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Aspectos anatomopatoldgicos e imuno-histoquimicos de cinomose em graxains
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ABSTRACT

Background: Distemper is a contagious disease with worldwide distribution, which is caused by a single-stranded RNA
virus of the genus Morbillivirus. The Crab-eating fox (Cerdocyon thous) and the Pampas fox (Lycalopex gymnocercus), wild
canids commonly found in the state of Rio Grande do Sul, are highly susceptible to the disease. Distemper virus infection often
shows a multisystemic presentation. Central nervous system lesions are frequently reported, and may lead to death of wild canids.
Distemper virus infection affecting these species has been cited by several studies; nonetheless, case descriptions involving the
Crab-eating fox and the Pampas fox are infrequent. Therefore, the objective of the present study is to describe the anatomopatho-
logical and immunohistochemical aspects of distemper in the referred species, aiming to assist with the diagnosis of the disease.
Materials, Methods & Results: A retrospective study was performed, and the necropsy reports of Crab-eating foxes and Pampas
foxes admitted to SPV-UFRGS from 2010 to 2016 were reviewed. Necropsy reports were revised in order to obtain informa-
tion related to the clinical history and anatomopathological findings, and cases compatible with distemper were selected. Data
regarding the affected species, sex, approximate age, origin and clinical signs were compiled and analyzed. Selected histological
sections of brain and cerebellum were submitted for immunohistochemistry (IHC) for monoclonal antibody canine distemper
virus. In the studied period, 20 animals of the referred species were subjected to necropsy, of which four were diagnosed with
distemper as a cause of death. Of the affected animals, two were female and two were male. Three were juvenile and one was
an adult animal. Clinical signs reported included myoclonia, opisthotonos, forelimb paresis and nystagmus. No significant gross
changes were noted. Histopathological findings were restricted to the central nervous system, especially in the cerebellum, and
the main lesion was demyelination, as well as gemistocytic astrocytes, malacia with Gitter cells, gliosis and perivascular cuft-
ing. Inclusion bodies were observed in only one case. Diffuse and marked viral antigen positive immunostaining was detected,
mainly in the cytoplasm of astrocytes, predominantly in the cerebellum.

Discussion: The diagnosis of distemper affecting the Crab-eating fox and Pampas fox was based on the clinical and histopathological
findings, along with viral antigen identification through immunohistochemistry. Clinical signs were restricted to the central nervous
system and were associated with the affected area. Significant gross changes in the central nervous system were not observed, simi-
larly to what has been described by other authors. The main histological lesion was demyelination in the cerebellum, which is in
agreement with previous reports in wild canids. Similarly to the findings reported in dogs and mustelids, positive immunostaining
was observed mainly in the cytoplasm of astrocytes in the cerebellum; however, in our cases diffuse marked staining was noted.
Although some authors have reported that viral antigens disappear in demyelinating lesions, due to the inflammation associated with
the host immune response, the opposite was observed in the present study, suggesting viral persistency linked to a weak immune
response in these species. The clinical and pathological changes observed were compatible with the neurologic phase of distemper;
therefore, it is important to include this agent among the differential diagnosis in the referred wild canids, mainly in animals presenting
neurological signs. Immunohistochemichal evaluation was important to the establishment of postmortem diagnosis of distemper,
since characteristic viral inclusion bodies were rarely observed through histopathology.
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INTRODUCAO

A cinomose € uma doenca viral de distribuicao
mundial, altamente contagiosa, causada por um virus
RNA de fita simples pertencente a familia Paramyxo-
viridae e ao género Morbillivirus [1]. Pode acometer
diversas espécies das ordens Carnivora, Rodentia,
Artiodactila, Proboscidea e Primatas, € os canideos
sd0 muito importantes na epidemiologia da doencga
[12,18]. O graxaim-do-mato (Cerdocyon thous) e
o graxaim-do-campo (Lycalopex gymnocercus) sao
canideos selvagens amplamente encontrados no Rio
Grande do Sul e que possuem grande suscetibilidade a
doenga [5,12,25]. A cinomose possui frequentemente
uma apresentagdo multissistémica, muitas vezes com
acometimento do sistema nervoso central (SNC), po-
dendo acarretar mortalidade em canideos selvagens
[3,4,19]. O diagnéstico da infeccdo é muitas vezes
dificil e baseia-se inicialmente no histérico e nos sinais
clinicos observados. Isolamento viral, imunofluores-
céncia direta e reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
podem ser utilizados no diagnéstico complementar, € o
diagnéstico definitivo post-mortem é realizado por meio
de exame histopatolégico e imuno-histoquimico [1,16].

A infeccdo pelo virus da cinomose em ca-
nideos selvagens é citada por diversos estudos
[1,4,6,21,28,31,32], porém estudos especificos de gra-
xains ainda sdo infrequentes [7,11,20]. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho é descrever os aspectos anatomo-
patolégicos e imuno-histoquimicos de cinomose nestas
espécies visando auxiliar no diagnéstico da doenca.

MATERIAIS E METODOS

Realizou-se um estudo retrospectivo entre o pe-
riodo de 2010 a 2016 referente as necropsias de graxains
realizadas no Setor de Patologia Veterindria da Univer-
sidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS).

Os livros de registro foram revisados e os ca-
sos foram analisados em relag@o ao histdrico e lesdes
anatomopatoldgicas selecionando-se diagndsticos
compativeis com infec¢do natural pelo virus da cino-
mose em graxains.

As alteracdes macroscOpicas foram revisadas
através do arquivo documentado de necropsia e as
laminas histolégicas coradas rotineiramente em hema-
toxilina e eosina foram reavaliadas. Dados referentes a
espécie, sexo, idade aproximada, procedéncia e sinais
clinicos foram compilados e posteriormente analisados.

Cortes histolégicos de cérebro e cerebelo
foram selecionados para a realizagdo da técnica de
imuno-histoquimica (IHQ) pelo método de polime-
ro universal marcado com peroxidase (MACH 4
Universal HRP-Polymer - Biocare Medical)'. Para a
recuperacao antigénica foi utilizado calor em tampao
citrato (pH 6,0) por 3 ciclos de 5 minutos cada em
forno micro-ondas. Utilizou-se anticorpo primario
monoclonal anti-cinomose (Canine Distemper Virus
MADb)? na dilui¢ao de 1:400 e para revelar utilizou-se
o cromdgeno 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) (AEC
Substrate-Chromogen)® [27].

Controles positivos foram inseridos simul-
taneamente com as laminas testadas, consistindo de
casos em cdes domésticos positivos para cinomose
anteriormente testados (cortes histologicos de esto-
mago e bexiga).

RESULTADOS

Durante o periodo do estudo, foram submetidos
ao exame de necropsia 20 graxains: 18 graxains-do-
-mato (Cerdocyon thous) e dois graxains-do-campo
(Lycalopex gymnocercus). Destes, quatro (20%) apre-
sentavam o diagndstico de cinomose como causa da
morte a partir de exame histopatolégico. Trés animais
(75%) pertenciam a espécie C. thous e um (25%) a
espécie L. gymnocercus. Dois (50%) eram fémeas e
dois (50%) eram machos e trés foram classificados
como jovens (75%) e um (25%) como adulto.

Os graxains eram provenientes de dreas urba-
nas ou periurbanas da regido metropolitana de Porto
Alegre e foram atendidos pelo Nucleo de Conservacao
e Reabilitacdo de Animais Silvestres (PRESERVAS)
do Hospital de Clinicas Veterindrias. Conforme in-
formacdes fornecidas nas fichas clinicas, todos os
graxains apresentavam sinais clinicos exclusivamen-
te neuroldgicos e estes correspondiam a mioclonia
(75%), opistétono (50%), paresia em membros tora-
cicos (50%) e nistagmo (25%). Macroscopicamente
visualizou-se caquexia, mucosas oral e ocular pélidas
e acentuada infestacdo por carrapatos (Amblyomma
aureolatum). Observou-se ainda moderada hiperemia
dos vasos das leptomeninges em um dos graxains.
Nao foram observadas alteragdes macroscopicas em
outros 6rgaos.

Os achados histopatoldgicos foram restritos ao
sistema nervoso central, principalmente em cerebelo,
onde a principal lesao observada foi desmielinizagio
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(4/4), caracterizada por vacuolizacdo moderada a
acentuada multifocal a coalescente predominantemente
em substancia branca (Figura 1A), além de astrécitos
gemistociticos (4/4), malacia com grande quantidade
de células de gitter (2/4) (Figura 1B) e gliose nodular
(2/4). Visualizou-se ainda no cerebelo, talamo e oca-
sionalmente no cortex telencefalico dreas multifocais
discretas de manguitos perivasculares linfoplasmocité-
rios (4/4). Apenas em um graxaim pode-se identificar
raros corpusculos de inclusdo intranucleares e intracito-
plasmaticos eosinofilicos em astrdcitos caracteristicos
do virus da cinomose.

Na imuno-histoquimica, em todos os casos
houve marcagao do antigeno viral de forma difusa e
acentuada (Figura 1C), a qual era visualizada prin-
cipalmente no citoplasma de astrécitos (Figura 1D),
predominantemente em cerebelo e menos frequente-
mente no tdlamo dos graxains analisados. Em regido
de cortex telencefdlico foi observada fraca marcagdo

ou auséncia total de marcagao.
- T —
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DISCUSSAO

O diagnéstico de cinomose nos graxains deste
estudo baseou-se nos achados clinicos e histopatold-
gicos associados a identificagdo do antigeno viral por
meio da técnica de imuno-histoquimica. Em todos os
casos houve acometimento do sistema nervoso central
(SNC), onde foram identificadas alteracdes clinicas
e patologicas compativeis com a fase neuroldgica da
cinomose [9,26] e por isso é importante que nessas
espécies a cinomose seja diferenciada de outras do-
engas que cursem com manifestacdes neuroldgicas,
como a raiva [6].

Em relagdo a procedéncia, todos os graxains
eram provenientes de dreas urbanas ou periurbanas
da regido metropolitana de Porto Alegre. O aumento
do processo de urbaniza¢do aumenta potencialmente
0 contato entre carnivoros selvagens e domésticos,
facilitando a transmissdo da cinomose entre eles,

principalmente considerando que essas espécies sdo

Figura 1. Encefalite pelo virus da cinomose em graxains. A- Cerebelo. Acentuada desmielinizagio em substancia branca associada a manguitos perivas-
culares linfoplasmocitarios [HE; Barra= 200 um]. B- Cerebelo. Area focal de necrose associada a abundante quantidade de células de gitter [HE; Barra=
100 um]. C- Cerebelo. Marcacao acentuada e difusa do antigeno viral em substincia branca pela técnica de imuno-histoquimica [IHQ-cromégeno AEC;
Barra= 200 um]. D- Cerebelo. Marcacdo do antigeno viral evidenciada no citoplasma de astrécitos [IHQ-cromégeno AEC; Barra= 100 pm].
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filogeneticamente semelhantes entre si [2]. Estudos
anteriores ja demonstraram por meio de analise fi-
logenética que o virus da cinomose encontrado em
carnivoros selvagens é geneticamente relacionado ao
virus encontrado em animais domésticos [2,8,20].

Trés graxains eram jovens, 0 que corrobora
com estudos realizados em cées, nos quais foi de-
monstrada maior ocorréncia de cinomose em animais
jovens [9,27]. Importantes fatores que contribuem
para a maior prevaléncia de cinomose em caes jovens
¢ a imaturidade do sistema imunolégico e auséncia
de vacinagdo [15], o que também pode se aplicar aos
graxains desse estudo. Em relagdo ao sexo, ndo foi ob-
servada diferenga entre machos e fémeas, semelhante
ao relatado em caes, onde nao é comprovada nenhuma
predisposi¢do sexual [9].

Os sinais clinicos observados estdo relacionados
unicamente ao acometimento do SNC e incluiam mio-
clonia, paresia, opistétono e nistagmo, diferentemente
do que € mais comumente descrito em caes domésticos.
Embora caes possam desenvolver exclusivamente sinais
neurolégicos [14], é mais frequente a ocorréncia de
sinais clinicos simultineos caracteristicos de acometi-
mento de outros sistemas, principalmente respiratorio,
gastrointestinal e tegumentar [1,6,9]. Os sinais clinicos
podem sofrer grande variagao e sao influenciados pelo
tipo de cepa viral, condi¢gdes ambientais, idade do
hospedeiro e status imune [13]. Os sinais neurolégicos
da infec¢d@o pelo virus da cinomose geralmente estdo
relacionados com a regido do SNC afetada e por isso
podem ser muito varidveis [9].

Lesdes macroscopicas no SNC em animais
infectados pelo virus da cinomose nao sio frequente-
mente encontradas [26], embora a literatura cite que
possa ocasionalmente ocorrer dilatacdo ventricular,
edema cerebral e congestdo das meninges [9]. Nesse
trabalho observou-se em um dos animais moderada
congestao dos vasos das leptomeninges.

Em todos os casos identificaram-se lesdes his-
topatoldgicas compativeis com um quadro de encefalite
nio supurativa desmielinizante, onde a principal lesao
encontrada foi desmielinizacdo, assim como descrito
em outros carnivoros selvagens [6,7,23,24,31]. Dife-
rentemente do que j4 foi relatado em graxaim-do-mato
[20], no qual foi citado a ocorréncia de pneumomia
intersticial e necrose em tecidos linfoides concomitante
com alteracdes neuroldgicas, as alteracdes histopatol6-

gicas observadas neste trabalho foram unicamente no
SNC, o que relaciona-se aos sinais clinicos observados.

Na cinomose as lesdes desmielinizantes sdo
identificadas frequentemente no cerebelo [13,23,26],
assim como foi observado no presente estudo. Con-
comitante a desmieliniza¢do observou-se também no
cerebelo manguitos perivasculares linfoplasmocitarios,
areas de necrose associadas a grande quantidade de
células de gitter, dreas multifocais de gliose, astré-
citos gemistociticos e raros corpusculos de inclusio
intranucleares e intracitoplasmadticos eosinofilicos em
astrécitos, semelhante ao descrito anteriormente por
outros autores [20,31].

Desmielinizagdo em substincia branca mul-
tifocal a difusa € a lesdo mais caracteristica no SNC
de infeccdo pelo virus da cinomose [13,17] e ocorre
tanto na fase aguda como na fase cronica da doenca.
Na fase aguda a desmielinizacdo ocorre sem sinais
de inflamacao [29], e estd relacionada com a reducao
da sintese de mielina pela a¢do direta do virus sobre
oligodendrdcitos e pela ativacio de células microgliais
[30]. J4 na fase cronica a desmielinizacdo estd asso-
ciada a inflamacdo, normalmente com ocorréncia de
manguitos perivasculares [17,30], conforme observado
neste estudo. A reacao inflamatéria nas lesdes desmie-
linizantes pode levar a progressdo do dano tecidual,
e muitas vezes ha necrose associada [29,30], o que
também foi observado nos graxains deste trabalho. A
desmielinizacdo nesta fase € atribuida a mecanismos
imunolégicos, onde anticorpos anti-cinomose podem
estimular macréfagos com secrecao de radicais livres
de oxigénio, os quais sdo altamente toXicos para os
oligodendrdcitos [10]. Embora corptisculos de inclusao
estejam frequentemente relacionados com a fase aguda
da doenca [14,31], Pope et al. [24] sugerem que nio
ha relagdo do corpusculo com a fase da doenga, o que
pode explicar a presenca de corpusculos de inclusio
concomitante as lesdes inflamatérias e de necrose
neste trabalho.

O antigeno viral foi identificado pela técnica
imuno-histoquimica principalmente no citoplasma de
astrocitos no cerebelo, de maneira acentuada, € menos
frequentemente no cérebro dos graxains analisados.
Resultados semelhantes foram descritos em muste-
lideos [31] e em cdes domésticos [27], nos quais a
marcacdo foi observada principalmente em astrécitos,
neurdnios, células da micrdglia, endotélio vascular e
em células adjacentes a leptomeninges. Estudos em
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cdes domésticos relatam que na maior parte dos casos
o antigeno viral desaparece de lesdes desmielinizantes
associadas a inflamag@o devido as respostas imunes
do hospedeiro [14,22]. O contririo foi observado nos
graxains estudo, onde o antigeno viral foi identificado
pela técnica de imuno-histoquimica mesmo em areas
de inflamagdo e necrose, sugerindo uma persisténcia
viral por uma fraca resposta imune nestas espécies.

CONCLUSAO

Em nosso estudo as alteragdes clinicas e pato-
l6gicas observadas em graxains com cinomose foram
compativeis com a fase neurolégica da doenga, porisso a
importancia de incluir este agente nos diagndsticos dife-
renciais de graxains que apresentem sinais neuroldgicos.

Alteragdes macroscopicas significativas nao
foram visualizadas, o que torna a realizagdo de exame
histopatolégico fundamental para o diagndstico post-
-mortem da doenga. A principal lesdo microscopica
encontrada foi desmieliniza¢do da substincia branca,

principalmente em cerebelo, frequentemente associada
a manguitos perivasculares.

O antigeno viral foi facilmente identificado no
SNC, de modo acentuado, pela técnica imuno-histoqui-
mica, a qual mostrou ser um bom método auxiliar para
o diagndstico post-mortem de cinomose em graxains,
uma vez que corpusculos de inclusdo caracteristicos
do virus nem sempre sdo observados na histopatolo-
gia. O cerebelo demonstrou ser um importante tecido
de escolha para a detecg@o do virus da cinomose pela
técnica de imuno-histoquimica.
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