agentes
infecciosos dentro das populagdes caninas, tanto ndo-imunizadas quanto imunizadas
(GOUVEIA et al., 1987, BLIXENKRONE-M@LLER et al.,1993; GEMMA et al.,
1996; EK-KOMMONEN et al., 1997). O CDV causa uma doenga sistémica
disseminando-se por todo o organismo do hospedeiro através de células linféides,
podendo infectar o sistema nervoso central e, ocasionalmente, produzindo uma
encefalite aguda ou cronica desmielinizante (SUMMERS & APPEL, 1994). Sinais
respiratdrios, digestivos e neuroldgicos podem, isoladamente ou em associagdo, ser
encontrados em varias outras doencas infecciosas, dificultando o diagnostico clinico
de cinomose (TIPOLD, 1995). A encefalite causada pelo CDV ja foi identificada em
varias espécies, incluindo membros das familias Canidae, Procyonidae, Mustelidae,
Felidae e muitos outros carnivoros (APPEL, 1987; TIMONEY et al., 1992; APPEL et
al., 1994) .

Outro importante agente que acomete a populacdo canina ¢ o virus
parainfluenza. O virus parainfluenza canino (CPIV) pertence ao género
Paramyxovirus da familia Paramyxoviridae (SOUTHERN et al., 1991). O CPIV é um
de varios patogenos envolvidos no quadro denominado “tosse dos canis”, uma
sindrome que ocorre com maior freqiiéncia em cdes que vivem em grupos,
clinicamente caracterizada por uma traqueobronquite aguda auto-limitante
(WAGNER et al., 1984; APPEL & BINN, 1987). O CPIV tem uma ampla variedade
de hospedeiros, incluindo varios roedores (HSIUNG, 1972), sendo altamente

contagioso entre caes (BINN & LAZAR, 1970), usualmente incidindo nas populagdes
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caninas com prevaléncias reportadas entre 30 % e 70 % (THOMPSON et al., 1975;
BAUMGARTNER, 1985). CDV e CPIV podem estar associados e causar doengas
respiratorias caninas (FORD & VADEM, 1998; DAMIAN et al., 2005). Em nosso
meio sdo escassas as informagdes sobre prevaléncia de infecgdes pelo CDV
(HEADLEY & GRACA, 2000). Menos abundantes ainda sdo as informagdes sobre
infecgdes pelo CPIV (GOUVEIA et al., 1987). O objetivo do presente estudo foi
verificar a presenca de anticorpos neutralizantes contra CDV e CPIV em caes de rua
mantidos em canis municipais dos municipios de Novo Hamburgo ¢ de Porto Alegre,
RS. Para tanto, os soros dos animais foram testados em provas de soroneutraliza¢ao

frente a duas amostras vacinais de CDV e frente a uma amostra de CPIV.

Materiais e métodos
Células

Células da linhagem VERO (ATCC CCL-81) foram cultivadas em meio
minimo essencial de Eagle (E-MEM) suplementado com 5 % de soro fetal bovino
(SFB; Nutricell) e 0,1 mL/L de enrofloxacina a 10 % (Baytril). As cé¢lulas foram
multiplicadas segundo procedimentos usuais, em intervalos de dois a cinco dias

(BUTLER e DAWSON, 1992).

Soros

Foram coletadas amostras de soro de 173 cdes sem raga definida (SRD) de
diferentes faixas etarias e com historico de vacinagdo desconhecido. Destas, 82 (47,4
%) amostras eram de cdes provenientes do Canil Municipal de Novo Hamburgo (RS).
Outras 91 (52,6 %) amostras foram coletadas de caes pertencentes a canis da regidao

metropolitana de Porto Alegre (RS).
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Amostras de Virus

As amostras de virus utilizadas neste trabalho foram amostras de CDV
denominadas Rockborn (ROCKBORN, 1958; CORNWELL & THOMPSON, 1982) e
Snyder Hill (TIZARD, 1990). Ambas foram multiplicadas em células VERO, de
acordo com procedimentos usuais. Os titulos infecciosos dos estoques preparados
situavam-se em torno de 10> doses infectantes para 50 % dos cultivos celulares
(DICCsp). A amostra de CPIV V660 (RIJSEWIIK et al., 1998) foi igualmente
multiplicada em células VERO. O estoque de virus assim produzido atingiu titulos de

aproximadamente 10*° DICCsy.

Soroneutralizagao (SN)

As amostras de soros de caes foram testadas pela técnica de soroneutralizacio
(SN) frente as amostras de CDV Rockborn e Snyder Hill e a amostra de CPIV V660.
Brevemente, cada soro diluido (1:4 a 1:128) em E-MEM e colocado em microplacas
de cultivo celular, foi misturado com 100 DICCsy de cada um dos virus em estudo.
Apds incubagdo por 1 hora em estufa a 37 °C, foi adicionada uma suspensdo de
células VERO (10°* a 10° células/mL) e incubados novamente a 37 °C. As células
foram observadas por até 7 dias em busca do ECP caracteristico (CDV) ou coradas
por imunoperoxidase (CPIV), como descrito previamente (KRAMPS et al. 1994),
exceto que o anticorpo primario utilizado foi um soro canino policlonal anti-CPIV e o
anticorpo secundario utilizado foi um conjugado peroxidase/anti-IgG canina (Serotec).
Os titulos de anticorpos neutralizantes foram expressos como a reciproca da maior
dilui¢do do soro capaz de inibir completamente o ECP (CDV) ou inibir a coloragao
associada a presenga do virus nas células (CPIV).

Soros com titulos de anticorpos neutralizantes > 4 foram considerados positivos.
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Resultados

Dos 173 soros caninos titulados por SN para CDV, a maioria apresentou-se
negativo frente as duas amostras de CDV testadas, sendo 157 (90,7 %) negativos para
CDV Rockborn e 166 (95,9%) negativos para CDV Snyder Hill (Fig.1). Dos 173 caes
apenas 20 cdes (16,7%) apresentaram anticorpos neutralizantes contra CDV sendo que
apenas trés caes (2,5 %) apresentaram anticorpos neutralizantes contra as duas
amostras de CDV testadas (Fig.2).

Frente ao CPIV, dos 173 soros caninos testados, 84 (48,6 %) apresentaram-se

negativos para a amostra V660, sendo 89 (51,4 %) positivos (Fig. 3).
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Figura 1 - Resultados dos testes de soroneutralizagdo (SN) frente ao virus da
cinomose (CDV; amostras Rockborn e Snyder Hill). n= 173
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Figura 2: Titulos de anticorpos neutralizantes contra as amostras
Rockborn e Snyder Hill do virus da cinomose (CDV) em caes
soropositivos (n= 20).
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Figura 3: Resultados dos testes de soroneutralizagdo (SN) frente ao virus
parainfluenza canino (CPIV; amostra V660). n= 173
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Discussao
A tomada de amostras em populagcdes de cdes de rua, constituida
essencialmente por cdes nao vacinados, pode servir como um indicativo da evolugao
da infec¢do em ambiente urbano (MURPHY et al., 1999). No presente estudo, os
elevados titulos de anticorpos detectados em alguns soros contra a amostra de CDV
Rockborn sugerem que alguns cdes provavelmente foram vacinados (Fig. 2).
Entretanto, estes mesmos soros frente a amostra Snyder Hill apresentaram titulos de
anticorpos baixos ou eram negativos para anticorpos neutralizantes, sugerindo que
estes cdes sO estariam protegidos frente a amostras antigenicamente mais parecidas
com a amostra Rockborn do que a Snyder Hill. Na verdade, somente dois caes
apresentaram titulos de anticorpos considerados protetores frente a uma agressdo com
CDV virulento (>100; APPEL, 1996) e, ainda assim, frente apenas a amostra
Rockborn (Fig.2). Apenas 2,46 % (3) dos animais possuiam anticorpos neutralizantes
contra as duas amostras de CDV, o que ¢ um indicio de pouca reatividade cruzada
entre as mesmas. Esta baixa reatividade cruzada pode ser um reflexo de diferencas
antigénicas nos epitopos protetores entre amostras de CDV (GEMMA et al., 1996;
HAAS et al., 1997), embora as implicagdes dessas variagdes na vacinagdo sejam ainda
desconhecidas. Variacdes na glicosilagdo da hemaglutinina podem causar
significativas diferengas no perfil antigénico do CDV (IWATSUKI et al., 1997).
Todavia, vacinas produzidas com amostras para CDV, sdo tidas como capazes de
induzir imunidade protetora nos animais vacinados (CORNWELL & THOMPSON,
1982; GREENE, 1990). Assim, permanece obscuro o significado das diferengas
antigénicas aqui detectadas, assim como seus reflexos na suscetibilidade dos animais

soropositivos a infec¢des por CDV.
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Por outro lado, um grande numero de animais (Fig.1) ndao apresentou
anticorpos neutralizantes contra as amostras utilizadas (90,7 % para Rockborn e 95,9
% para Snyder Hill). Uma vez que a populagdo estudada era formada por caes de rua,
isto sugere que a maioria dos cdes ndo havia sido vacinada ou ndo havia tido contato
prévio com o CDV. E possivel que a mortalidade associada ao CDV possa ter
eliminado os animais que tenham tido contato prévio com o agente, com isso,
diminuindo sua transmissdo entre a populagcdo canina de rua e, consequentemente,
levando a baixa prevaléncia detectada. Em um estudo ja havia sido reportado
resultados similares, onde 81 % de cdes com historico de vacinacdo desconhecido,
eram soronegativos (JOZWIK et al. 2004). Os resultados encontrados neste estudo
deixam claro que a populagdo amostrada nao esta protegida contra a doenca. Portanto,
em cdes adotados, tal fato pode ser relevante a primeira imunizacao de filhotes se nao
estiverem disponiveis dados sobre o histérico de vacinagio dos mesmos. E freqiiente
em nosso meio a recomendagdo de evitar a vacinacdo de filhotes de menos de dois
meses de idade (APPEL & SUMMERS, 1999), visando evitar a interferéncia de
anticorpos maternos no desenvolvimento de imunidade ativa do filhote. Na populagao
amostrada, esse risco seria negligencidvel, uma vez que a maioria dos animais,
incluindo cadelas, apresentou-se soronegativa. Dessa forma, a auséncia de anticorpos
passivamente adquiridos poderia dar origem a populagdes de cdes neonatos totalmente
sensiveis ao virus. Essa exposi¢cdo nas primeiras semanas de vida poderia levar a
morte 0s animais que tivessem contato com o virus, levando as altas taxas de
soronegatividade aqui detectadas.

Em relagdo ao CPIV, mais da metade dos caes testados (51,4 %) apresentou-se
soropositiva para anticorpos neutralizantes anti-CPIV. Em outros estudos, a

prevaléncia de anticorpos anti-CPIV tmabém tem sido elevada, situando-se entre 30 %
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e 70 % (THOMPSON et al., 1975; BAUMGARTNER, 1985). O CPIV ¢ facilmente
transmissivel entre as popula¢des caninas e, além disso, os titulos de anticorpos
neutralizantes estdo pobremente relacionados com a protecdo contra o desafio com o
mesmo (BINN & LAZAR, 1970; BAUMGARTNER, 1985; ERLES et al., 2004).

No presente estudo, foi possivel detectar que o CPIV parece circular entre a
populacdo de caes nao-vacinados com prevaléncia muito superior ao CDV. Isto pode
ser conseqiiente ao fato de que o CDV possa induzir alta mortalidade entre os caes, de
certa forma auto-limitando sua disseminagdo nas populacdes caninas. Outra
possibilidade seria que os caes de rua de fato ndo tenham contato com o virus, talvez
pela vacinagdo de grande numero de caes domiciliados, o que poderia levar a uma
baixa ou insignificante circulagdo do virus no ambiente. Estas possibilidades sdo
ambas muito interessantes, pois revelam distintas possibilidades de evolucdao desta
infecgdo nas regides amostradas. Ainda existe a possibilidade de que o teste
diagnéstico aqui utilizado (SN) ndo detecte estas amostras circulantes. Claro esta que
estudos futuros serdo necessarios para determinar com precisdo o comportamento
dessa virose em nosso meio. Por outro lado, a ampla disseminagdo do CPIV entre a
populacdo canina sugere que este agente dissemina-se de forma extremamente eficaz
entre estes animais. Questionamentos podem ser, portanto, levantados em relagdo a
necessidade de vacinag@o contra CPIV na regido amostrada. Esse tema igualmente

permanece como uma interessante questao a ser abordada em estudos futuros.

Concluséo
O baixo indice de soropositividade detectado frente ao CDV sugere que este
agente ndo tem uma circulagdo significativa entre as populacdes de cies de rua

amostradas. O CPIV apresentou prevaléncia significativa na populagdo amostrada dos
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municipios de Novo Hamburgo e Porto Alegre, indicando que esse agente circula

amplamente em populacdes caninas ndo domiciliadas.
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Resumo

O virus da cinomose canina (CDV) e o virus parainfluenza canino (CPIV)
podem infectar uma ampla variedade de hospedeiros. O CDV foi recentemente
detectado como causa de morbidade e mortalidade em grandes felinos na Africa,
América do Norte e Asia, porém no Brasil ndo existem relatos disponiveis sobre sua
ocorréncia em felinos silvestres. Em relacao ao CPIV, nao existem referéncias sobre a
sua presenga em felinos silvestres. No presente estudo, foi realizado um levantamento
soroldgico em busca de anticorpos neutralizantes contra o CDV e CPIV em soros de 84
felinos silvestres mantidos em cativeiro, de seis diferentes espécies nativas brasileiras
(Leopardus tigrinus, Puma concolor, Leopardus wiedii, Herpailurus yaguarondi,
Panthera onga), coletados em diferentes regides do Brasil. Todos as amostras
examinadas foram negativas para anticorpos neutralizantes contra as amostras de CDV
e CPIV utilizadas. Estes resultados indicam que o CDV e o CPIV aparentemente nao

circulam entre as populagdes de felinos silvestres amostradas.

Palavras-chave:  cinomose;  parainfluenza  canino;  felinos  silvestres;

soroneutralizacdo; prevaléncia.
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Abstract

Canine distemper virus (CDV) and canine parainfluenza virus (CPIV), are
paramyxoviruses with broad host ranges. CDV has recently been detected as a cause of
morbidity and mortality in large felids in Africa, North America and Asia. However, no
information is available on the occurrence of CDV infections in Brazilian wild felids.
Regarding CPIV, no records have been made to date on evidences of infection in wild
felids. In this study, a serological survey was carried out aiming to determine the
prevalence of antibodies to CDV and CPIV in sera of 84 captive felids of six native
species of Brazilian captive wild felids (Leopardus tigrinus, Puma concolor, Leopardus
wiedii, Herpailurus yaguarondi, Panthera onca), from different regions of Brazil. All
examined samples were negative for neutralizing antibodies to CDV and CPIV. These
results indicate that CDV and CPIV seem not to circulate within the examined

populations of wild felids.

Key words: canine distemper virus; canine parainfluenza virus; wild felids; sero

neutralization; prevalence
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Introducéo

O virus da cinomose canina (CDV) pertence a familia Paramyxoviridae, género
Morbillivirus, ¢é altamente contagioso, sendo transmitido predominantemente por
aeross6is (APPEL & SUMMERS, 1995). Conhecido por causar uma doenca
potencialmente letal em membros das familias Canidae, Mustelidae e Procionidae, o
CDV foi recentemente detectado como causa de morbilidade e mortalidade em
membros da familia Felidae, como ledes ¢ tigres (APPEL et al., 1994) ¢ varios outros
animais (HARDER & OSTERHAUS, 1997; LEDNICKY et al., 2004). Muitos autores
tém reportado a ocorréncia de infecgdes por CDV em grandes felinos, como ledes,
tigres, leopardos e ongas na Africa e em diferentes zooldgicos nos Estados Unidos,
causando doenca neuroldgica e muitas vezes fatal (BLYTHE et al., 1983; APPEL et al.,
1994; ROELKE-PARKER et al., 1996). Em 1994, uma epidemia causada pelo CDV
matou um tergo dos ledes (Panthera leo) do Seringeti, na Africa (MORELL, 1994;
ROELKE-PARKER et al., 1996). Logo em seguida, o CDV foi novamente implicado
como causador de mortalidade de grandes felinos em cativeiro na América do Norte
(APPEL et al., 1994; HADER et al., 1996). Em outro estudo, foi revelado que pequenos
felinos asiaticos, domésticos e silvestres, eram suscetiveis ao CDV, sendo que a
prevaléncia de anticorpos anti-CDV era varidvel de acordo com a regido e, em alguns
casos, com a potencial exposicao a caes (IKEDA et al., 2001). Estes surtos de cinomose
demonstraram que o virus circulante em carnivoros nao-felinos domésticos e silvestres
pode atravessar barreiras entre espécies para hospedeiros felinos (HARDER et al.,
1995). Porém, o CDV nao ¢ uniformemente letal nas distintas espécies. Ao contrario da
situacdo com ledes, gatos domésticos (Felis sylvestris catus) podem ser infectados por
CDV e apresentar apenas um aumento da temperatura corporal, sendo a patogénese
ainda pouco clara (APPEL et al., 1974; HARDER et al.,1995; IKEDA et al., 2001).

O outro agente abordado no presente estudo, o virus parainfluenza canino
(CPIV), pertence ao género Paramyxovirus da familia Paramyxoviridae (KINGSBURY,
1973; SOUTHERN et al., 1991). O CPIV atinge uma enorme variedade de hospedeiros,
incluindo varios roedores (HSIUNG, 1972), sendo altamente contagioso entre caes
(BINN & LAZAR, 1970). Os gatos apresentaram-se suscetiveis em infec¢do
experimental por CPIV (SAONA-BLACK & LEE, 1970). Os principais sinais clinicos
causada pelo CPIV sdo bronquite e pneumonia intersticial (FORD & VADEN, 1998).
Nenhuma referéncia, entretanto, foi encontrada na literatura com relagdo a ocorréncia de

CPIV em felinos silvestres.
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No Brasil, embora haja apenas oito espécies diferentes de felinos silvestres
reconhecidas, sdo escassas as informagdes sobre prevaléncia de infecgdes virais nestes
animais, tanto nos de vida livre como nos que vivem em cativeiro (CATROXO et al,
2004; BATISTA et al., 2005). Da mesma forma, ndo existem referéncias disponiveis
sobre ocorréncia de CDV e CPIV em felinos silvestres brasileiros. O objetivo do
presente estudo foi verificar a presenca de anticorpos neutralizantes contra CDV e CPIV

em soros de seis espécies de felinos silvestres brasileiros mantidos em cativeiro.

Materiais e métodos

Células

Células da linhagem VERO (ATCC CCL-81) foram cultivadas em meio minimo
essencial de Eagle (E-MEM) suplementado com 5 % de soro fetal bovino (SFB;
Nutricell). As células foram multiplicadas segundo procedimentos usuais, em intervalos
de 2 a 5 dias (BUTLER & DAWSON, 1992). Tais células foram utilizadas nos

procedimentos de cultivo das amostras de virus vacinais e testes de soroneutralizagao.

Soros

Foram coletados soros de 84 felinos silvestres de cativeiro de seis diferentes
espécies nativas do Brasil em quatorze diferentes Estados pela Associacdo Mata Ciliar
(AMC, Jundiai, Sao Paulo, Brasil). As espécies de felinos silvestres das quais as
amostras de soro foram coletadas foram: gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus, 6
amostras), onga-parda (Puma concolor, 33 amostras), gato-maracaja (Leopardus wiedii,
5 amostras), jaguatirica (Leopardus pardalis, 11 amostras), jaguarundi (Herpailurus
yaguarondi, 7 amostras) e onga-pintada/onga-preta (Panthera onca, 22 amostras). Os
soros obtidos foram devidamente armazenados, identificados e conservados a -20 °C até

o momento da realizacao dos testes.

Amostras de Virus

A amostra de CDV utilizada neste trabalho, denominada Rockborn
(ROCKBORN, 1958; CORNWELL & THOMPSON, 1982), foi originalmente isolada
de casos naturais de CDV e atenuada por inimeras passagens em células de linhagem de

mamiferos (ROCKBORN, 1958; STEWART et al., 1968; HAMBURGER et al., 1991).
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A amostra de CDV Rockborn foi multiplicada em células VERO seguindo-se
procedimentos usuais. Quando o efeito citopatico (ECP) tornava-se evidente em 90 a
100 % do tapete celular (em torno de 3 a 5 dias apds a inoculag@o), os cultivos eram
congelados a -70 °C, descongelados, clarificados por centrifugacdo e o sobrenadante
armazenado. Apds 7 a 8 passagens, o titulo infeccioso obtido situava-se usualmente na

faixa de 10°" doses infectantes para 50 % dos cultivos celulares (DICCsp).

A amostra de CPIV V660 foi obtida de um surto de “tosse dos canis”
(RIJSEWIIK et al., 1998). A mesma foi inoculada em células VERO e os cultivos
incubados por sete dias. Apds este periodo, mesmo sem visualizagdo de ECP, os
cultivos eram congelados -70 °C e processados como a amostra de CDV Rockborn
acima. Os estoques de virus assim produzidos, ap0s seis passagens, atingiram titulos de

aproximadamente 10%° DICCsy.

Soroneutraliza¢ao (SN)

As amostras de soros de felinos silvestres foram testadas pela técnica de
soroneutralizacdo (SN) frente a amostra CDV Rockborn e a amostra CPIV V660.
Cada soro diluido de 1:16 a 1:2048 em E-MEM (os soros testados em diluicdes
menores que 1:16 foram toxicos para as células) e colocado em microplacas de cultivo
celular, foi misturado com 100 DICCsy de cada um dos virus em estudo. Apos
incubados por 1 hora em estufa a 37 °C, foi adicionada uma suspensdo de células
VERO (10°* a 10° células/mL) e incubados novamemte a 37 °C. As células foram
observadas por até 7 dias em busca do ECP caracteristico (CDV), ou coradas por
imunoperoxidase (CPIV), como descrito previamente (KRAMPS et al. 1994), exceto
que o anticorpo primdario utilizado foi um soro canino policlonal anti-CPIV, e o
anticorpo secundario utilizado foi um conjugado peroxidase/anti-IgG canina (Serotec).
Os titulos de anticorpos neutralizantes foram expressos como a reciproca da maior
dilui¢do do soro capaz de inibir completamente o ECP (CDV) ou inibir a coloragdo
associada a presenca do virus nas células (CPIV). Soros com titulos de anticorpos

neutralizantes > 16 foram considerados positivos.
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Resultados

Todos as 84 amostras de soros das seis espécies de felinos silvestres (Leopardus
tigrinus, Puma concolor, Leopardus wiedii, Leopardus pardalis, Herpailurus
yaguarondi, Panthera onca) apresentaram-se negativas quanto a presenga de anticorpos
neutralizantes frente a amostra de CDV Rockborn (Tabelal).

Igualmente, os mesmos 84 soros foram tituladas por SN para CPIV. Os mesmos

resultados foram encontrados, ou seja, todos apresentaram-se negativos (Tabela 1).

Tabela 1. Anticorpos neutralizantes contra CDV e CPIV em soros de diferentes

espécies de felinos silvestres brasileiros mantidos em cativeiro.

Titulos de anticorpos

Espécies Numero de soros (n) neutralizantes
Espécies CbhVv CPIV
Leopardus tigrinus 6 <16* <16
Puma concolor 33 <16 <16
Leopardus wiedii 22 <16 <16
Leopardus pardalis 11 <16 <16
Herpailurus yaguarondi 7 <16 <16
Panthera onca 5 <16 <16
Total 84

*Titulos de anticorpos < 16 foram considerados negativos (vide Material e Métodos).
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Discusséo

Os resultados negativos obtidos pela pesquisa de anticorpos neutralizantes contra
CDV e CPIV nos soros de felinos silvestres brasileiros examinados no presente estudo
indicam que estes virus aparentemente nao circulam nas populagdes de felinos silvestres
aqui estudadas. E possivel que tais espécies ndo sejam suscetiveis a infecgdes por estes
agentes. Entretanto, em funcao da reportada ocorréncia de CDV em felinos silvestres de
vida livre ou cativos na Africa, Asia ¢ América do Norte (BLYTHE et al., 1983;
APPEL et al., 1994; ROELKE-PARKER et al., 1996; IKEDA et al., 2001), assim como
relatos indicando a possibilidade de infec¢do de gatos domésticos com CDV (APPEL et
al., 1974; HARDER et al.,1995; IKEDA et al., 2001), havia uma razoavel probabilidade
de que felinos silvestres brasileiros fossem igualmente susceptiveis a infec¢do por CDV.
Os surtos de cinomose que atingiram ledes do Seringeti na Africa, foram atribuidos a
contatos com caes domésticos infectados pelo CDV (CLEAVELAND et al., 2000). Em
outro estudo, guaxinins (Procyon lotor), foram responsabilizados por epizootias de
CDV em carnivoros de cativeiro em zooldgicos e reservas animais (SEDGWICK &
YOUNG, 1968; APPEL et al, 1974; LEDNICKI et al., 2004). Assim, ¢ provavel que a
populacdo de felinos de cativeiro amostrada neste estudo seja sensivel ao CDV, embora
ainda ndo tenha entrado em contato com o virus. Provavelmente, isto se deve ao fato de
0s animais potenciais transmissores destas infec¢des ndo circulrem nos zoologicos de
onde foram coletadas as amostras.

Gatos podem ser infectados experimentalmente por CPIV e cdes e roedores
podem transmiti-los (SAONA-BLACK & LEE, 1970; HISIUNG, 1972; UELAND,
1990). Assim, embora até o presente ndo existam relatos de infecgdes por CPIV em
felinos silvestres, ndo obstante ¢ muito provavel que estes animais sejam também
suscetiveis ao CPIV, podendo ser infectados com este agente, desde que em contato
com transmissores contaminados. Os resultados negativos encontrados neste estudo
revelam que tal infecg¢dio ndo ocorreu nas populagdes amostradas. E importante salientar
que estes felinos sdo de habitos solitarios, de certa forma limitando as possibilidades de
transmissdo de infeccdes (LEUTENEGGER et al, 1999; BATISTA et al., 2005).
Animais que vivem em grupo, como os ledes, podem difundir a infecgdes virais com
maior facilidade em fun¢do do contato proximo com outros individuos potencialmente
contaminados (LEUTENEGGER et al, 1999).

No presente estudo, quanto aos resultados encontrados pela pesquisa de

anticorpos neutralizantes anti-CDV e anti-CPIV, ndo ¢é possivel precisar se a
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inexisténcia de evidéncias de infeccao se deu em funcdo da nao susceptibilidade destas
espécies ao virus ou em funcdo da inexisténcia de uma espécie transmissora
contaminada. A confirmacdo da sensibilidade dessas espécies ao virus implicaria em
experimentos envolvendo inoculagdo experimental de animais silvestres, o que traria
outras implicagdes que fogem ao objetivo do trabalho aqui apresentado. Nao obstante, ¢
interessante o fato de que tais felinos mostraram-se soronegativos a este agente.

As enfermidades podem ser fatores decisivos na extingdo ou ndo de determinada
espécie (BATISTA et al, 2005). Recentes epizootias virais tém demonstrado que
pequenas populagdes de espécies altamente ameagadas podem ficar sob risco de
extingdo quando afetadas (HARDER & OSTERHAUS, 1997). Estudos visando a
determinagdo da ocorréncia de infeccdes em animais silvestres devem ser ampliados a
fim de se evitar possiveis perdas, principalmente pelo fato de que muitas espécies se
encontram incluidas na lista oficial de espécies da fauna brasileira ameacada de
exting¢do, instituida pelo IBAMA, como ¢ o caso da onga-parda (CATROXO et al.,
2004). Desta forma, mesmo com os resultados soroldgicos negativos obtidos, mais
estudos devem ser realizados a respeito da prevaléncia destas infec¢des, assim como das
patologias a elas associadas, com mais amostras de soros de felinos silvestres brasileiros

de cativeiro e, se possivel, de vida livre.
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3. DISCUSSAO E CONCLUSOES GERAIS

Presenca de anticorpos neutralizantes contra CDV e CPIV em soros de cées

O presente estudo foi desenvolvido visando aprofundar os conhecimentos sobre
a prevaléncia de CDV e CPIV em soros de caes. Isto porque o CDV e o CPIV
encontram-se distribuidos mundialmente, sendo importantes agentes infecciosos dentro
das populacdes caninas (GOUVEIA et al., 1996; HEADLEY e GRACA, 2000). Além
disso, em nosso meio, sdo escassas as informagdes sobre prevaléncia de infecgdes pelo
CDV e, particularmente, pelo CPIV (GOUVEIA et al., 1987; HEADLEY ¢ GRACA,
2000). O CDV causa uma doenca infecciosa sistémica que pode ser letal em caes. Este
virus causa grave imunossupressao, que pode facilitar a entrada de outros agentes
(SUMMERS e APPEL, 1994). Ja o CPIV, produz uma traqueobronquite limitante, com
sinais clinicos mais discretos (APPEL e BINN, 1987). Entretanto, doenga clinicamente
evidente com lesdes mais severa, pode ocorrer nas infec¢cdes concomitantes com outros
patdgenos, sendo freqiiente o sinergismo com CDV (APPEL e BINN, 1987; FORD e
VADEN, 1998). Estes relatos reforgam a importancia do conhecimento da prevaléncia
destes dois agentes, nas populagdes caninas amostradas.

Os animais estudados eram cdes de rua, com historico de vacinagdo
desconhecido, mantidos em centros de recolhimento de animais dos municipios de
Porto Alegre e Novo Hamburgo. Os soros dos caes foram testados frente a duas
amostras vacinais de CDV e frente a uma amostra de CPIV, através da técnica de
soroneutraliza¢do. Os resultados revelaram que apenas 16,7 % (20 de 173 caes) dos
animais apresentaram anticorpos neutralizantes contra alguma das duas amostras de
CDV utilizadas nos testes (Rockborn e Snyder Hill). Também, foi encontrado que
apenas 2,46 % (3) dos animais tinham anticorpos neutralizantes contra as duas
amostras, o que ¢ um indicio de pouca reatividade cruzada entre as mesmas. Esta
variabilidade antigénica aqui evidenciada pode ser um reflexo de diferencas antigénicas
entre amostras de CDV (GEMMA et al., 1996; HAAS et al., 1997). Segundo alguns
autores, vacinas produzidas com amostras de CDV, como Rockborn e Snyder Hill,
adequadamente atenuadas, seriam capazes de induzir imunidade protetora nos animais
vacinados (CORNWELL ¢ THOMPSON, 1982; GREENE, 1990). Contudo, estudos
tém questionado sobre a ocorréncia de variantes de CDV que teriam permitido sua

expansao para novos hospedeiros e desafiado a protecao por vacinas usuais contra CDV
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(BLIXENKRONE-M@ELLER et al., 1993; ROELKE-PARKER et al., 1996; HARDER
e OSTERHAUS, 1997).

Por outro lado, um grande nimero de animais, ndo apresentou anticorpos
neutralizantes contra nenhuma das amostras utilizadas. Estes achados, levando-se em
conta o método utilizado, indicam que estes cdes de rua ndo foram vacinados ou nao
tiveram contato prévio com o CDV, talvez devido a alta taxa de mortalidade causada
por este virus, diminuindo sua transmissio entre as populagdes caninas. JOZWIK et al.
(2004) j4 haviam encontrado resultados similares em que somente 19 % dos caes com
historico de vacina¢do desconhecido, possuiam titulos de anticorpos significativos (ou
seja, > 100) contra cinomose, enquanto a maioria (81 %) ndo apresentou anticorpos
detectaveis por SN. Outra possibilidade ¢ que o método diagnostico utilizado no
presente estudo talvez ndo detecte outros tipos de anticorpos circulantes.

Quanto ao CPIV, mais da metade dos caes testados (51,4%) apresentaram-se
positivos quanto a presenga de anticorpos neutralizantes para CPIV, corroborando com
estudos prévios que evidenciaram altas prevaléncias de anticorpos contra o CPIV em
populacdes caninas (THOMPSON et al., 1975; BAUMGARTNER, 1985). Segundo
alguns autores, em estudos sobre vacinagdo, parece ndo haver uma correlagdo entre os
titulos de anticorpos neutralizantes e protecdo frente a infecgdes com o CPIV, pois
observaram que mesmo apos a vacinagao as infec¢des continuaram ocorrendo (PAIUL
et al.,, 2003; ERLES et al., 2004). Este fato pode ser explicado devido a forma de
vacinacdo utilizada. As vacinas de administragdo intra-muscular ou subcutianea
precisam ser capazes de provocar uma resposta imune humoral exacerbada para que
anticorpos neutralizantes cheguem a mucosa respiratoria, enquanto as vacinas de
administracdo intranasal induzem imunidade mais rdpida e localizada (mucosa) através
da estimulagdo de IgA (KONTOR et al., 1981; SWANGO, 1997; EDIMBORO et al.,
2004). Baseado nestes estudos pode-se concluir que a presenca de anticorpos
neutralizantes circulantes evidenciada na maior parte da populagdo estudada, ndo ¢ um
indicativo de que estes animais estejam agora protegidos contra a infeccdo com o CPIV,
mas sim que este virus encontra-se circulando entre estes grupos.

Este estudo revelou que o CPIV parece circular entre as populagdes de caes de
rua amostradas nos municipios de Novo Hamburgo e Porto Alegre, com maior
prevaléncia que o CDV. Com estes resultados obtidos, fica evidente que mais estudos
devem ser realizados a respeito da prevaléncia destas infec¢des, para que medidas mais

direcionadas de prevengao e controle, possam ser tomadas por profissionais da area.
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Auséncia de anticorpos neutralizantes contra CDV e CPIV em soros de felinos

silvestres em cativeiro

Devido ao CDV e CPIV afetarem uma ampla variedade de hospedeiros, o
presente estudo foi desenvolvido visando aprofundar os conhecimentos sobre a
prevaléncia destes virus em soros de felinos silvestres brasileiros. O CDV foi
recentemente detectado como causa de morbidade e mortalidade em grandes felinos na
Africa, América do Norte e Asia (APPEL et al., 1994; ROELKE-PARKER et al., 1996;
IKEDA et al., 2001; LEDNICKY et al., 2004). No Brasil, ndo existem relatos
disponiveis sobre a ocorréncia de CDV e CPIV em felinos silvestres. Em relacdo ao
CPIV, ndo existem referéncias sobre a sua presenca em felinos silvestres, todavia, como
gatos podem ser infectados experimentalmente por CPIV (SAONA-BLACK e LEE,
1970), ¢é possivel que estes animais possam também ser suscetiveis ao CPIV e, portanto,
possam ser infectados com este agente. Entretanto, todas as amostras de soros das seis
espécies de felinos silvestres brasileiros, mantidos em cativeiro, testados pela técnica de
soroneutralizagcdo contra CDV e CPIV, apresentaram-se negativas.

Os resultados encontrados no presente estudo, levando-se em conta o método
diagnéstico utilizado, indicam que estes virus ndo circulam nas espécies estudadas.
Outra possibilidade, ¢ que tais espécies ndo sejam sensiveis a infeccdes com estes
agentes. Entretanto, como existem relatos da ocorréncia de CDV em felinos silvestres
de vida livre ou cativos, assim como relatos indicando a possibilidade de infec¢ao de
gatos domésticos com CDV, havia uma probabilidade de que felinos silvestres
brasileiros fossem, da mesma forma, susceptiveis a infec¢do por CDV (BLYTHE et al.,
1983; APPEL et al., 1994; HARDER et al.,1995; IKEDA et al., 2001). Caes domésticos
e guaxinins (Procyon lotor), foram responsabilizados por epizootias de CDV em
carnivoros de cativeiro em zooldgicos e reservas animais (SEDGWICK & YOUNG,
1968; APPEL et al, 1974; CLEAVELAND et al, 2000; LEDNICKI et al., 2004). Assim,
¢ possivel que a populagdo de felinos de cativeiro amostrada neste estudo ainda nao
tenha entrado em contato com o CDV, provavelmente devido ao fato de que os animais
potenciais transmissores destas infec¢des ndo circulem nos zooldgicos de onde foram
coletadas as amostras. Quanto ao CPIV, da mesma forma ndo ¢ impossivel precisar se a

auséncia de evidéncias de infeccdo se deu em fungdo de que estas espécies ndo sejam
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susceptiveis ao virus, ou em fungdo da inexisténcia de uma espécie transmissora
contaminada.

Muitas espécies de felinos silvestres, aqui estudadas, encontram-se incluidas na
lista oficial de espécies da fauna brasileira ameagada de extingdo, instituida pelo
IBAMA, como ¢ o caso da onga-parda (CATROXO et al., 2004). Devido a este fato,
mesmo que os resultados soroldgicos encontrados no presente estudo tenham revelado
que o CDV e o CPIV ndo circulam na populacdo amostrada, estudos com felinos cativos
e, se possivel de vida livre, visando a determinagdo da ocorréncia destas e de outras

infecgoes, devem ser ampliados a fim de evitar possiveis perdas.
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