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Avaliacao do perfil liquérico de caninos (Canis lupus familiaris)
naturalmente infectados com o virus da cinomose antes e apés
tratamento com ribavirina (Ribaviron C®)

Cerebrospinal fluid profile of naturally infected dogs with canine distemper
virus before and after ribavirin (Ribaviron C®) treatment
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Resumo

A cinomose é uma enfermidade infectocontagiosa, importante na populagao canina, que nao possui tratamento antiviral efetivo. A
ribavirina € uma droga antiviral inibidora da replicagéo de alguns virus e é reconhecida a sua eficacia frente ao virus da cinomose
“in vitro”. Foram selecionados dez animais com sinais neurolégicos e evolugao clinica da enfermidade de até dez dias. Foi colhido
o liquor de todos os animais e neste foram avaliadas principalmente as caracteristicas de celularidade e proteinorraquia. Os
animais incluidos na pesquisa receberam ribavirina por via oral, na dose de 30mg/kg, a cada 24 horas, durante 15 dias. No ultimo
dia de tratamento foi realizada nova colheita de liquor. Os parametros liquéricos foram avaliados pelo teste de Mc Nemar, para
os seguintes achados: pleocitose, numero de linfécitos acima de 60%, proteinas acima de 25 mg/dl e teste de Pandy. N&do houve
significancia estatistica entre as alteragdes da primeira colheita e a segunda. Apenas trés animais vieram a ébito, com piora clinica
progressiva; outros dois animais ndo obtiveram melhora aparente, porém sobreviveram ao periodo de tratamento e os demais
apresentaram redug&o dos sinais. A ribavirina foi capaz de diminuir a gravidade das lesées na maioria dos animais tratados.
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Abstract

Canine Distemper is an important infecto-contagious disease with no effective antiviral treatment. Ribavirin is an antiviral drug
that inhibits some virus replication and well known for its effectiveness against Canine Distemper Virus “in vitro”. Ten dogs with
neurological signs and 10 days of maximum clinical evolution were selected to the present study. The cerebrospinal fluid was
collected from all the animals for protein compounds and cellularity characteristics evaluations. Animals were treated with ribavirin
orally, with dose of 30 mg/kg, each 24 hours, for 15 days. On the 15" day of treatment, a second cerebrospinal fluid collection
was made and the parameters were evaluated by Mc Nemar test to the following findings: pleocytosis, lymphocytes above 60%,
protein up to 25 mg/dL and Pandy test. No statistical difference was found between the first and second moments. However only
three animals died with progressive clinical worsening; other two animals did not show clinical improvement, but survived to the
treatment and the other animals presented signs reduction. Ribavirin has proven effectiveness in decreasing the gravity of lesions
in majority of treated animals.
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Introducgao

A cinomose é uma enfermidade infectocontagiosa, causada
por um RNA-virus, da Familia Paramyxoviridae, do género
Morbillivirus, sendo o agente mais importante que acomete
a populagao canina (Corréa e Corréa, 1992). Entretanto,
acomete animais das familias Canidae, Mustelidae, Hyaenidae,
Procyonidae, Ailuridae, Viverridae, Felidae, Ursidae, Phocidae,

Tayassuidae e Cercopithecidae. A patogenia da infecgao pelo
virus da cinomose varia de acordo com a espécie e pode resultar
em infecgdes inaparentes ou causar alta mortalidade (Tipold et
al., 1992; Summers et al., 1995; Van Moll et al., 1995; Cho e
Park, 2005).

A cinomose possui trés formas de apresentagéo clinica:
aguda, subaguda e cronica, com manifestagdes gastrintéricas,
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respiratérias e neuroldgicas. Sao descritas trés formas de
encefalite causada pelo virus da cinomose: encefalite dos caes
jovens, encefalite em cdes adultos e encefalite do cdo velho
(Corréa e Corréa, 1992).

A doenga pode acometer caninos de todas as idades, porém
existe uma relagao entre susceptibilidade e idade. Filhotes com
trés a seis meses de idade sdo mais susceptiveis pela diminuigdo
dos anticorpos maternos neste periodo. O curso clinico e
neuropatolégico da encefalomielite pode ser determinado pela
variedade da cepa viral e a idade do animal (Corréa e Corréa,
1992; Summers et al., 1995; Moro e Vasconcelos, 1998;
Headley e Graga, 2000; Gebara et al., 2004). Na doenca clinica
encontram-se as seguintes caracteristicas: falta de imunizacéo
ou doses incompletas, vacinas inapropriadas, colostro da mae
com titulos inadequados de anticorpos, imunossupressao e
histéria de exposicao a caes infectados (Greene e Appel, 2006).

Aencefalite aguda, que ocorre inicialmente no curso da infecgéo
em animais jovens ou imunossuprimidos, é caracterizada por
injuria viral direta as células do sistema nervoso central (CNS).
Nesta fase mudancgas inflamatérias sdo minimas, devido a
imunodeficiéncia resultante da imaturidade do sistema imune e/
ou decorrente da imunossupressao viral induzida (Vandevelde e
Zurbriggen, 1995; Gebara et al., 2004; Greene e Appel, 2006).

A encefalite multifocal em caes adultos causada pelo virus da
cinomose aparece frequentemente entre quatro e seis anos,
com curso cronico. Esta enfermidade n&do é precedida nem
coincidente com os sinais sistémicos que sao vistos nos caes
jovens (Corréa e Corréa, 1992) e caracteriza-se por apresentar
pouca expressao do antigeno viral e uma resposta imune intensa
no SNC, podendo progredir para a doenga crénica (Vandevelde
e Zurbriggen, 2005; Greene e Appel, 2006).

Para o auxilio no diagndstico, as caracteristicas fisico-quimicas
do liquor, tais como coloragéo, aspecto, densidade, pH e
glicose, ndo sdo capazes de contribuir para indicar qualquer
anormalidade liquédrica, nas diferentes fases da cinomose. Por
outro lado, o componente proteico e a celularidade liqudrica
apresentaram alteragdes importantes na presenga de sinais
neurolégicos, porém na auséncia destes, ndo adicionam
informacdes capazes de levar a detecgao precoce de lesdes do
SNC em colaboragéo ao diagnédstico da referida enfermidade
(Gama et al., 2005).

O aumento dos anticorpos antivirus no liquor, que pode ser
representado pelo aumento da concentragéo de proteinas acima
de 25 mg/d|, oferece uma definitiva evidéncia da encefalite pela
cinomose, porque estes anticorpos sdo produzidos no local, e
este aumento ndo é encontrado em animais vacinados ou na
cinomose sistémica sem alteragdes neuroldgicas (Greene e
Appel, 2006).

A falta de tratamento antiviral para a infecgdo do virus da
cinomose requer tratamento de suporte e sintomatico (Tipold et
al., 1992). No entanto, a ribavirina vem sendo considerada como
farmaco no tratamento da cinomose, apo6s o referido trabalho de
Elia et al. (2008), que testou a mesma frente o virus da cinomose
“in vitro”. Segundo os autores, a ribavirina causa mutagdes no
virus da cinomose e estas levam a um erro catastrofico no RNA
do genoma viral.

A ribavirina € uma droga antiviral, andloga a guanosina,
inibidora da replicagdo “in vitro” de alguns RNA e DNA-virus,
incluindo Herpesvirus, Poxivirus, Influenza virus, Parainfluenza
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virus, Reovirus, Togavirus, Paramyxovirus e Tumor RNA-
virus. “In vivo”, o espectro antiviral € menor, com ag¢éo contra
Herpesvirus, Influenza virus, Parainfluenza virus, virus do
Sarampo e Adenovirus (Hayden e Douglas, 1990). No grupo dos
Paramyxovirus todos os componentes sao sensiveis a ribavirina,
sendo o virus do sarampo o mais sensivel (Chang e Heel, 1981).

O atual estudo tem como objetivo avaliar a utilizagéo da ribavirina
frente ao virus da cinomose, em animais naturalmente infectados
apresentando sinais clinicos de encefalite, através da analise
do liquor.

Materiais e métodos

Foram selecionados aleatoriamente 10 animais que
apresentavam sintomatologia neuroldgica, com tempo de
evolucédo até 10 dias, independentemente do sexo e racga.
Todos os animais apresentavam idade entre dois meses e seis
anos. A selegao destes foi realizada no setor de enfermidades
infecciosas dos animais, do Hospital Veterinario da Faculdade
de Medicina Veterindria e Zootecnia da UNESP / Campus
Botucatu, SP.

O estudo esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagcéo Animal e foi aprovado sob o numero de
protocolo 54/2006-CEEA pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
UNESP / Campus Botucatu, SP.

Para a inclusdo dos cées no estudo, os sinais neuroldgicos
deveriam sugerir lesdes multifocais, com apresentagao
clinica compativel de doenga inflamatéria do SNC, com sinais
clinicos agudos e progressivos. Além dos sinais, os animais
foram avaliados com relagdo ao histérico de imunizacgao, o
desenvolvimento clinico da doenga e o exame fisico.

Todos os animais foram anestesiados com o mesmo protocolo,
sendo a dose ajustada em relagdo as condigbes fisicas e de
consciéncia.

A medicacgéo pré-anestésica utilizada foi a associagédo de
acepromazina com o diazepam, a qual foi administrada por via
intramuscular, na dose 0,05 mg/kg e 0,2 mg/kg, respectivamente.
Apds 30 minutos, o tiopental sédico foi administrado por via
intravenosa, na dose maxima de 10 mg/kg, com objetivo de
obtengéo da tranquilizagdo dos animais.

No primeiro momento, durante o atendimento no hospital, foi
colhido sangue total por meio da pungao da veia jugular, com
seringas e agulhas descartaveis, para a realizagéo do esfregaco
sanguineo utilizado na reagao de imunofluorescéncia direta para
detecgéo do virus da cinomose.

Para obtengao do liquor foi utilizado o procedimento descrito por
Ducoté e Dewey (2006), que relata a retirada, de uma s6 vez, de
1 mL de liquor para cada 5 kg de peso corporal. No atual estudo
estimamos até 20 gotas de liquor por animal, dependendo do
peso. O material foi colhido em tubo de vidro esterilizado, sem
adigdo de anticoagulantes.

O liquor foi obtido da cisterna cerebelomedular e para tal o animal
foi posicionado em decubito lateral e o pescogo flexionado,
com o nariz mantido paralelo a mesa. No local da pungéo,
realizaram-se tricotomia e assepsia da pele e foi introduzida
uma agulha hipodérmica descartavel e estéril na linha média
da articulagao, direcionada para o espacgo atlantoccipital. O
fluido foi obtido por gotejamento e dividido no momento da



colheita em trés tubos, para evitar contaminagéo pelo sangue
periférico durante o procedimento. Utilizou-se o terceiro tubo
para a analise citoldgica.

A colheita de liquor foi realizada no momento em que o animal
chegou ao Hospital Veterinario e apos 15 dias de tratamento
com ribavirina.

A técnica de reagdo de imunofluorescéncia direta foi realizada
com amostras de sangue de todos os animais. Para esta forma
de diagnéstico foi necessario 1 mL de sangue periférico, colhido
em seringas agulhadas estéreis e imediatamente realizadas as
ldminas de esfregago sanguineo.

Apbs a realizagédo de esfregago sanguineo, a lamina ficou 30
minutos em temperatura ambiente até a secagem completa.
Em seguida, foi realizada a fixagdo do material com solugcéo
de acetona e metanol, na proporgdo de 75:25 imerso por
30 minutos. Apds retirar da solugéo, foram confeccionados
pocos de aproximadamente 5 mm de didmetro com esmalte,
onde foram colocados 50 pL de conjugado puro. A lamina, ja
com o conjugado, foi incubada em camara Umida a 37°C por
uma hora. Apés retirar da camara umida, a lamina foi lavada
cuidadosamente em solugéo salina tamponada 8,5% durante
trés minutos, sendo repetidas trés vezes, e uma ultima lavagem
rapida com agua destilada. Alamina foi montada com uma gota
de glicerina tamponada em cada pogo e laminula por cima. A
leitura foi realizada em microscopio de fluorescéncia em aumento
de 400X.

Devido a rapida lise celular no ambiente de baixa concentracéo
proteica do liquor, a contagem de células e as avaliagbes
citolégicas do fluido foram realizadas dentro de 30 a 60 minutos
apos a colheita.

As analises de rotina realizadas incluem avaliagéo fisica,
quimica, quantitativa (contagem de hemacias e células
nucleadas) e microscépica (observagao dos padrdes celulares).

Foram avaliados o volume, cor, aspecto, densidade e a presenca
de coagulos na amostra. O liquor normal € claro, transparente,
incolor e incoagulavel (Ducoté e Dewey, 2006). As alteragbes
registradas como partes do exame fisico foram classificadas
como discretas, moderadas ou intensas. A mensuragado da
densidade (ou gravidade especifica) foi realizada com uso do
refratbmetro.

O exame quimico do liquor foi realizado com tiras reagentes
(Combur Test®) e foram avaliados pH, estimativa de proteinas,
glicose e sangue oculto. No entanto, a quantificagéo de proteinas
totais do liquor requer um método bioquimico com a utilizagédo
de espectrofotdmetro, pois a tira reagente € um método
semiquantitativo. No atual estudo foi realizada a dosagem de
proteinas pelos dois métodos, sendo considerado o método
bioquimico para analise estatistica.

Também como parte do exame quimico, foi realizado o teste
qualitativo de proteinas, Teste de Pandy, que detecta o aumento
de globulinas. Para a realizagéo, utilizou-se uma gota da amostra
em 1 mL do reativo de Pandy que, apresentando turbidez da
solugéo, foram consideradas amostras positivas e puderam ser
classificadas em cruzes (+, ++ ou +++) pelo grau de turbidez.

As contagens de hemacias e células nucleadas foram realizadas
no hemocitdmetro padrdo (Camara de Neubauer). Para as
contagens de células nucleadas e hemacias foram preenchidas
ambas as camaras do hemocitdmetro e todas as células
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presentes na area da camara foram contadas, para obtengao
de uma contagem total por microlitro.

Como o liquor normalmente apresenta baixa celularidade,
ha necessidade de concentracéo destas células através da
citocentrifugagéo, que foi realizada colocando-se de 6 a 8 gotas
(200 pL) da amostra em um citofunil acoplado a uma lamina
e cetrifugada a 800 rpm por 5 minutos. As preparagbes de
citocentrifugacéo foram secas ao ar livre e coradas com panético
rapido (um tipo de coloragdo Romanowski) (Cowell et al., 2007).
Na objetiva de imersdo de um microscopio optico, realizou-se a
leitura da lamina preparada, visando a contagem de no minimo
50 células nucleadas.

Todos os animais receberam a ribavirina (Ribaviron C®) por via
oral, na dose de 30 mg/kg, a cada 24 horas, durante 15 dias.

A ribavirina, com apresentagdo de capsulas de 250 mg, foi
manipulada de forma estéril e transformada em solugdo para
facilitar o calculo da dose e administragdo do medicamento. A
diluigao foi realizada em solugéo fisioldgica de cloreto de sédio
a 0,9% estéril, na concentragdo de 40mg/mL e armazenada em
frascos de vidro estéreis, de coloragdo ambar, refrigerada na
temperatura de 2° a 8°C e mantida até 30 dias.

O teste de McNemar (Pagano e Gauvreau, 2000) foi utilizado
com o procedimento PROC FREQ (SAS Institute, 2009) para
comparar a propor¢cdo de animais com a patologia liquérica
alterada (sim = 1 ou ndo = 0). O nivel de significancia foi definido
como P < 0,05.

Resultados

Os 10 animais estudados foram positivos para cinomose no
teste de imunofluorescéncia direta.

Na analise do liquor, antes e apds o tratamento, as principais
alteragdes foram: pleocitose, aumento no nimero de linfécitos
acima de 60%, aumento de proteinas acima de 25 mg/dl e o
teste de Pandy negativo (Tabela 1), sendo que estes dados ndo
apresentaram resultados significativos estatisticamente.

No entanto, a taxa de mortalidade ficou em 30% dos animais
com piora clinica progressiva. Outros dois animais n&o obtiveram
melhora aparente, porém n&o evoluiram na doenca neuroldgica;
50% da populagéo apresentou redugao dos sinais neuroldogicos,
principalmente a partir do quinto dia da administracdo da
ribavirina.

Tabela 1: Principais alteragdes liqudricas dos caninos com
cinomose encontradas antes e apds a utilizagdo do
tratamento antiviral, Botucatu, 2012

NuUmero de animais

(percentagem)
Alteragdes tr‘:rt‘:::e:ct)o tr;‘::rc;se:to Valorde p
Pleocitose 8 (80%) 4 (50%) 1,000
Proteinorraquia 7 (70%) 6 (75%) 0,480
Linfécitos acima de 60% 8 (80%) 5 (62,5%) 0,480
Teste de Pandy negativo 8 (80%) 6 (75%) 1,000

Estatistica: Teste de Mc Nemar, sendo considerado o nivel de significancia
p>0,050
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Discussao

Sendo a cinomose uma doenga que apresenta elevada
morbidade e letalidade (Moro e Vasconcelos, 1998; Gebara et
al., 2004), deixando sequelas da fase neurolégica, podemos
considerar que a ribavirina foi capaz de diminuir a mortalidade
dos animais tratados, ja que apenas trés animais vieram ao 6bito
e cinco apresentaram melhora clinica aparente.

Atualmente a terapia antiviral com ribavirina em pacientes com
hepatite C tem sobrevida de aproximadamente 55% (Sung et al.,
2011). Assim, o atual estudo foi capaz de evidenciar a eficacia
da ribavirina frente ao virus da cinomose, ja que se obtiveram
70% de sobrevida devido ao tratamento antiviral.

No entanto, alguns fatores podem interferir na agéo do antiviral,
como Chang e Heel (1981) citam: a cepa e quantidade de virus,
a via de infeccéo, a idade e sexo dos individuos, frequéncia e
via de administracdo da droga. Como ainda n&o temos estudos
farmacocinéticos da ribavirina em caes, ndo podemos afirmar
se sua eficacia foi prejudicada por algum destes fatores nos
caes que vieram ao 6bito, ou mesmo na redugéo do processo
inflamatério.

Com relagdo a biodisponibiliade da ribavirina, sabe-se que 33
a 45% da droga sao absorvidas na administragéo oral. Porém,
sabe-se que no liquor s&o alcangadas até 70% da concentracdo
do plasma. E importante ressaltar o alto poder de concentracéo
no eritrocito e que sua meia-vida no plasma é de 24 horas, mas
uma pequena quantidade da droga persiste no plasma por
mais de 16 dias (Chang e Heel, 1981; Hayden e Douglas,1990;
Grancher et al., 2004). O estudo priorizou estas informagdes
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no calculo da dose, via e formas de administragao e, por isso,
a utilizagdo da ribavirina no periodo de 15 dias. Desta forma,
tentou-se alcangar a concentragéo ideal da droga no liquor
utilizando-se esta persisténcia no plasma sanguineo. Portanto,
ainda devemos considerar o estudo farmacocinético da ribavirina
especifico em caes.

Segundo alguns autores, podem existir complicagbes
imunoldgicas apo6s a redugéo do antigeno viral no SNC, devido a
um aumento na expressao do complexo de Histocompatibilidade
Principal nas células da micréglia, sendo responsavel pela
desmielinizagéo continua e infiltragdo mononuclear perivascular
disseminada. Pode estar associada também a uma concentragéo
alta de anticorpos antimielinicos, como uma reagao secundaria
ao processo inflamatério. Como outros fatores imunoldgicos,
como a produgéo de radicais livres de oxigénio pelos macrofagos
no SNC pode levar a destruicao de oligodentrdcitos e da bainha
de mielina (Tipold et al., 1992; Summers et al., 1995; Gebara
et al., 2004; Greene e Appel, 2006). Desta forma, o processo
inflamatdrio se perpetua, mantendo as concentragdes elevadas
de proteina e celularidade no liquor mesmo com a utilizagéo da
droga antiviral, neste intervalo de tempo.

Conclusao

Pela analise do liquor, podemos afirmar que a inflamagéao
causada pelo virus no sistema nervoso central ndo diminuiu,
mesmo com a utilizagéo do antiviral.

A analise do liquor nao foi suficiente para discutir a eficacia da
ribavirina “in vivo”.
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