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Achados patologicos e imuno-histoquimicos em céaes
infectados naturalmente pelo virus da cinomose canina?l
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ABSTRACT.- Sonne L., Oliveira E.C., Pescador C.A., Santos A.S., Pavarini S. P.,
Carissimi A.S. & Driemeier D. 2009. [Pathologic and immunohistochemistry findings
in dogs naturally infected by canine distemper virus.] Achados patoldgicos e imuno-
histoquimicos em caes infectados naturalmente pelo virus da cinomose canina. Pesquisa
Veterinaria Brasileira 29(2):143-149. Setor de Patologia Veterinaria, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves 9090,
Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: davetpat@ufrgs.br

Canine distemper is a viral disease that affects mainly respiratory, gastrointestinal
and nervous system. The present study analyzes pathologic and immunohistochemical
findings in 54 dogs with canine distemper of a total of 760 canine necropsies performed
from July 2006 to October 2007. The gross lesions were characterized by mucopurulent
oculonasal discharge, hyperkeratosis of footpads, red and not collapsed lungs, thymic
atrophy, watery intestinal content, hyperemia and enlarged Peyer’s patches. The histological
findings were characterized by interstitial pneumonia, lymphoid depletion, white matter
demyelization, perivascular cuffs and intracytoplasmatic and intranuclear inclusion bodies
located in epithelial cells of gastric mucosa, urinary bladder, bronchial, renal pelvis, footpads,
eyelid, skin of the ear, tonsil, central nervous system and mononuclear cells in lymph
nodes, spleen, and tonsils. Viral antigen was detected by an immunohistochemical procedure
using a mouse monoclonal anti-canine distemper antibody. The footpads were the more
constantly (67.4% of the cases) immunolabeled tissue, followed by stomach with 62.7%.
Immunohistochemistry was demonstrated to be a useful tool for the study of viral antigen
distribution in distemper affected dogs as well as it indicated which is the best tissue to be
examined in order to confirm a suspected case of canine.

INDEX TERMS: Canine diseases, distemper, immunohistochemistry.

RESUMO.- A cinomose canina é uma doenca viral e afe-
ta principalmente os sistemas respiratério, gastrintestinal
e nervoso. Neste trabalho foram analisados os achados
patoldgicos e imuno-histoquimicos de 54 cdes com cino-
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mose de um total de 760 caes necropsiados no periodo
de julho de 2006 a outubro de 2007. As lesbes macrosco-
picas observadas foram caracterizadas por corrimento
ocular e nasal mucopurulentas, hiperqueratose dos coxins
digitais, pulmdes avermelhados e ndo colapsados, atrofia
do timo, contelido intestinal diarréico e placas de Peyer
proeminentes. Os achados histoldgicos caracterizavam-
se principalmente por pneumonia intersticial, rarefacéo
linf6ide, desmielinizagdo da substancia branca, manguitos
perivasculares e corpusculos de inclusdo intranucleares
e intracitoplasmaticos, que se localizam principalmente
na mucosa do estdmago, epitélios da bexiga, brénquios e
bronquiolos, pelve renal, coxins digitais, palpebra, orelha
e tonsila no sistema nervoso central e em células mono-
nucleares dos linfonodos, baco e tonsilas. Os tecidos fo-
ram marcados pela técnica imuno-histoquimica utilizan-
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do o anticorpo monoclonal anti-cinomose canina. O coxim
digital foi o tecido com maior nimero de casos marcados
positivamente (67,4% dos casos), seguido pelo estbma-
go com 62,7%. A imuno-histoquimica mostrou ser uma
ferramenta importante para o estudo da distribuicdo do
antigeno em cées infectados pela cinomose bem como
indicou o melhor tecido para a confirmagao do diagndsti-
co de casos suspeitos.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Doengas de cées, cinomose, imuno-
histoquimica.

INTRODUCAO

O virus da cinomose canina pertence ao género Morbilli-
virus da Familia Paramyxoviridae e causa em cdes uma
doenca grave, contagiosa e com alto coeficiente de
letalidade (Koutinas et al. 2002). Os caes infectados po-
dem apresentar secrecdes nasais e oculares (Lopez
2007), hiperqueratose dos coxins digitais e dermatite
pustular (Koutinas et al. 2004, Greene & Appel 2006). As
lesdes macroscoépicas incluem ainda pulmdes néo
colapsados, avermelhados e edemaciados (Lopez 2007),
enterite catarral ou hemorragica (Lan et al. 2006) e atrofia
parcial ou completa do timo (Appel 1969). Na microsco-
pia podem ser observadas alteragbes como pneumonia
intersticial, hiperqueratose ortoqueratética e/ou paraque-
ratGtica nos coxins digitais, deplecao linféide; no sistema
nervoso evidencia-se desmielinizag¢do, manguitos perivas-
culares, gliose, malacia, neuronofagia e meningite mono-
nuclear (Krakowka et al, 1980, Koutinas et al. 2004, Lépez
2007, Silva et al. 2007). Em cortes de tecidos fixados em
formalina e corados por hematoxilina-eosina observam-
se corpusculos eosinofilicos intracitoplasmaticos e/ou
intranucleares (Pandher et al. 2006). Os corpusculos de
inclusdo da cinomose podem ser observados nos epitélios
do estdmago, pelve renal, bexiga, conjuntiva, coxins digi-
tais e em células do sistema nervoso central (Ducatelle et
al. 1980, Grone et al. 2003). Diferentes técnicas tém sido
utilizadas como diagnéstico complementar da cinomose,
como o isolamento viral, PCR, hibridizacdo in situ e a
imuno-histoquimica (Masuda et al. 2006). A imuno-histo-
guimica permite a deteccéo de antigenos virais em dife-
rentes tecidos fixados em formol. Como diagnéstico post
mortem utiliza-se 6rgaos como estdmago, pulmao, bexi-
ga, encéfalo, baco, linfonodos, tonsila, rim, intestino e
coxins digitais (Ducatelle et al. 1980, Koutinas et al. 2004,
Liang et al. 2007). O presente trabalho teve por objetivo
analisar os achados macroscépicos e histolégicos, da ci-
nomose canina, verificar a distribuicdo do antigeno viral e
detectar qual o melhor 6rgdo na deteccdo do antigeno
viral pelo teste imuno-histoquimico.

MATERIAL E METODOS
Foram selecionados caninos necropsiados pelo Setor de
Patologia Veterinaria (SPV), Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), com base no historico, lesdes
macroscopicas e microscopicas caracteristicas da infec¢éo pelo
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virus da cinomose canina (como corpusculos de inclusao,
desmielinizacdo, manguitos perivasculares, pneumonia
intesticial e hiperqueratose). Os cées utilizados no presente
estudo morreram ou foram eutanasiados devido ao mau
prognéstico. Eram oriundos do Hospital de Clinicas Veterinarias
da UFRGS e de clinicas particulares da grande Porto Alegre.
As necropsias foram realizadas no periodo de julho de 2006
até outubro de 2007.

Dados como raca, idade, sexo e lesdes macroscoépicas
observados durante a necropsia foram registrados. Fragmentos
de pulmé&o, estdbmago, bexiga, coxins digitais, tonsila, linfonodos
mesentéricos, encéfalo, medula espinhal, medula 6ssea,
coracdo, rins, baco, lingua, timo, palpebra, testiculo/epididimo,
figado, intestino delgado e grosso, orelha e olho foram coletados
e fixados em solugéo de formalina a 10% sendo processados
por técnicas rotineiras de histologia e corados pela hematoxilina
e eosina. (Prophet et al. 1992). Para o teste imuno-histoquimico
os cortes de tecidos foram preparados em laminas de gelatina
0,3% e fixados em estufa a 60°C por 24 horas. Na recuperagéo
antigénica foi utilizado calor a 80°C (em banho-maria) por 3
minutos com imersao das laminas em 0,01M de tampdo citrato
de sédio (pH 6,0). Utilizou-se anticorpo monoclonal anti-
cinomose canina (VMRD) na diluicdo de 1:400 a temperatura
de 4°C incubado por 14-16 horas. A imuno-histoquimica foi
realizada pela técnica de streptavidina-biotina ligada a fosfatase
alcalina e a revelacédo foi procedida com o cromdgeno
Permanent Red (Dako). Como controle positivo foi utilizado
fragmentos de estdmago de um canino fixado durante 24 horas
e com marcacao imuno-histoquimica positiva para cinomose
canina. O controle foi testado apds 1 més de fixagdo em formol
10% para a avaliagéo da interferéncia do tempo de fixacdo na
marcacao positiva no teste. Foi calculado o intervalo de confiaca
de 90% (frequiéncia de positivos -/+ 1,64 x desvio padréo) para
0s casos marcados positivamente na imuno-histoquimica.

RESULTADOS

Dados gerais

No periodo de julho de 2006 a outubro de 2007 foram
realizadas, no SPV-UFRGS, 760 necropsias de caninos.
Em 63 caes estabeleceu-se o diagnostico de cinomose
canina através do exame macroscopico e microscopico,
dos quais 54 foram utilizados no presente trabalho por te-
rem seus 6rgdos coletados sistematicamente. Pulmdes,
bexiga, estbmago e encéfalo deveriam ser coletados em
formol para a incluséo dos animais neste estudo, com a
falta de um destes 6érgaos o caso era excluido do trabalho.

A idade dos cées analisados variou de 2 meses a 8
anos. Em 51 animais a idade foi informada e em trés caes
adultos ndo havia a informacéo deste dado. Dos animais
com idade informada, 40 cées apresentavam idade de 2-
6 meses (78,5%), em seis cdes a idade variou de 7 me-
sesalano(11,8%), trés tinham idade de 1-4 anos (5,8%)
e dois apresentavam idade de 4-8 anos (3,9%). Dos 54
cées analisados, 32 eram machos (59,26%) e 22 fémeas
(40,74%). Vinte e quatro ndo tinham raca definida
(44,44%), seis (11,11%) caes eram Poodle, quatro (7,41%)
Dachshund e trés Rottweiler (5,56%). As racas Labrador,
Yorkshire e Pastor Belga foram representadas por dois
cées cada e as racas Beagle, Border Collie, Dogue Ale-
mao, Fila Brasileiro, Golden Retriever, Lhasa Apso, Pas-
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tor Alemao, Pinscher, Pit Bull, Pointer e Shih-tzu foram
representadas por um céo cada.

Achados macroscopicos

Os achados macroscopicos encontrados no exame
externo dos cées necropsiados foram corrimento ocular e
nasal mucopurulentas (27/54), hiperqueratose dos coxins
digitais (19/54), pustulas abdominais (12/54) e secrec¢éo
ceruminosa no conduto auditivo externo (31/54). Os pul-
mdes se mostravam ndo colabados, edemaciados e aver-
melhados em 51 cdes. O estdmago apresentava mucosa
hiperémica em 19 cdes e em 8 destes evidenciavam-se
pequenas erosfes da mucosa gastrica.

No intestino delgado dos cées analisados havia hipe-
remia da mucosa (19/54) e proeminéncia das placas de
Peyer (22/54). Em alguns cédes havia contetdo diarréico
amarelo ou avermelhado no intestino. Em oito caes (14,8%)
infestacdes discretas por Toxocara sp., Ancylostoma sp.
e/ou Trichuris sp. foram observadas no intestino. Havia atro-
fia do timo em 19 cées (35,2%) e os linfonodos mesentéri-
cos estavam aumentados de volume em 16 cées (29,6%).
Em um céo analisado observaram-se placas fibrinonecro-
ticas no dorso da lingua e no palato, secre¢do ceruminosa
no conduto auditivo e numerosas pustulas abdominais. Em
dois cées, um da raca Beagle de 3 meses de idade e outro
da raga Shih-tzu de 2 meses, observou-se hidrocefalia.

Achados microscépicos

Pneumonia intersticial foi observada em 44,4% (24/54)
dos cées, em 18,5% dos casos (10/54) a pneumonia
broncointersticial e em 18,5% (10/54) broncopneumonia
supurativa. Em alguns cées (9/54), observaram-se células
sinciciais no pulméo e edema alveolar (28/54). Corpuscu-
los de incluséo viral acidofilicos no epitélio de brénquios e
bronquiolos e no interior de células sinciciais ocorreram
em 27,8% (15/54) dos cées afetados por cinomose.

Vinte e nove dos 54 encéfalos examinados apresenta-
vam alguma leséo microscoépica. Vacuolizacao, principal-
mente, da substancia branca do cerebelo e cérebro foi
observada em 26 cées, sendo esta mais pronunciada no
cerebelo. Alteracdes como gliose focal (3/54), infiltrado
perivascular linfoplasmocitario (6/54), corpusculo de in-
clusédo principalmente intranucleares em astrocitos (7/54),
malacia (5/54), meningite mononuclear (3/54) e neurono-
fagia (1/54) também foram observadas.

Deplecao linfoide foi observada no bacgo 33,3% (17/51)
dos casos examinados, em 45,7% (16/35) no timo, em
20,0% (8/40) nas tonsilas e em 51,0% (26/51) nos linfono-
dos mesentéricos. Corpusculos de inclusdo foram obser-
vados em 3,9% (2/51) dos casos no baco, em 7,8% (4/51)
nos linfonodos mesentéricos e 30,0% (12/40) nas tonsilas,
presentes tanto no epitélio escamoso estratificado como
no centro dos foliculos linféides. No baco havia necrose
centrofolicular em 21,6% (11/51) dos casos examinados e
infiltrado histiocitario em 23,5% (12/51), e nos linfonodos
mesentéricos essas alteracdes foram observadas respec-
tivamente em 11,8% (6/51) e 27,5% (14/51) dos casos.

Na mucosa do estdmago, 61,1% (33/54) dos caes apre-
sentavam corpusculos de incluséo intracitoplasmaticos e/
ou intranucleares (Fig.1) e em 8 caes observou-se areas
de erosfes, com proliferacdo de tecido conjuntivo e
infiltrado mononuclear discreto.

Em 27,8% (15/54) dos cdes examinados havia cor-
pusculos de inclusédo viral no epitélio da bexiga. Nos rins,
corpusculos de incluséo viral na pelve renal foram obser-
vados em 11,8% (6/51).

No intestino delgado observou-se enterite mononuclear
em 11,8% (6/51) dos caes e em 3,9% (2/51) foi visualiza-
do infiltrado histiocitario nas placas de Peyer.

Os coxins digitais apresentavam hiperqueratose
ortoqueratotica em 63,3% (31/49) dos caes, associada a
degeneracéao hidropica do epitélio dos coxins em 34,7%
(17/49) e com corpusculos de incluséo viral (em sua mai-
oria intracitoplasmatica) em 26,5% (13/49).

A analise microscopica de orelhas de cdes demons-
trava degeneracao hidropica (13/33) e em alguns casos
(8/33) corpusculos de inclusdo puderam ser encontrados
no epitélio. Estruturas fangicas compativeis com Malas-
sezia pachydermatis foram encontradas em 12 cées. Hifas
septadas com morfologia compativel com Candida sp.
foram visualizadas no epitélio da orelha de um canino
associadas a infiltrado piogranulomatoso. Infiltrado neu-
trofilico com a presenca ou nédo de colbnias bacterianas
foi observado em 7 casos. No testiculo/epididimo visua-
lizaram-se corpusculos de inclusdo em 23,8% (5/21) dos
cdes machos analisados. N&o foram observadas altera-
¢Oes microscopicas significativas no coracgao, figado, olho
e medula 6ssea dos caes analisados.

Resultados imuno-histoquimicos

A analise macroscopica e microscopica dos tecidos
de 54 caninos foi caracteristica de infec¢do pelo virus da
cinomose. Em 51 desses casos (94,4%) obteve-se mar-
cacdo imuno-histoquimica para o antigeno do virus da
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Fig.1. Cinomose canina. Mucosa gastrica com corpusculos de
inclusdo. HE, obj. 40x. No detalhe, corplsculo de inclusao
intracitoplasmatico em célula principal da mucosa gastrica.
HE, obj.100x.
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Quadro 1. Freqiiéncia de marcacado imuno-histoquimica
positiva para cinomose canina de 51 animais que obtiveram
resultado positivo no teste

Orgéo Animais  Total  Freqiiéncia  Indice de con-
positivos analisado de positivos  fianga (90%)
Minimo Maximo

Coxim 31 46 67,4% 56% 79%
Estdmago 32 51 62,7% 52% 74%
Palpebra 23 43 53,5% 41% 66%
Orelha 17 32 53,1% 39% 68%
Tonsila 19 37 51,4% 38% 65%
Linfonodo 24 48 50,0% 38% 62%
Lingua 22 46 47,8% 36% 60%
Cerebelo 23 51 45,1% 34% 57%
Timo 12 33 36,4% 23% 50%
Bexiga 17 51 33,3% 23% 44%
Pulmé&o 17 51 33,3% 23% 44%
Testiculo/epididimo 6 19 31,6% 14% 49%
Intestino delgado 15 48 31,3% 20% 42%
Medula toracica 8 26 30,8% 16% 46%
Baco 14 48 29,2% 18% 40%
Medula lombar 7 26 26,9% 13% 41%
Medula cervical 6 27 22,2% 9% 35%
Intestino grosso 6 45 13,3% 5% 22%
Olho 5 39 12,8% 4% 22%
Rim 6 48 12,5% 5% 20%
Cérebro 6 51 11,8% 4% 19%
Medula 6ssea 3 49 6,1% 1% 12%
Figado 2 45 4,4% 0% 10%
Coracéo 0 a7 0,0% 0% 0%

cinomose em pelo menos um 6rgédo analisado. Quando
se testou o controle positivo apés 1 més de fixacdo houve
a perda da marcacéo positiva nesses cortes ndo havendo
nenhuma marcagao positiva nem mesmo nas inclusdes
virais. A marcac¢ao imuno-histoquimica positiva ficou evi-
denciada principalmente em coxins digitais, estdmago,
palpebra, orelha, tonsila, linfonodo, lingua e cerebelo. A
freqiiéncia de 6rgaos positivos para o teste imuno-
histoquimico, bem como o indice de confianga minimo e
maximo (90%) de cada 6rgdo encontram-se no Quadro 1.

O coxim digital foi o 6érgdo que apresentou a maior
freqiéncia de casos positivos no teste imuno-histoquimico.
Nos coxins digitais (Fig.2), palpebra e orelha (Fig.3) a
marcacdo do antigeno viral ocorreu principalmente nos
queratinécitos, além de glandulas sebaceas e sudoriparas.
Corpusculos de incluséo viral intracitoplasmatico e
intranuclear foram marcados positivamente. No estdma-
go, a marcacao imuno-histoquimica do antigeno viral foi
visualizada nas células da mucosa gastrica (Fig.4). A
marcagao positiva no estbmago ocorreu mesmo quando
havia autdlise no tecido. No pulméo, antigenos virais fo-
ram visualizados, principalmente, no epitélio de brénquios
(Fig.5), bronquiolos, em macréfagos alveolares e em cé-
lulas sinciciais. Corpusculos de incluséo viral foram mar-
cados na técnica imuno-histoquimica no epitélio da bexi-
ga e da pelve renal. No intestino a marcacao ocorreu, prin-
cipalmente, no centro das placas de Peyer e no epitélio
do intestino delgado. No intestino grosso foi evidenciada
marcacdo em células mononucleares dos foliculos
linféides e no epitélio intestinal, porém a marcacao positi-
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Fig.2. Coxim digital com marcagéo no epitélio escamoso
estratificado. IHQ anti-cinomose fosfatase alcalina, obj.20x.

Fig.3. Epitélio do conduto auditivo com marcacao positiva em
vermelho. IHQ anti-cinomose fosfatase alcalina, obj.10x.

L b ? - ‘. 2 4 PR, . ‘L l:_ ¥ ]
Fig.4. Mucosa do estdbmago de um canino marcada positiva-
mente. IHQ anti-cinomose fosfatase alcalina, obj.40x.

va ocorreu em menor quantidade quando comparado ao
intestino delgado. A autdlise da mucosa intestinal esteve
presente em alguns dos cées, porém a marcac¢ao imuno-
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Fig.5. Pulmdo com marcacgéo positiva no epitélio de brénquio
demonstrada pelas setas. IHQ anti-cinomose fosfatase al-
calina, 0bj.20x.
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Fig.6. Cérebro com marcacéo positiva em neurdnios e astrocito.
IHQ anti-cinomose fosfatase alcalina, obj.40x.

histoquimica ainda pode ser visualizada. A lingua apre-
sentou marcagao positiva com a identificagdo do antige-
no viral no epitélio escamoso estratificado principalmen-
te na regido dorsal e raramente na porgdo ventral da
lingua. No cerebelo, cérebro e medula espinhal a mar-
cacao positiva para a cinomose canina se evidenciou
principalmente em astrocitos, células da micréglia, como
em células do epéndima e em neurdnios (Fig.6). Em
casos onde 0s manguitos perivasculares eram eviden-
tes, o antigeno foi visualizado proximo a essas areas.
Na tonsila, corpusculos de inclusdo presentes no epitélio
foram marcados positivamente, além da observacédo da
marcac¢do em histiocitos e linfocitos. Timo, linfonodos
mesentéricos e bago apresentaram marcacao positiva em
linfocitos e histiécitos. Nos linfonodos mesentéricos e baco
foi evidenciada marcacéo principalmente nos centros ger-
minativos. No olho, o antigeno viral foi visualizado nas
células ganglionares da retina em 12,8% (5/39) dos ca-
sos analisados. No figado a marcacdo do antigeno em
células de Kupffer ocorreu em dois casos dos 45 anali-
sados. Na medula 6ssea a marcacdo positiva foi

visualizada no citoplasma de células mononucleares. No
testiculo/epididimo, evidenciou-se a presenga do anti-
geno viral em 31,6% dos casos, sendo este principal-
mente visualizado no epitélio do epididimo. N&o foi ob-
servada marcacédo positiva no coracdo de nenhum dos
cées analisados.

DISCUSSAO

Este trabalho demonstra que caes entre dois e seis me-
ses de idade (78,5%) sdo mais predispostos a se
infectarem pelo virus da cinomose canina, resultado este
relatado por outros autores (Jozwik & Frymus 2002,
Greene & Appel 2006). Embora a infeccdo tenha sido
observada mais freqientemente em machos (59,26%) e
em cées sem raca definida (44,44%), seguido da raca
Poodle (11,11%), nenhuma predisposicao sexual ou raci-
al é comprovada na cinomose canina (Headley & Graca
2000, Greene & Appel et al. 2006).

AlteragBes macroscopicas como corrimento ocular e
nasal, hiperqueratose dos coxins digitais e pulmdes néo
colabados, edemaciados e de coloracéo avermelhada fo-
ram encontradas no presente trabalho, sendo estes acha-
dos similares ao observado por outros autores (Koutinas
et al. 2004, Lopez et al. 2007). Atrofia do timo é relatada
em associacao a cinomose (Krakowka et al. 1980, Moro
et al. 2003) e foi visualizada em 35,2% dos cées deste
trabalho. A atrofia foi considerada somente em caes an-
tes da maturidade sexual, uma vez que esta pode ser fisi-
oldgica apos essa fase.

A identificacdo de placas fibrinonecroticas sobre a lin-
gua e palato observada em um dos caes foi atribuida a
infeccdo por Candida sp. A infec¢céo por Candida sp. ge-
ralmente é relacionada ao tratamento com antimicrobia-
nos que destroem a flora microbiana normal e a imunode-
pressdo ocasionada pela infecgao viral (Gelberg 2007).

Kubo et al. (2007) encontrou inclusdes virais na bexi-
ga de caninos infectados pelo virus da cinomose em 73,0%
dos casos. Esse dado difere do encontrado no presente
estudo onde, apenas 27,8% dos cées apresentaram cor-
pusculos de inclusdo na bexiga. Este resultado pode es-
tar relacionado a descamacéo observada no epitélio da
bexiga, impossibilitando a visualiza¢do dos corpusculos
de incluséo.

No encéfalo, principalmente no cerebelo, a principal
lesdo microscoépica foi a desmielinizagéo que ocorreu em
89,6% dos casos. Resultado semelhante foi recentemen-
te relatado por Silva et al. (2007) que mencionam a des-
mielinizacdo em 89,4% dos cdes. Observou-se infiltrado
perivascular somente em 20,7% dos cées analisados,
valor esse inferior ao observado por outros autores (Raw
et al. 1992, Koutinas et al. 2002). Silva et al. (2007) rela-
tam que 46,8% dos cées apresentavam desmielinizacéo
e manguitos perivasculares enquanto que em 9,2% dos
cées foram observados somente manguitos perivascula-
res. A diferencga entre esses resultados pode ser explicada
pelo tipo de cepa viral, uma vez que algumas cepas apre-
sentam tropismo pelos neur6nios causando necrose
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laminar cortical, enquanto outras tém tropismo por astré-
citos e oligodendrdcitos causando desmielinizacao e ou-
tras causam infecgBes persistentes no sistema nervoso
central (Koutinas et al. 2002). Em dois casos deste estu-
do foi observada hidrocefalia, entretanto, nestes dois ca-
s0s, nao se observaram lesGes no encéfalo sugestivas
de cinomose. Adicionalmente antigenos virais de cinomo-
se ndo foram detectados no teste imuno-histoquimico, o
que sugere uma etiologia ndo relacionada a cinomose
nestes casos.

O tempo de fixacdo das amostras se mostrou impor-
tante, uma vez que o controle positivo perdeu sua marca-
¢éo quando fixado por mais de 1 més. Os tecidos anali-
sados foram fixados por 24 a 48 horas em formol 10% e
em um dos caes com tempo de fixagdo de 1 semana a
ndo marcacao do antigeno nos tecidos também pode es-
tar relacionada ao tempo de fixagdo. Ramos-Vara (2005)
relata que a fixagdo em formaldeido causa mudancas con-
formacionais nas macromoléculas que pode tornar a liga-
¢do com o anticorpo mais dificil ou até impossivel. Um dos
cées, que apresentou marcagdo imuno-histoquimica posi-
tiva para cinomose em 0rgéos como coxins digitais, apre-
sentava no estdbmago numerosos corpusculos de incluséo
gue ndo obtiveram marcagédo, podendo esta estar relacio-
nada com a especificidade e sensibilidade do teste.

Os 6rgaos que obtiveram maior nimero de marca-
¢Oes foram os coxins digitais, demonstrando ser 6rgéo
indicado para a deteccdo do virus da cinomose canina
pela técnica de imuno-histoquimica. Segundo Koutinas
et al. (2004) os coxins digitais mesmo quando n&do apre-
sentam corpusculos de inclusao viral podem apresentar
marcacao imuno-histoquimica intensa no epitélio. Haines
et al. (1999) relataram que os coxins digitais bem como
a mucosa nasal e a pele podem ser indicados para a
realizacdo da técnica, inclusive como diagndstico ante
mortem.

O estdbmago é um dos érgaos de eleicdo para o diag-
nostico histolégico e imuno-histoquimico da cinomose
canina por usualmente conter um grande namero de cor-
pusculos de incluséo viral (Ducatelle et al. 1980). Essa
observagéo foi confirmada neste estudo. Orgdos como
pélpebra, orelha e lingua demonstraram bons resultados
na andlise imuno-histoquimica, podendo a orelha, por
exemplo, ser utilizada tanto no diagnostico ante mortem
como post mortem da cinomose canina.

A marcacao imuno-histoquimica em 6rgaos linféides
ocorreu no citoplasma de histiécitos e na superficie de
linfécitos, resultados similares foram relatados por outros
autores (lwatsuki et al. 1995, Kumagai et al. 2004). A
marcacgdo foi evidenciada principalmente nos foliculos
linféides de baco, linfonodo e tonsila. Corpusculos de in-
cluséo viral em foliculos linfoides foram visualizados, po-
rém sua distin¢cao de restos celulares é dificil como tam-
bém relatado por Krakowka et al. (1980). Na tonsila a pre-
senca de antigeno marcado positivamente também ocor-
reu no epitélio.

O emprego da técnica de imuno-histoquimica no in-
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testino delgado demonstrou marcacgéo positiva em 31,3%
dos casos; em alguns caes onde ndo se observou enterite,
a deteccéo do antigeno ocorreu somente em células mo-
nonucleares do tecido linféide associado ao intestino.
Antigenos virais da cinomose canina também foram
visualizados por Okita et al. (1997) no epitélio intestinal
de cdes com cinomose e sinais clinicos de gastrenterite.

O antigeno viral foi encontrado predominantemente no
cerebelo e menos frequientemente no cérebro dos cani-
nos analisados. Van Moll et al. (1995) encontraram resul-
tados semelhantes, observando antigenos do virus da ci-
nomose na camada molecular em processos das células
da glia e em células adjacentes a leptomeninge. Em 2
dos casos, onde nao ocorreu a marcagao do antigeno viral,
a identificagdo de manguitos perivasculares com variavel
desmielinizacdo demonstra ser a forma mais cronica da
doenca. Alldinger et al. (2000) relatam que o antigeno da
cinomose encontra-se ausente ou restrito as areas de le-
sBes em casos mais cronicos. Com isso a hdo marcagao
do antigeno viral nestes casos pode ser explicada.

No exame imuno-histoquimico do olho dos cées anali-
sados observou-se o antigeno viral nas células ganglio-
nares da retina. Segundo Wilcock (1993) corpusculos de
inclusdo ocorrem em 30-40% dos casos sendo estes en-
contrados nas células ganglionares ou em células da glia.
Summers et al. (1995) relatam que c@es com a doenga na
fase neuroldgica podem apresentar corioretinite, leséo nao
observada nos cédes deste estudo. Embora seja descrito
gue o antigeno do virus da cinomose € observado nas
células de Kupffer do figado (Jones et al. 2000), o antigeno
foi visualizado, nessas células, somente em 4,4% dos cées
deste estudo. Na medula éssea visualizou-se o antigeno
viral em células mononucleares em 6,1% dos cédes, Mee
et al. (1995) utilizaram cultivo viral em células da medula
Ossea demonstrando a presencga do antigeno neste Or-
gao. O antigeno viral da cinomose foi detectado no testi-
culo e epididimo em 31,6% dos caninos machos, presen-
te principalmente no epididimo, conforme também relata-
do por Appel (1969).

Neste estudo, a presenca de corpusculos de inclusao
intracitoplasmatico e intranuclear foi um achado micros-
cOpico importante para o diagndstico da cinomose cani-
na. Porém, em alguns 6rgaos a sua detec¢cdo pode ser
dificil como ocorre, por exemplo, em érgéos linfoides. Os
coxins digitais, estbmago, palpebra, orelha, tonsila e lin-
fonodos, lingua e cerebelo foram 6rgdos mais adequados
para a deteccdo do antigeno viral da cinomose canina
pelo teste imuno-histoquimico. A imuno-histoquimica de-
monstrou ser um bom método auxiliar no diagnostico post
mortem da cinomose canina, permitindo a visualizagao
do antigeno viral em locais onde ele néo é facilmente ob-
servado e em tecidos com autdlise.
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