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RESUMO

REZENDE, AllanAndrade, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Dezembro de
2014. Avaliagado em modelo murino da resposta imune de vacinas comerciais
contra o Virus da Cinomose Canina (CDV).Orientador: Dr. Abelardo Silva Junior.
Co-orientadores:Dra. Marcia Rogéria de Almeida; Dr. Gustavo Costa Bressan e Dr.
Leandro Licurside Oliveria

A cinomose é uma doenga viral altamente contagiosa e em todo o mundo
caracteriza-se principalmente por elevadas taxas de mortalidade e diversidade de
sinais clinicos, especialmente em animais jovens, € ndo ha nenhuma terapia
antiviral. Virus RNAfita simples (Canine distemper virus- CDV(Virus da cinomose
canina)) pertencente ao géneroMorbillivirus e familia Paramyxoviridae.A importancia
da imunizagédo vacinal, quer profilatica ou curativa, € uma grande estratégia para
controle da morbidade e mortalidade e melhoria do bem-estar dos animais
susceptiveis. Escassez de informacdes e duvidosas qualidades vacinais para
prevenir ou combater tal infecgao séo,hoje, altamente relevantes devido a inumeras
vacinas, originadas tanto de laboratérios estrangeiros quanto nacionais, disponiveis
no mercado comercial com eficacia imunoldgica insegura. Além disso, algumas
vacinas apresentam grande quantidade de restricbes de uso, baixo espectro de
acgao, utilidade terapéutica limitada, a ocorréncia de cepas resistentes emergentes e
alto nivel de toxicidade. Neste contexto, algumas vacinas comerciais CDV, trés de
laboratérios importados e trés nacionais de diferentes fabricantes, foram avaliadas
em modelo de murino para a avaliacdo da eficacia imunogénica das vacinas em
desencadear respostas imunes (humoral e celular).Melhores neutralizantes de titulos
de anticorpos foram identificados pelo teste de soroneutralizagdo do CDV em
vacinas nacionais, que também apresentaram uma percentagem elevada da
intensidade de fluorescéncia de rotulagem CFSE. Em conclusdo, as vacinas
nacionais CDV tém mostrado melhores resultados para os anticorpos neutralizantes
e estimulacdo de resposta geral de linfécitos em comparagao as vacinas CDV

importadas.

Palavras-chave: imunogenicidade; eficacia; resposta vacinal.



ABSTRACT

REZENDE, Allan Andrade, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December de
2014. Evaluation in murine model of immune response of commercial vaccines
against the Virus Canine Distemper (CDV).Adviser: Dr. Abelardo Silva Junior. Co-
adviser: Dra. Marcia Rogéria de Almeida; Dr. Gustavo Costa Bressan and Dr.
Leandro Licursi de Oliveria

Canine distemper is a highly contagious and worldwide viral disease mainly
characterized by high rates of mortality and diversity of clinical signs, especially in
young animals and there is no specific antiviral therapy.The RNA single strand virus
(Canine distemper virus - CDV) belongs to the Morbillivirusgendusand
Paramyxoviridae family. The importance of vaccine immunization, either prophylactic
or curative, it is a great strategy for CDV morbidity and mortality control and wellness
improvement of susceptible animals.The lack of information and the doubtfulquality
and effectiveness of vaccinesfor preventing or combating canine distemper infection
are nowadays highly relevant due to numerous products, both domestic and
international, available in the commercial market with immune effectiveness.
Moreover,some vaccines present large amount of use restrictions, low action
spectrum, limited therapeutic utility, occurrence of resistant emerging strains and high
level of toxicity.In this context, some CDV commercial vaccines, three imported and
three nationals vaccines of different manufacturers were evaluated in a murine model
for vaccine efficacy attriggering immune responses (humoral and cellular response).
Best neutralizing antibody titres was identified by virus neutralization test in national
vaccines, which also presented a high fluorescence intensity percentage of CFSE
labeling. In conclusion, national CDV vaccines have shown better results for
neutralizing antibodies and general lymphocyte response stimulation compared with

imported CDV vaccines.

Keywords:Effectiveness; immunogenicity;vaccine response.



1. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A Cinomose Caninaé uma doencga infecciosa multisistémica de distribuigcéo
mundial cujo agente infeccioso € um virus RNA, fita simples do género
Morbillivirus, familia Paramyxoviridae e ordem Mononegavirales. Trata-se de uma
enfermidade facilmente transmissivel que afeta caninos domésticos e selvagens,
assim como outros carnivoros terrestres e mamiferos aquaticos (FLORES, 2007).
Porém, a sua maior importancia na rotina médica veterinaria esta relacionada com
as diversas manifestac¢des clinicas em caes domésticos (MURPPHYet al., 1999).

A enfermidade é caracterizada por elevados indices de morbidade e
mortalidade em populacdes vacinadas e ndo vacinadas em todo o mundo sendo
considerada uma doencga canina altamente contagiosa com apresentagao clinica
aguda, subaguda e crbnica. A cinomose possui a segunda maior taxa de
letalidade entre os caes, inferior apenas a raiva (SUMMERS, 1995; APPELet
al.,1999; MURPHY et al., 1999).

Dentro do género Morbillivirus, o CDV apresenta uma das maiores
incidéncias de envolvimento do sistema nervoso central (SNC). E um virus
relativamente grande, o qual variade 150 a 250 nm, pleomérfico e envelopado,
contendo RNA senso negativo ndo segmentado como genoma, com comprimento
de aproximadamente 16 kilobases (Kb) e antigenicamente relacionado ao virus do
sarampo (“Measles Virus’-MV) e ao da peste bovina (PRINGLE, 1999; GRIFFIN,
2006; MOSS, 2006; FLORES, 2007).

Ao considerar sua grande importancia na saude animal, elevado impacto
econdmico e a auséncia de terapia especifica, o virus da cinomose canina
representa um alvo em potencial de interesses comerciais e epidemiologico.
Entretanto, mesmo com vacinas existentes no mercado, tal enfermidade persiste
como a doenga canina de maior incidéncia e mortalidade entre as demais
infecgbes de etiologia viral (RODEHEFFERet al., 2007; MARTELLA et al., 2008).

A diversa disponibilidade de produtos vacinais no mercado comercial
contra a cinomose canina, tanto nacionais quanto importadas, e escassas
informagdes despertam algumas incertezas quanto as suas reais eficacias,

qualidade e competéncia destes agentes para prevenir ou combater tal infeccéo
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ou nao disporem de qualquer associagdo ou analogia entre eles se referido a
capacidade de desenvolver uma eficacia imunoldgica adequada. Além disso, sua
grande parte possuem ilimitadas restricdes de uso, limitada utilidade terapéutica,
reduzido aspecto de acao, elevado nivel de toxidade ao paciente e o surgimento
continuo de cepas resistentes (GRIFFIN, 2006; MOSS, 2006).

Nesse contexto, vacinas comerciais contra a cinomose canina, trés
nacionais e trés importadas de diferentes fabricantes, foram avaliadas, em modelo
murino, quanto a imunogenicidade em desencadear uma superior resposta

imunologica (humoral e celular).



2, REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cinomose Canina

2.1.1. Etilologia e Aspectos Moleculares do Virus da Cinomose Canina

O Canine distemper virus— CDV (Virus da cinomose canina) possui RNA
fita simples, senso negativo e ndo segmentado como genoma, comprimento de
aproximadamente 16 kilobases (Kb) e antigenicamente relacionado ao virus do
sarampo (“Measles Virus’-MV) e ao da peste bovina (PRINGLE, 1999; GRIFFIN,
2006; MOSS, 2006; FLORES, 2007;).

Pertence ao género Morbillivirus, familia Paramyxoviridae e ordem
Mononegavirales, é facilmente transmissivel e multissistémico, que afeta caninos
domésticos e selvagens, assim como outros carnivoros terrestres e mamiferos
aquaticos (FLORES, 2007). Produzem elevados indices de morbidade e
mortalidade em populagdes ndo vacinadas, porém, a sua maior importancia na
rotina médica veterinaria esta relacionada as diversas manifestagdes clinicas em
caes domésticos (MURPHYet al., 1999).

Existem seis grandes grupos de linhagens genéticas dos CDVs em todo o
mundo: America, European, Asia-1, Asia-2, Arctic e Vaccine (HASHIMOTOet al.,
2001; BOLT et al., 2007; DEMETER et al., 2007; MARTELLA et al., 2007). As
cepas virais sao relativamente labeis, sendo desintegradas pelo calor (acima de
60°C), desinfetantes, periodos longos em condigbes ambientais, detergentes,
solventes lipidicos, como cloroférmio, éter, formol, fenol, entre outros e radiacéo
solar (ETTINGER, 2004; FLORES, 2007).

O CDV possui seis genes que codificam uma proteina associada ao
envelope (M), duas proteinas associadas a transcriptase (fosfoproteina P e
proteina L), duas glicoproteinas (hemaglutinina H e A proteina de fusdo F) e a
proteina do nucleocapsideo (N), responsavel por encapsular o RNA viral (MOSSet
al., 2006; GRIFFIN et al., 2006).

A fixagao dos receptores celulares durante o inicio da infeccéo é realizada
pela hemaglutinina, que pode ser neutralizada por uma resposta imune adequada

do hospedeiro, prevenindo assim a infecgcao pelo CDV (VON MESSLINGet al.,
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2001). O gene dessa glicoproteina possui 10% de variabilidade entre as cepas
virais, sendo o0 menos conservado. A proteina H determina o tropismo viral,
identificando as células alvos e tecidos em potencial dentro do organismo
infectado (DUPREXet al., 1999; JOHNSTON et al., 1999).

A fusdo do envelope viral com as membranas das células hospedeiras e/ou
entre as mesmas com a formagao de sincicios é realizada apos a fixacao dos
receptores celulares pela proteina F (LAMBet al., 2006). A ligacdo entre as
ribonucleoproteinas e proteinas de envelope durante a montagem do virion é
realizada pela proteina M. A proteina P é responsavel por regular a transcrigao,
replicacdo e a eficiéncia com que as nucleoproteinas sdo montadas no
nucleocapsideo (MOSS, 2006; GRIFFIN, 2006) e a jungédo das proteinas P e L
formam a RNA polimerase (LAMB, 2001).

O gene H do CDV é uma regido na qual ocorrem inumeras variagdes
genéticas e antigénicas, diferentemente do gene do nucleocapsideo, considerado
como uma regiao conservada quando comparado aos outros genes do mesmo
virion. A posicado gendmica e arranjo linear dos seis genes do CDV séo
respectivamente: N, P, M, F, H e L (MARTELLAet al., 2007).

2.1.2. Histoérico e Epidemiologia do Virus da Cinomose Canina

A existéncia da cinomose em caes data do século XVI, mas a identificacao
desta doenca com etiologia viral foi somente realizada por Henri Carré em 1905.

Em 1809, Edward Jenner iniciou a descricao do curso e caracteristicas da
doenca e em 1815, observou que o contagio dela entre cdes assemelhava-se a
variola e ao sarampo entre seres humanos (FENNER, 1993). Em 1844, Karle
obteve sucesso numa primeira transmissdo experimental da doencga, ao inocular
secrecao nasal de animais doentes em sadios. J. C. Van der Slooten (1894)
escreveu um artigo sobre a cinomose canina chamado “canine epizootic catarrhal
fever” ressaltando tratar-se de uma enfermidade severa de caes e outros
carnivoros (EGBERINK, 2008).



O primeiro relato da enfermidade na América do Sul foi descrito por Ulloa
(1746) no Peru, em seu trabalho “Relacdo Historica da Viagem a América
Meridional”. De acordo com Charles F. Heusinger, a cinomose alastrou-se na
Espanha, durante o século XVIII, na Inglaterra, Italia (1764) e Russia (1770) e em
1763, em um dia, resultou na morte de 900 cdes em Madri (EGBERINK, 2008).

De ocorréncia mundial e padrdo endémico, a enfermidade € uma das mais
importantes doencas virais caninas (KRAKOWKAet al., 1980), com altas taxas de
morbidade e mortalidade em cdes ndo vacinados e em animais previamente
vacinados (TIPOLD et al.,, 1992; SUMMERS et al., 1995). Falhas vacinais
associadas aos esquemas de vacinagao inadequados ou mesmo com vacinas
comerciais de baixa qualidade podem também resultar na incidéncia da doenca
em animais vacinados (FLORES, 2007).

O espectro de infectividade do virus abrange as familias Canidae (caes
domésticos, dingos, chacais, raposas e coiotes), Mustelidae (furdes, visdes,
doninhas, martas, canagambas, texugos e lontras), Procynidae (guaxinins,
juruparas e quatis), Felidae (guepardos, lebdes, ongas-pintadas, tigres e
jaguatiricas; exceto gatos domeésticos), Hyaenidae (hienas) e Ursidae (ursos e
pandas) (APPEL, 1987; BICHARD, 2003; SHEDING, 2003). A infec¢ao pelo CDV
em felideos selvagens é relatada nos arredores de habitagdes e em estreita
associagdo com caes domésticos que vivem em areas préoximas (NAVAet al.,
2008).

A principal forma de transmissao do virus da-se pelo contato direto com
secregdes orais e nasais, por aerossois e goticulas contaminadas de secregdes
respiratérias, embora possa ocorrer através de fezes e urina de animais
infectados (CORREA, 1992). A propagacdo viral também ocorre das formas
transplacentaria e neonatal, de ocorréncias raras e a depender do estagio
gestacional, podem desencadear abortos, natimortos ou neonatos vivos
debilitados (KRAKOWKAet al., 1975; BICHARD, 2003; SHIERDING, 2003;
FLORES, 2007).

Grande parcela dos caes infectados, aproximadamente 75%, nao
desenvolve a forma clinica da enfermidade, mas dissemina o virus, tornando a

taxa de infectividade do CDV maior do que a quantidade de animais que
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manifesta os sinais clinicos (CORREA, 1992; GEBARAet al., 2004). Entretanto,
existem cepas virais com inumeros niveis de patogenicidade. Esse fato é
associado aos fatores intrinsecos do hospedeiro, como status imunoldgico, idade
e infeccbes secundarias, que podem influenciar significativamente nas
manifestagcbes das diferentes formas clinicas da doenca (BICHARD, 2003;
SHIERDING, 2003).

2.1.3. Patogénese da Enfermidade

Em condigdes naturais de exposicdo, o CDV é geralmente transmitido
através de aerossois de animais infectados com deslocamento de particulas virais
para o trato respiratério superior de animais susceptiveis (APPEL e SUMMERS,
1999). A replicagdo viral nas primeiras 24 horas pos-infeccdo ocorre em
macrofagos teciduais e mondcitos localizados nas vias aéreassuperiores e a
propagacao viral utilizam as vias linfaticas, tonsilas e linfonodos bronquiais
(APPEL, 1969; VANDEVELDE, 1995; ZURBRIGGEN, 1995; APPEL, 2006;
GREENE, 2006).

De acordo com Scherding (2003) e Greenne e Appel (2006), o periodo de
incubacgao do virus da cinomose canina é de 14 dias e variacdo de 14 a 18 dias
de acordo com Genelhu (2006). A taxa de morbidade varia de 25 a 75% e a taxa
de letalidade é frequente de até 68%, principalmente em animais jovens e em
algumas variagbes na intensidade da infectividade da cepa viral (GENELHU,
2006).

A eliminacgao viral da CDV ocorre de 60 a 90 dias apds infeccéo, sendo a
fase aguda, restringindo-se as duas primeiras semanas (CORREA, 1992). A
contaminagao de animais susceptiveis € maior entre jovens, na faixa etaria entre
60 a 90 dias, periodo em que ocorre declinio da imunidade passiva
disponibilizada pela mae e a frequéncia persiste, de forma elevada, em caes até
os dois anos de idade, geralmente em funcdo da nao vacinagdo, auséncia de
contato prévio com o virus ou falha imunolégica (BICHARD, 2003; SHERDING,
2003).



Ap0s disperséo por todo trato respiratério, a replicagao viral em células do
tecido linféide associado desencadeia a viremia na forma sistémica, a depender
da duragdo da exposigcdo, severidade e cepa, idade e status imunoldgico do
hospedeiro. Em geral, o periodo de incubagao varia de 1 a 4 semanas (APPEL,
1987; MORITZet al., 2000). Existem outras formas de propagagéao e disseminagéo
viral, como a inoculacdo de secrecdes contaminadas com o virus nas demais
mucosas de animais susceptiveis, por escoriagdes ou lesdes e raramente, mas
nao menos importante, por via placentaria (KRAKOWKA, 1982; APPELet al.,
1998; MURPHY et al., 1999).

A partir dos primeiros dias pds-infeccido, observa-se no enfermo a primeira
elevacao da temperatura corporal, devido a intensa proliferagao virémica do CDV,
difundida pelo sistema linfatico até os demais tecidos e evoluindo para a forma
mais agravante e letal da doenga no sistema nervoso central (SNC) (APPEL,
1987; APPELet al., 1998; MURPHY et al., 1999).

A imunossupressao severa e duradoura é resultante da intensa replicagao
viral primaria nos tecidos linféides, sendo as células T mais afetadas em relagao
as células B (KRAKOWKA, 1982; IWATSUKet al., 1995). Segundo Moro et al.
(2003), os linfocitos CD4+ sao rapidamente esgotados por varias semanas,
provavelmente devido a apoptose induzida pelo virus, enquanto os linfocitos
CD8+ sao relativamente menos afetados e se recuperam rapidamente
(KRAKOWKA, 1982).

2.1.4. Manifestagoes Clinicas

Os sinais clinicos mais comuns da enfermidade sao pirexia, letargia,
desidratagdo, anorexia, perda de peso, descarga nasal, conjuntivite, diarreia,
pustulas cutaneas e hiperqueratose (WRIGHTet al., 1974; APPEL, 1987). Os
neuroldgicos, principais responsaveis pela elevada taxa de mortalidade de
animais infectados, aparecem durante, depois ou na auséncia da fase sistémica
da doenga (ZUBRIGGEN, 1995; VANDERVELDE, 1995).

Manifestagdes sistémicas agudas e nervosas crOnicas sao caracterizadas e

diferenciadas de acordo com o quadro clinico catarral e/ou nervoso do hospedeiro
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infectado. Na fase aguda, o virus € encontrado em cada secregéo e excregédo do
corpo, acompanhada por inumeros sinais clinicos incluindo erupgdes cutéaneas,
descargas nasais e oculares, conjuntivite e anorexia, seguidas por disturbios
respiratérios e gastrointestinais, que sdo, muitas vezes, acompanhadas por
infecgbes bacterianas secundarias e moderadas perturbagdes neuroldgicas
(KRAKOWKAet al., 1985).

Logo apds, na forma secundaria, diversos e progressivos sinais nervosos,
como mioclonia, nistagmo, ataxia, déficits de reacdo postural e tetraparesia séo
observados no enfermo (KRAKOWKAet al., 1985; GREENE e APPEL, 1992;
MORITZ et al., 2003; AMUDE et al., 2007).

O virus da cinomose canina propaga-se por goticulas de aerosséis e, em
um periodo de 24 horas, ao entrar em contato com o epitélio do trato respiratorio
superior, replica em células do sistema imune e se dissemina pela via linfatica
local, para as tonsilas e linfonodos brdonquicos, caracterizada como a primeira
viremia, a qual resulta em uma infecgcdo ascendente generalizada que atinge
todos os tecidos linfoides, incluindo bago, ganglios linfaticos, medula éssea e os
macrofagos na lamina propria do trato gastrointestinal (WRIGHTet al., 1974;
KRAKOWKA et al., 1980; VANDEVELDE e ZURBRIGGEN, 2005; GREENE,
2006).

A segunda viremia segue por varios dias, caracterizada apos a primeira
propagacado de leucécitos e trombdcitos associado a patdgenos infecciosos, a
qual resulta em infecgdo do parénquima e células de todo o corpo associada a
febre alta (BLINXENKRONE-MOLLERet al., 1989).

Dermatites pustulares abdominal, nasal e periauricular sdo, também, outras
manifestacdes clinicas encontradas em céaes naturalmente infectados por
cinomose canina e incomum na doenca do coxim duro (hard pad disease),
quando diagnosticado histologicamente com formagao de vesiculas e pustulas a
partir de uma hiperqueratose e a presenga de células gigantes sinciciais
multinucleadas (BAUMGARTNER, 1993, MAEDAet al., 1994; MORITZ et al.,
2000).

A regressao de sinais clinicos pode ocorrer com o aumento da titulagao de

anticorpos, quando o animal possui um nivel intermediario de resposta imune
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humoral e celular, exceto em alguns casos onde o virus pode persistir por longos
periodos em tecidos uveais, neurénios e tegumento. Também, quando em casos
de cepas altamente virulenta, dose infectante alta ou imunossupressao
(CORREA, 1992; APPEL, 2006; GREENE, 2006).

Variagbes na viruléncia na cepa viral, condicdes ambientais, idade e
resisténcia individual do hospedeiro, além de infeccbes virais e bacterianas
secundarias alteram a duragéo e gravidade dos sinais clinicos da enfermidade e
foram comprovadas em animais naturalmente e experimentalmente infectados
(APPEL, 1987). Cées com idade entre 3 e 4 meses, ndo vacinados e/ou que
perderam a imunidade passiva (materna) estdo mais susceptiveis a infecgao por
CDV (APPEL, 1987).

2.1.5. Imunossupressao e Imunopatologia

O virus da cinomose canina é altamente imunossupressor e linfotropico.
Semelhante a outros morbillivirus, caracteriza-se por desencadear intensa
leucopenia e perda da habilidade proliferativa de linfocitos. Uma vez que se
manifesta, a infeccdo provoca uma duradoura e profunda deficiéncia celular e de
fungdes imunitarias humorais, a qual torna o hospedeiro altamente susceptivel a
infecgbes oportunistas (KRAKOWKAet al., 1975; BECKFORD et al., 1985;
BEINEKE et al., 2009; LAINE et al., 2009).

Os furdes (Mustela putorius) representam o modelo animal mais confiavel
para investigacao da inoculagao e imunossupressao induzida pelo virus do CDV e
no desenvolvimento de novas estratégias vacinais para a cinomose canina e
sarampo, devido a sua elevada susceptibilidade ao CDV. A infec¢ao provoca
uma doenga altamente imunossupressora e, muitas vezes, fatal, observada
experimentalmente por severa leucopenia, supressao da resposta imune celular e
humoral e proliferagao linfocitaria (KAUFFMANet al., 1982; STEPHENSEN et al.,
1997; WELTER et al., 2000; VON MESSLING et al., 2004).

Varios estudos explicam o tropismo do CDV para linfocitos,
presumivelmente com base na ligagao de uma molécula de sinalizagao e ativagao

linfocitaria, a CD150 (signaling lymphocyte activation molecule, SLAM), receptor
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unico do morbillivirus presente nos subconjuntos linfocitarios, pela proteina H
viral, seguida da entrada na célula hospedeira. A SLAM é constitutivamente
presente em uma série de 6rgéos de cdes saudaveis. Entretanto, apos a infec¢ao
pelo CDV, torna-se expressa e amplificada pelo virus (APPEL 1969; CERRUTI-
SOLAet al., 1983; VON MESSINLING et al., 2004; WENZLOW et al., 2007).

A expressdo da SLAM na superficie celular € essencial para a CDV, apos
infecgédo induzida em linfécitos T e B, para que haja disseminagao viral e indugéo
imunossupressora nos hospedeiros (TATSUOet al., 2001; LAN et al., 2005;
YAMAUCHI et al., 2005; PUFF et al., 2008). Segundo Suter et al. (2005),
experiéncias in vitro mostraram, apos reacdo de membrana a CD150, uma
infeccdo por CDV e subsequente indugdo da apoptose de algumas células
linfoides caninas.

Alteragbes morfolégicas em o6rgéos linfoides, apds a infecgdo sistémica
pelo virus da cinomose canina, sdo observadas por visualizaveis mudangas em
diversos tecidos dos hospedeiros, como edemaciacao linfocitaria, hipertrofia do
timo, entre outras. Além disso, a formacédo de sincicios e da morte celular das
células do sistema imunoldgico é observada em foliculos linfoides que conduzem
a perda completa de foliculos secundarios de caes na fase aguda do CDV
(KRAKOWKA e KOESTNER 1977; IWATSUKIet al.,1995).

Ainda na fase aguda do CDV, a linfopenia sistémica caracteriza-se por
déficit transitério de células T CD4+ auxiliares (helper), células T CD8+ citotdxicas
e células B CD21+ e pode significar o resultado das deficientes produgdes
linfaticas primarias e secundarias associadas a apoptose leucocitaria,
independentes dos mecanismos de acao viral (KUNMAGAI et al., 2004; MORO et
al., 2004; SCHOBESBERGER et al., 2005; KAJITA et al., 2006).

Em geral, o grau de deplecao linfoide é diretamente relacionada com a
quantidade de antigeno do CDV no 6rgao afetado. Assim, alteragdes morfoldgicas
podem ser parcialmente revertidas pelo repovoamento e formagdo de tecidos
linfocitarios persistentemente infectados nos centros replicativos de céaes
convalescentes (MC CULLOUGHet al., 1874; WUNSCHMANN et al., 1999;
KUMAGAI et al., 2004).
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A perda de células CD4+ e a depleg¢ao da producao de células CD8+ em
orgaos linfoides sdo constatadas pela diminuigdo da fungdo imunologica da
primeira fase da doencga associada a viremia e parcialmente por lise de linfocitos e
macrofagos. Na fase cronica, a reconstrugao tecidual e repovoamento linfocitario
caracterizar-se por completa reconstituicao de células CD4+ e CD8+, expressos
por subconjuntos de linfocitos nas areas de células T em cées infectados
(MCCULLOUGHT et al., 1974; KRAKOWKA et al., 1975; KRAKOWKA e
KOESTNER, 1977; CERRUTI — SOLA et al., 1983).

A resposta imune celular, apés a infecgcado pelo CDV, é detectada por um
curto periodo de tempo em caes convalescentes e evidenciada por meio da
imunidade celular protetora na auséncia de resposta imune mediada por
quantidades de anticorpos mensuraveis (GERBER, 1976; MARRON, 1976;
APPELet al., 1982).

Geralmente, quando se ha uma melhor resposta imune do hospedeiro,
especialmente em uma crescente producido de neutralizadores virais especificos,
os anticorpos podem promover a recuperacao do animal. No entanto, o CDV pode
persistir em certos tecidos, como uvea, SNC e 6rgaos linfoides e responder com
sintomatologia clinica moderada e retardo na progressdao da doenga imune.
Consequentemente, com a persisténcia viral no SNC, perturbagdes neurolégicas
sédo observadas sob a forma resultante nervosa da enfermidade, causadora de
maior parte da mortalidade destes enfermos (APPEL, 1987; ZURBRIGGENEet al.,
1995).

2.1.6. Diagnostico

O diagndstico da cinomose canina consiste de sinais clinicos tipicos em
caes jovens, entre trés e sete meses, com histérico de vacinag¢des inadequadas
ou nao vacinagao, possibilidades de exposicdo ao virus e exames
complementares laboratoriais conclusivos a infeccdo pelo CDV (FRASERet al.,
1997; SUMMERS, 1999; GEBARA et al., 2004; SILVA, 2007; MANUAL et al.,
2008).
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Entre os achados laboratoriais, encontra-se neutropenia, caracterizada pela
reducdo do numero de neutréfilos segmentados e trombocitopenia. Além do
aumento de proteinas e leucdcitos, relacionados a vigéncia de um processo
inflamatorio no liquido cefaloraquidiano (LCR) (SWANGO, 1997; GREENE e
APPEL, 1998; SHERDING, 2003; GUEDESet al., 2004; SILVA e ZANINI, 2005).

A identificacdo de corpusculos de inclusdo em células associadas a
exudato e linfocitos também sao caracteristicas tipicas sugestivas a infecgao pelo
CDV. Além dos testes ELISA (enzyme Ilinked immunosorbent assay),
soroneutralizagdo, RT-PCR e imunofluorencéncia (FELDMAN, 2000; JONES,
2000; ZINKL, 2000; GUEDES, 2004).

2.1.7. Tratamento e Profilaxia

A terapéutica para a cinomose canina se restringe a orientagoes
padronizadas de suporte e medidas de corre¢des sintomaticas e paliativas, devido
a auséncia de um tratamento antiviral especifico. Visam reestruturar e fortalecer o
sistema imune do hospedeiro para combate ao virus e evitar infecgbes
secundarias por outros microorganismos (AMARAL, 2005; SHERDING, 2003).

O restabelecimento imunolégico consiste em reposigdes liquidas,
eletroliticas e vitaminas do complexo B, associada a suplementacao nutricional,
higienizacdo de secregbes do animal e do ambiente. Além disso, antibidticos de
amplo espectro sdo de suma importancia para o controle de infec¢cdes bacterianas
de origem secundaria (SWANGO, 1997; BIRCHARD, 2003; SHERDING, 2003;
SILVA e ZANINI, 2005).

Nao existe qualquer agente antiviral especifico para o tratamento do CDV,
mas alguns estudos demonstram a ribavirina altamente efetiva na replicagao viral
da cinomose “in vitro” (ELIAet al., 2007) e na fase neurolégica, com sensivel
melhora do quadro clinico do animal (MANGIA, 2008).

Estudos relatam que técnicas de acupuntura apresentam efeitos
imunoestimulante, analgésico e anti-inflamatério ao agir sobre o sistema nervoso

autbnomo e enddcrino. Além disso, este tratamento visa estimular pontos reflexos
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com propriedades de equilibrio corporal em animais com sintomatologia
neurolégica (SHOEN, 2006).

Em convulsdes parciais graves ou ténico-clénicas generalizadas utiliza-se o
fenobarbital na dose de 2 mg/Kg, BID, por vias endovenosa, intramuscular e oral.
O uso de corticoesteroides, em protocolos de regressdo gradual, como a
dexametasona, ocorre nas implicagdes imunoldgicas das lesdes do SNC e edema
cerebral. A dosagem anti-inflamatdria de corticosteroides é utilizada no controle
de sinais clinicos associados a encefalite cronica (VANDEVELDE, 2004).

Métodos profilaticos possuem importancias primordiais, acessiveis e
viaveis, como a vacinacao inicial e de suporte anual dos animais susceptiveis,
para o combate ao virus da cinomose canina. No entanto, mesmo com a ampla
administracdo da mesma, durante décadas, ainda se constatam elevadas taxas
de morbidade e mortalidade em hospedeiros em inumeras partes do mundo
(ELIAet al., 2008).

Vacina de virus vivo modificado induz imunidade efetiva contra a cinomose,
no entanto, a imunidade derivada da mae e a idade na qual os filhotes se tornam
susceptiveis sdo fatores de interferéncia a serem considerados. O protocolo
vacinal utilizado atualmente consiste na vacinacdo de caes filhotes a cada trés
semanas de vida até completarem 14 semanas (CORREA e CORREA, 1992).
Alguns estudos afirmam que a administragdo da vacina de virus modificado para
a cinomose, por via intravenosa, tem valor terapéutico, mas nao existem dados
provenientes de estudos controlados que apoiem esta afirmativa (SILVA e
ZANINI, 2005).

2.2. Vacinas contra Morbillivirus

A nomenclatura vacina (do Latim, vaccinia) refere-se a pratica da
administracao de patdégenos a individuos sadios com o objetivo de induzir uma
resposta imunolégica. Consistem na administracdo, em organismos sadios, de
micro-organismos (viaveis ou inativados) ou fragbes destes induzirem uma
resposta do sistema imune, a partir de células efetoras e células de memoria,

capazes de proteger ao contato posterior com o agente original. A vacinacao é
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considerada o meio profilatico mais efetivo de prevencdo e controle de varias
enfermidades causadas por virus e bactérias (BABIUK, 2000; DE CLERCQ, 2003;
PINK e KIENY, 2004).

A aquisigdo da protecdo imunolégica contra alguma doenga infecciosa,
com o objetivo de aumentar a resisténcia de organismos susceptiveis a mesma, é
chamada de imunizagéo. Distinta e classificada por dois principais tipos: passiva e
ativa. A primeira resulta na transmissdo de anticorpos pré-formados através da
placenta e/ou colostro materno ao filhote mamifero, indugdo de soro hiperimune
ou da gema do ovo em aves e nenhuma resposta especifica pelo sistema
imunologico do hospedeiro (KUCERS, 1992). Logo apds a exposi¢cao ao patégeno
por infecgdo natural ou induzida ou administracdo de alguma vacina especifica,
no proprio sistema imune do hospedeiro, ocorre uma estimulagédo desencadeada
pela produgao de anticorpos e células imunes (linfécitos T) (DE CLERCQ, 2003;
HENDERSON, 2005).

A imunidade passiva em caes € ressaltada pela transferéncia de
imunoglobulinas, ja anteriormente produzidos pela prévia exposicao ao CDV a
mae, pelo aleitamento materno e placenta ao neonato susceptivel, que
desaparecem gradualmente ao avancar da idade e os protegem, em grande
parte, até depois do desmame. A imunidade ativa é adquirida pelos canideos pelo
contato direto do virus da cinomose ou vacina especifica ao hospedeiro
susceptivel apés o término da primeira imunidade. E de longa duragdo, e no
periodo de transi¢do, grande parte destes animais expostos adoece e recupera-
se, tornando-se imune (DE CLERCQ, 2003; AVMA, 2004).

Vacinas eficientes com plena capacidade em induzir um estado de
imunidade em hospedeiros susceptiveis sao formuladas com amostras isoladas
do virus da cinomose de caes naturalmente infectados e apropriadamente
atenuadas em cultura de células (GREENE, 1990).

Por apresentar elevadas patogenicidade e viruléncia, o virus da cinomose
canina necessita submeter-se a inumeras condutas especificas para atenuar este
potencial e viabilizar a utilizagdo como vacina de virus modificado. Quando néo, o

mesmo é capaz de desencadear o prolongamento da enfermidade ou a morte em
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animais vacinados. Mesmo com esta amenizag¢do, sua administracdo ndo se
recomenda em animais imunodeprimidos (BIRCHARD; SHERDING, 2003).

Métodos profilaticos vacinais devem ser submetidos a testes para
assegurar a sua capacidade in6écua e imunogénica. Dentre eles, sao
considerados essenciais o de esterilidade (garantir a ndo existéncia de
contaminagao fungica ou bacteriana), estabilidade (avalia a estabilidade genética
e fenotipica dos virus atenuados; ou para atestar a estabilidade antigénica em
vacinas inativadas), inocuidade (certifica-se de ndo desencadear efeitos
indesejaveis) e poténcia (capacidade imunogénica) (MURPHY; PASTORET,
1999).

A capacidade da resposta imunoldgica adequada € avaliada, sob o controle
de eficiéncia, a partir de testes de potencializacado e realizados em espécies de
animais especificos a utilizagdo da vacina. Mesmo assim, modelos murinos
também podem ser utilizados, desde que a resposta imunolégica destas cobaias
seja estipulada previamente comparada a resposta do hospedeiro natural (PINK e
KIENY, 2004; MINGXIAO, 2006).

A resposta sorolégica induzida € quantificada a partir capacidade
imunogénica de antigenos originados de vacinas. A partir de grupo vacinal de
animais, anticorpos especificos contra o virus sao identificados por técnicas
sorologicas como ELISA ou soroneutralizagéo, apés a distribuicdo intercalada de
diferentes produtos. Além disso, faz-se a monitoracao da resposta induzida a
partir do acompanhamento de animais por um longo periodo determinado a mercé
de cada protocolo. Este método restringe-se pelo fato de que somente se
quantifica a resposta humoral (PLOTKIN, 2005).

Diversas classes vacinais contra virus sio licenciadas para uso veterinario,
sendo a grande parte, constituido por virus vivos atenuados ou virus inativados. A
utilizacdo de novas biotecnologias, principalmente envolvendo a manipulagao
genética, tem originado inumeros projetos e expectativas no aparecimento de
novas opg¢des terapéuticas. Algumas vacinas recombinantes ja estdo no mercado,
enquanto varias outras estdo em fase de desenvolvimento ou de testes
(PLOTKIN, 2005; MINGXIAQO, 2006).
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Entretanto, grande parte destas vacinas necessita ser ainda avaliada
quanto as suas comprobatdrias eficacia e seguranga; por este déficit de
informacéo ainda possuem pouca participacao no mercado veterinario. De outro
modo, algumas vacinas produzidas por antigos modelos ainda mantém o seu
local definido no mercado devido a sua garantia de eficacia e seguranga
(PLOTKIN, 2005).

O surgimento frequente de mutagdes ou taxa de mutagao viral, a partir do
descontrole dos mecanismos replicativos das polimerases, é o primeiro fator que
afeta o desenvolvimento da resisténcia vacinal. Seguido pelo tamanho do alvo
para a mutacdo, onde, alguns locais do interior do gene s&o mais ou menos
susceptiveis a sofrer alteracdes em relagdo a outros. Além do numero de
replicagdes de cdpias de genomas virais produzidas. E, por ultimo, a aptidao viral
- variante genética reproduzida em relagcdo a outras, como exemplo, a tipo
selvagem (FYFE, et al., 1978; BABA, et al., 1999; KNIPE, et al., 2007).

A dindmica das infecgdes virais tém grandes impactos sobre a interagcao
entre os efeitos da terapia antiviral e do sistema imunolégico. Afec¢des agudas
em animais imunocompetentes sao geralmente aniquiladas pelo sistema
imunolégico em pouco tempo, resultando na diminuicéo do status febril, além da
minimizacao de outros sintomas.Mesmo assim, a profilaxia pode ser a abordagem
mais eficaz, pois, muitas doengas séo recorrentes causadas pela reativagdo de
infecgbes virais latentes em pacientes imunocomprometidos (BABA, et al., 1999;
KNIPE, et al., 2007).

Vacinas contra enfermidades viricas do género morbillivirus contém, em
geral, virus vivos atenuados; formuladas com quantidades variaveis de unidades
formadoras de placa (UFP) e cada uma, composta com sua respectiva cepa. A
imunogenicidade vacinal é diretamente associada entre a producéo de anticorpos
e a quantidade de UFP, assim como com a idade e condi¢ao imune. Entretanto, a
producao de anticorpos, em vacinas mais potentes &, muitas vezes, inferior apos
a infecgao natural (CARVALHO, et al., 1976).

Grande parte destas vacinas, como exemplos: CDV e Virus do Sarampo
(Measles Virus- MV); sao desenvolvidas por propagacdo em células de animais
ou cultivadas em ovos de galinha embrionados. Assim, estirpes de virus séo
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adaptadas a esta producdo e se tornam menos virulentos para o organismo em
relagdo as cepas selvagens. Sdo comercialmente fornecidas, em geral, liofilizadas
com virus vivos atenuados e acompanhadas com solvente para injecao
(SCHATNER, 2005;).

Cerca de 93% dos pacientes, adultos, considerados saudaveis, apresentam
soroconversdo adequada apdés uma unica dose vacinal. Em jovens ou
imunocomprometidos, estas taxas sao significativamente inferiores e o declinio
nos titulos de anticorpos é mais acentuado, portanto, obrigatoriamente, estes
individuos deverao receber duas ou mais doses contra a enfermidade presente
(CARVALHO, et al., 1976;VESIKARE, et al. 2007). Nao ha interferéncia
significativa na resposta imunoldégica a maior parte das vacinas contra
morbillivirus, deste modo, podem ser administradas simultaneamente com outras
vacinas (CARVALHO, et al., 1976).

A administracdo vacinal correta reduz significativamente a incidéncia da
enfermidade virica, além de diminuir o estimulo natural @ memadria imunolégica, o
que, impde a necessidade da revacinacdo de doses de reforco da vacina para
manter a taxa de titulos protetores de anticorpos (CARVALHO, et al., 1976).

Surtos e endemias de CDV ainda sao frequentes em varias regiées, mesmo
em animais vacinados, comparada a vacinagao contra o Virus do Sarampo em
paises em desenvolvimento, onde o MV, continua endémico. InUmeros fatores
sdo responsaveis pela diminuicdo da eficacia vacinal, como: infidelidade na
logistica da cobertura vacinal e transmissdo da enfermidade em idade precoce.
Em animais muito jovens, anticorpos maternos podem interferir na replicacéo de
virus vivo atenuado com o virus vacinal, o que, resulta, em protecdo abaixo da
taxa ideal da vacinacao (BRICKS, et al., 2007).

2.3. Resposta imune a Morbilivirus

Enfermidades viricas sao responsaveis por milhares de mortes no mundo
todos os anos. Os virus tém como caracteristica principal a necessidade de
parasitar uma célula hospedeira para iniciar e completar seu ciclo de proliferagao.
Tal indispensabilidade se da devido apenas por apenas possuirem informacdes
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genéticas minimas para realizarem sua duplicagdo, contidas em moléculas de
DNA ou RNA as quais carregam e, para que esta mensagem seja transformada
em proteinas virais, esses patdégenos precisam manipular e utilizar a maquinaria
celular (MARTINet al., 1998).

A grande parte dos virus infecta seus hospedeiros pelas mucosas,
principalmente através de vias aéreas, tratos gastrointestinal e urogenital, onde
células de Langherans podem capturar o agente invasor, dando inicio a resposta
imune inata nos linfonodos periféricos, além de outros mecanismos de defesa,
como ambiente acido da mucosa gastrica e defensinas que sdo expressas por
células epiteliais e neutréfilos e consequentemente causando a destruicdo dos
mesmos (MARTIN et al., 1998; TANG et al., 1999).

Um grupo de moléculas envolvidas na emisséo de sinais entre as células
durante o desencadeamento das respostas imunes, as citocinas, sao também,
vitais na condugao da resposta imune inata quando células sao infectadas por
virus ou ao entrar em contato com produtos virais. A auséncia dessas
desencadeia sérias consequéncias resultando em um quadro de
imunodeficiéncia, o qual favorece o desenvolvimento de infeccbes secundarias
(BARMAKEet al., 2003).

Na imunidade inata, observam-se receptores envolvidos na resposta contra
virus, os do tipo Toll (TLR: Toll like receptor), principais alvos de reconhecimento
de acidos nucleicos. Devido a grande variagdo gendmica que 0s virus podem
conter, o sistema imune apresenta variagbes de TLRs com especificidade para
cada tipo de DNA ou RNA. Toda esta variedade é de suma importancia para que
o sistema imune se mantenha informado e responda as infecgbes virais de
maneira adequada (FINBERGet al., 2003; TAKEUCHI et al., 2007).

Virus de RNA, como o CDV, sao reconhecidos por especificos TRLs que
desencadeiam uma cascata de respostas culminando na producdo de INF
(interferon) do tipo | principalmente pelas células dendriticas plasmocitoides
(TAKEUCHIet al., 2007). Porém, as vias de reconhecimento podem se interagir,
uma vez que os virus de DNA sempre tém uma fase de seu desenvolvimento

intracelular em que a producdo de RNA de fita simples é necessaria para
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producado de suas proteinas, o que também ocorre com os virus de fita dupla
(BARBER et al., 2001).

Tais interacbes causam uma resposta imune baseada na producdo de
citocinas inflamatorias, principalmente TNF-a (fator de necrose tumoral), IL-1, IL-
6, IL-12, IL-15, IL-18 e a quimiocina MIP 1. Com a diminuicdo da producéo de
algumas destas, principalmente interferon do tipo 1 e IL-12 ou qualquer tipo de
anomalia desencadeia uma resposta falha e maior susceptibilidade a infeccoes
(VIDAL et al., 2006).

A interacdo da proteina citoplasmatica RIG-I (gene induzido por &cido
retinoico 1) com RNA de dupla fita viral tem como consequéncia a produgao de
interferon do tipo | que, associada a citocinas inflamatdrias desencadeia a
ativacdo das células NK (natural killer). Estas células tém grande importancia na
resposta imune inata contra virus, pois sdo capazes de eliminar células infectadas
por esses patdégenos (TAKEUCHIet al., 2007).

A interacdo com a célula parasitada agregada ao sinal proveniente das
citocinas inflamatdrias induz a célula NK a liberar seu conteudo citolitico que
levarao a morte da célula infectada. Outro mecanismo de inibi¢gao da infecgao viral
utilizado pelas células NK ¢é a lise de células que ndo expressam MHC (complexo
de histocompatibilidade maior) de classe |, uma vez que a expressado desta
molécula pode ser inibida pelo virus infectante (VAN DOMMELEN et al., 2006).

A infeccdo dos caes pelo CDV é seguida por replicagao viral em todo o
sistema linfoide periférico respiratério. Posteriormente, propagam-se ao baco,
timo, nédulos linfaticos e medula 6ssea, resulta em linfopenia e imunossupressao
severa (MIELE,et al., 2003). Mais além, a depender da viruléncia, estirpe CDV,
idade do hospedeiro e status imunoldgico, sistemas adjacentes podem ser
infectados (BEINEKE, et al., 2009; GREENE, 2012; CHARLLOTE et al., 2014).

Insuficiente resposta humoral durante esta fase infectante pode promover
viremia secundaria, a qual pode resultar em disseminagao viral para varios
tecidos epiteliais e mesenquimais, assim como o sistema nervoso central.
Resposta imune anti-viral satisfatéria pode permitir ao individuo recuperagao
(VANDELVEDE, et al.,, 2005, VANDELVEDE & ZURBRIGGEN, 2005;
CHARLLOTE et al., 2014).

19



Grande parte dos virus consegue sobrepujar a resposta imune inata devido,
principalmente, a sua alta taxa de replicacdo e/ou mutacdo; contudo,
paralelamente a resposta inata, também ocorre a ativacdo da resposta antigeno
especifica ou adaptativa. Devido a natureza da infeccéo intracelular dos virus, os
antigenos dos mesmos séo apresentados principalmente no contexto do MHC de
classe |, desencadeando uma resposta de linfécitos TCD8+, que sera
potencializada pela ativagdo de linfécitos TCD4, apdés mecanismos de
apresentacdo cruzada (VAN DOMMELEN et al.,, 2006; TAKEUCHI et al.,
2007;CHARLLOTE et al., 2014).

Células TCD4 podem se diferenciar em um padrdo Th1 ou Th2 dependendo
das citocinas presentes no ambiente da infecgdo. Ja se sabe que a maioria das
infecgdes virais induz a producao de interferons e por células da resposta imune
inata, na tentativa de conter a infec¢do de células adjacentes. Em geral, na
resposta imune adaptativa observa-se uma preferéncia para ativacdo do padrao
Th1 (VAN DOMMELEN et al., 2006).

No entanto, podem ocorrer respostas mistas que induz em uma resposta do
padrao Th1 no inicio da infeccao, ja na fase final da doencga, essa resposta muda
para o padrao Th2. Porém, o mecanismo de defesa mais ativo, contra a infecgao
viral, € o mediado por linfécitos TCD8+ especificos. Essas células reconhecem
uma célula infectada, eliminando-a através da indugdo de apoptose ou pela
liberacao de proteinas citoliticas (VAN DOMMELEN et al., 2006; TAKEUCHI et al.,
2007).

Outro mecanismo eficiente da imunidade adaptativa contra virus é a
producdo de anticorpos. Os anticorpos antivirais atuam principalmente como
moléculas neutralizantes para evitar a interacdo do virus com a célula do
hospedeiro. Esses anticorpos neutralizantes se ligam ao envelope viral ou a
antigenos do capsideo. Anticorpos do tipo IgA sao importantes para a
neutralizagao de virus que entram em contato através das mucosas respiratoria e
intestinal. Além de também participar no controle da infecgdo viral por
opsonizacao e por ativacdo do sistema complemento (VIDALet al.,2006;
TAKEUCHI et al., 2007).
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Os virus, especialmente os maiores e mais complexos, que carregam
moléculas de DNA, tém diversas estratégias para escapar do sistema imune. Uma
delas é camuflar sua identidade por meio de mutagdes. Essa variagdo genética,
em geral, leva a mudanga de antigenos presentes na capsula viral; inibindo agéo
de anticorpos previamente formados (BARBERet al., 2001).

A constatagédo de infecgbes viricas, do género morbillivirus, € discernida a
partir de avaliagdes clinicas, testes soroldgicos especificos e/ou pela propagacgao
viral em células de animais. Novos procedimentos e técnicas tém sido valiosos
para a compreensdo dos mecanismos de imunidade a enfermidades deste
género. Imunidade a estas infec¢gdes sdo observadas a partir da aquisi¢cao de
anticorpos transplacentariamente no nascimento, infecgdo natural e/ou vacinagao
com virus atenuado (ALBRECHT, et al., 1977; CARVALHO, et al., 1976; ABBAS,
et al., 2004).

Estudos sobre a imunidade contra tais infeccdes sao discutidos a partir da
resposta de anticorpos pods-infecgao, aparecimento ou nido de sinais clinicos no
primeiro ano de vida, persisténcia de anticorpos seguida a infeccédo natural ou
vacinacao e pela titulacdo de anticorpos ao longo da vida a partir do primeiro
contado com o agente (KOERT, et al., 2000; ABBAS, et al., 2004).

Inquéritos clinicos e epidemioldgicos indicam que Virus da Cinomose
Canina e o Virus do Sarampo, raramente ocorrem em lactentes durante os
primeiros meses de vida. Imunidade correlacionada com o histérico de prévio
contato materno a infecgao viral (SAUL KRUGMAN, et al., 1965; CARVALHO, et
al., 1976; KOERT, et al., 2000) .

Em casos de exposicdo a morbilivirus, mecanismos de protecao,
desencadeiam a neutralizagdo do virus e inibicdo completa a infegdo. Por outro
lado, quando anticorpos passivos estdao abaixo do limiar minimo de protecgao,
multiplicagdes de virus podem ocorrer, apesar da presenga do anticorpo. Nesta
situagdo, a imunidade passiva-ativa propaga-se seguida a infecgao subclinica ou
moderada doenga, com ou sem sinais clinicos, solidando uma protegao
permanente (KOERT, et al., 2000; WELTER, et. Al., 2000).

A infeccdo pelo CDV pode ocorrer paralela com ou subsequente a outras

manifestagdes, clinicas ou subclinicas, além de afetar o cerebelo e regides
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periventriculares. Na forma neuroldgica, inicia-se com a infecgcdo da matéria
cinzenta e propaga-se a matéria branca. O curso da enfermidade € determinado a
partir da correlacdo das descrigdes das alteragdes histologicas associada as
alteragdes neuropatologicas (BEINEKE et al., 2009; IMBSCHWEILER et al., 2012;
ULRICH, et al., 2014).

Alteracbes morfologicas a partir da descrigdo histologica apos a infec¢ao
experimental com o CDV s&o correspondidas aos diferentes estagios de lesdo no
individuo a respeito. Replicagdes do CDV em células gliais da substancia branca
sdo observadas a partir do 16° dia pds-infecgao, destacando os astrocitos como
seu alvo principal (ZURBRIGGENet al., 1993; ULRICH, et al., 2014).

A quantidade de antigeno viral detectavel € diminuida a partir da progressao
da infecgdo, acompanhada ao aumento da inflamagao de um modo antiparalelo. A
diminuicao da expressao proteica pode indicar uma infecgao viral restrita a células
neurais em estagios mais avangados da doenca. Fator que contribui para a
persisténcia da estirpe viral, pronunciada na substidncia branca do foco
inflamatério (MUTINELLIet al., 1989; ZURBRIGGEN et al., 1998).

Inibicdo da infecao por interferons (INF) e a morte de células infectadas
mediadas por células NK estdo associados a mecanismos da imunidade aos
virus. A producao de INF é desencadeada a partir do reconhecimento do RNA
viral por receptores endossémicos, e ativagdo de cinases citoplasmaticas. INF
inibe a replicagao viral em células infectadas a partir da ndo produgao de certas
proteinas, desencadeando a morte desta célula, além da identificacdo e morte
celular de células infectadas por células NK (KOERT, et al., 2000; WELTER, et.
Al., 2000; ABBAS, et al., 2004).

Imunidade a infecgdes por virus sao adquiridas por anticorpos, que,
bloqueiam a ligacéo viral a célula hospedeira, e linfécitos T citotoxico, os quais,
aniquilam as células infectadas. Porém, estes anticorpos sdo somente eficazes
durante o estagio extracelular, ou seja, no inicio do curso infeccioso ou quando
liberados por brotamento de células infectadas, neutralizando-o. Além da
neutralizagao, anticorpos podem eliminar estes agentes infecciosos a partir da
fagocitose, no geral, em mucosas (ALBRECHT, et al., 1977; KOERT, et al., 2000;
ABBAS, et al., 2004).
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Virus de RNA sdo altamente mutaveis, e tais redistribuicbes nestes
genomas, podem alterar seus antigenos e n&o serem mais alvos de resposta
imunologica. Devido a variagdo antigénica, grande parte dos morbillivirus, podem
se tornar resistentes a imunidade gerada na populagdo por prévias infecgoes.
Casos de endemias pelo Virus da Cinomose Canina séo recorrentes devido a
grande variacéo de cepas (KOERT, et al., 2000; ABBAS, et al., 2004).

3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Avaliagdo da resposta imune, em modelo murino, de vacinas comerciais
originadas de laboratérios estrangeiros e laboratorios nacionais de diferentes

fabricantes, contra a cinomose canina.

3.2. Especificos

Identificar anticorpos neutralizantes a partir da imunizagao vacinal pela
técnica de soroneutralizagcao.
Identificar a estimulacdo de esplendcitos murinos no ensaio de linfoproliferagao

baseado em CFSE em proliferagao celular por citometria de fluxo.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Camundongos BALB/C foram adquiridos do Biotério Central da
Universidade Federal de Vigosa-UFV, com quatro semanas de idade e peso
aproximado de 23 gramas. Os mesmos foram alocados no infectério da rede
Mineira de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria localizado no Departamento de
Veterinaria da mesma instituicdo com livre acesso a ragdo, a agua e sob ciclo

claro/escuro.
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4.2. Imunizagao

Os animais foram imunizados com seis diferentes vacinas comerciais contra a
cinomose canina, trés originadas de laboratorios nacionais e trés de laboratorios
estrangeiros, nos quais se avaliaram as respostas humoral e celular a partir dos
ensaios de soroneutralizacdo e de linfoproliferacdo baseado na marcagcao CFSE

em proliferagéo celular por citometria de fluxo, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Descriminagao de 06 vacinas vivas atenuadas em relagao aos seus

grupos, antigenos, origem e cepas vacinais,respectivamente.

VACINA GRUPOS ANTIGENO ORIGEM CEPA
01 G1 CDV EUA ONDERSTEPOORT
02 G2 CDV EUA ONDERSTEPOORT
03 G3 CDV HOLANDA ONDERSTEPOORT
04 G4 CDV BRASIL ROCKBORN
05 G5 CDV BRASIL ROCKBORN
06 G6 CDV BRASIL ONDERSTEPOORT

As administragcbes vacinais ocorreram em trés diferentes momentos com
intervalos de 14 dias a partir do dia 0, as coletas de sangue em quatro distintos
momentos, dias 0, 14, 28 e 42 previamente as inoculagdes das vacinas e a
eutanasia dos animais ocorreu no quadragésimo segundo dia (Figura 1).

As coletas de sangue foram realizadas por pungao periocular e eutanasia dos
camundongos pelo método de tracéo cervical para a remogao asséptica do bacgo
com destino ao método de linfoproliferagcao celular “in vitro”.

Todos os principios éticos na experimentagdao animal foram seguidosde acordo

com o Comité de Etica em Experimentacdo Animal (Anexo 1).

24




1° Dose 2° Dose 3° Dose Eutanasia

l
]I---I

I 14 Dias I 14 Dias I 14 Dias
TO T1 T2 T3
Grupos experimentais: TO: Coleta de sangue pré-imune (Dia 0);
-Grupo C-: (GO: PBS) T1: Coleta de sangue apds 1° imunizagao (Dia

-Grupos vacinas (G1 ao G6: 1,2,3,4,57 /) T2: Coleta de sangue apds 2° imunizagao (Dig
N= 6 animais/grupo total 42; Administracao de § /af@asColeta de sangue apds 3° imunizagao (Dia
3 importadas e 3 nacionais em diferentes mome] tos com
intervalos de 14 dias a partir do dia 0.

Figura 1. Imunizagcdo dos animais com 06 vacinas comerciais, 03 originadas de
laboratérios estrangeiros e 03 de laboratérios nacionais, em trés momentos com
intervalos de 14 dias a partir do dia 0. Quatro coletas de sanguineas (dias 0, 14, 28
e 42);

4.3. Delineamento experimental

Para definir o tamanho da amostra, utilizou-se o programa WinPepi, com nivel se
significancia de 5% em um grau de certeza de 10%, o qual conferiu ao teste um
poder de 90%. Foi aplicada a formula N=(2DP"2/delta*2)xf(a,b), onde adotou-se
DP= 0,5 e delta= 1,5, sendo F (a,b)= 6, isso gerou um valor inteiro de 6 animais
por grupo. Foram agrupados em sete diferentes grupos, sendo um controle nao
vacinado, que permitiu a comparagao das respostas imunologicas humoral e
celular apds as inoculagdes por via subcutanea de seis diferentes vacinas

comerciais contra a cinomose canina.

4.4. Ensaio de soroneutralizagcao

O procedimento foi realizado com o soro dos camundongos de cada grupo

respectivo tratado e inativado em banho maria a 56° C por um periodo de 30
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minutos. Posteriormente,os soros foram disponibilizados em microplacas de 96
cavidades TPP®, sendo que a primeira coluna de cada microplaca constituiu-se
pelo controle celular (auséncia de soro) e suspenséo viral da cepa de campo da
cinomose canina (CDV). A primeira linha foi constituida pelo controle de
toxicidade do soro. Essa linha recebeu uma suspenséo celular e soro nao-diluido.
A diluicdo do soro analisado foi processada entre as linhas B e H da microplaca
na base dois crescente do soro (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128).

Dessa forma, cada amostra de soro foi equivalente a cada uma das
colunas das placas, e cada diluicdo do soro ocupou uma linha da microplaca em
ordem decrescente de concentracdo. Posteriormente as diluicbes, cada cavidade
recebeu uma dose constante de virus contendo 100 TCIDsy da cepa de campo
CDV, com excecgao da coluna um e da linha um. Apds incubagao da mistura soro-
virus por 1 hora a 37 °C em estufa de CO,, a suspensao de células VERO-SLAM,
passagem 48, de 50 uL na concentracdo de 5x10* células/poco foi adicionada e
seguidamente incubada a 37°C sob atmosfera de 5% de COx.

A leitura do teste foi realizada apds 72 horas de incubagao através do
monitoramento do efeito citopatico. Foram considerados titulos de anticorpos
neutralizantes para o CDV, as reciprocas das maiores diluicdes do soro capazes
de inibir a replicagao viral e, consequentemente, a produgao de efeito citopatico.
Amostras de soro de referéncia positiva e negativa foram utilizadas como

controles.

4.5. Ensaio de linfoproliferagcao celular e citometria de fluxo

Os camundongos dos respectivos grupos foram eutanasiados para a remogao
asséptica dos 6rgaos esplénicos e alocagao dos mesmos em meio RPMI, que em
capela de fluxo laminar foram gentilmente macerados para a obtengao de células
esplénicas totais. Estas células foram lavadas com meio RPMI incompleto e
centrifugadas a 1600 RPM por 7 minutos a 4°C. Posteriormente, foram
ressuspendidas e incubadas por 5 minutos com tampéao de lise (nove partes de
cloreto de aménio a 0,16 M e uma parte de Tris-HCI a 0,17 M). As mesmas foram
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novamente lavadas e ressuspendidas para uma concentragdo de 3x10’
células/mL em meio RPMI incompleto.

Sob tal concentragao, iniciou-se a marcacdo com CFSE. Estas células foram
marcadas com uma concentragdo de 2 pM de CFSE (CaboxyFluorescein
diacetate Succinimidyl Ester) —SIGMA, CellTrace™ CFSE Proliferation Kit
C34554, de acordo com as normas do fabricante, durante 5 minutos a 37° C, logo
em seguida, a reacdo foi parada pela adicdo de um volume de meio RPMI
seguida de uma nova incubagdo de 2 minutos em temperatura ambiente
(CARVALHO et al.,, 2010). Apos lavagens das células marcadas com CFSE
foram, mais uma vez, ressuspensas em meio RPMI completo com 10% de SFB
numa concentragao de 5x10° células/mL.

Posteriormente, foram alocadas em placas de cultivo celular de 96 cavidades
TPP® (100uL/pogo) e incubadas a 37°C sob atmosfera de 5% de CO, por 48
horas de acordo com cada tratamento respectivo: tratamentos com meio RPMI
suplementado com 5% de SFB (controle negativo) e com antigeno total derivado
do virus da cinomose canina na concentracéo de 2 pg/mL.

Para a preparagédo do antigeno viral na estimulagéo esplénica uma aliquota de
15 mL do virus da cepa de campo da cinomose canina (CDV) passagem quatro,
na titulagdo de 10** TCIDso/50mL foi precipitada com 6,8 gramas de sulfato de
aménio saturado, totalizado uma concentracdo de 70% da amostra. Apds a total
diluicdo do soluto, a mesma foi mantida overnight em geladeira a 4° C e
centrifugada no dia seguinte a 3000 rpm por 20 minutos. Logo em seguida, todo o
sobrenadante foi desprezado até a secagem total do pelete e ressuspendido em
600 puL do meio RPMI. A concentragao proteica de 6,29 mg/mL da solugao foi
dosada no Nanodrop Lite Spectrophotometer (Thermoscientific) e esta foi utilizada
no tratamento viral na concentragcéo 2 ug/mL/pogo em um MOI aproximado de 0,8
para estimulagao celular.

Apos o periodo de incubacao (48 horas), cada grupo foi respectivamente
aliquotado em microtubos e encaminhado ao Nucleo de Microscopia e
Microanalise do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade

Federal de Vigosa para leitura de linfocitos em geral marcados no ensaio de
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linfoproliferagdo baseado em CFSE e analisados por citometria de fluxo (BD
FACSVerse™, Saint Luis, EUA).

4.6. Analise estatistica

Os resultados do teste de soroneutralizagao foram expressos como a média das
duplicatas. A significancia da diferenga entre os grupos foi calculada utilizando-se
o teste ANOVA, seguido do teste Dunett disponivel no programa GraphPad Prism
5.0.

Os resultados da citometria de fluxo foram analisados pelo programa BDFacsuite

software.

5. RESULTADOS

5.1. Avaliagao dos titulos de anticorpos segundo os grupos avaliados

Para avaliacdo dos titulos de anticorpos neutralizantes para o virus da
cinomose canina, foi utilizada a técnica de soroneutralizagao, a qual expressa a
perda da capacidade infectante do virus como indice soroneutralizante e
prevengao do efeito citopatico (formagao de sincicios) viral nas células. Neste
estudo, foi utilizada a célula VERO-SLAM e a cepa viral de campo CDV,
passagem quatro, com titulo de 100 TCIDsy.

O soro analisado foi processado em uma diluicdo crescente (1:2, 1:4, 1:8,
1:16, 1:32, 1:64, 1:128), consideradas através do monitoramento do titulo de
anticorpos neutralizantes. As reciprocas diluigdes capazes de inibir a replicacéao
viral coibem a producdo do efeito citopatico. Amostras de referéncia negativa e
positiva foram utilizadas como controles.

Foram analisados sete grupos, GO ao G6, sendo o primeiro como controle
negativo (PBS) e os demais com seis diferentes vacinas comerciais, G1 ao G3,
vacinas de laboratérios estrangeiros e G4 a G6, nacionais, respectivamente. A
resposta humoral dos animais foi avaliada por trés imunizagdes com intervalo de
14 dias a partir dia 0, ou seja, dias 14, 28 e 42. Houve a comparagao entre os
animais de cada grupo e entre 0s grupos.
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De acordo com a analise de variancia (ANOVA) seguido ao Dunett
houveram diferengas significativas p<0,001 do grupo GO em relagdo aos grupos
G4, G5 e G6 nos dias 14, 28 e 42, apos as trés imunizacdes e, p<0,05 ao
G2somente no dia 42. Os grupos G1 e G2 diferiram p<0,001 em relagdo aos
grupos G4, G5 e G6nos dias 14, 28 e 42. O grupo G3 diferiu p<0,001 com os
ultimos trés grupos em todos os intervalos analisados. Entre os grupos G4 e G5,
ndo houve nenhuma diferenga significativa em nenhuma imunizagéo,
diferentemente dos grupos G5 e G6, os quais demonstraram p<0,001 nos dias 14
e 28.

Sé&o constatadas na Figura 2, apds a primeira inoculagao vacinal (14 dias),
diferengas significativas p<0,001 somente nos grupos G4, G5 e G6 em relagao ao

controle ndo vacinado (GO).
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Figura 2. Titulo de anticorpos neutralizantes dos grupos vacinados em relagao ao
controle nao vacinado (G0) apdés a primeira imunizagao (dia 14); (*0<0,05;
***0<0,001).

Sao constatadas na Figura 3, apés a segunda inoculagdo vacinal (28
dias), diferencas significativas p<0,001 somente nos grupos G4, G5 e G6 em

relagéo ao controle ndo vacinado (GO0).
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Figura 3.Titulo de anticorpos neutralizantes dos grupos vacinados em relagao ao

controle nao vacinado (G0) na segunda imunizagao (dia 28); (*0<0,05; ***0<0,001).

Constatam-se na Figura 4, ap6s a terceira inoculagao vacinal (42 dias),

diferengas significativas p<0,001 nos grupos G4, G5 e G6 e p<0,05 nos grupos

G1 e G2 em relagao ao controle ndo vacinado (GO).
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Figura 4. Titulo de anticorpos neutralizantes dos grupos vacinados em relagao ao

controle nao vacinado (G0) na terceira imunizagao (dia 42); (*0<0,05; ***0<0,001).
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A Figurab5 apresenta a auséncia de anticorpos neutralizantes no GO, grupo
ndo imunizado com vacina (PBS) nos dias 0, 14, 28 e 42 e em todos os outros
grupos no dia 0, soro pré-imune. E ressaltada diferenga estatistica entre os
grupos G4 e G6 e G5 e G6 nos dias 14 e 28. Nao ha diferenga significativa entre
0s grupos G4, G5 e G6 no dia 42.

Bl g0 Ed ¢fr B 62 [ 32 EB 64 E 65 E G5
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Figura 5. Correlagao entre o titulo de anticorpos neutralizantes e o periodo entre
trés imunizagoes vacinais a partir do dia 0 com intervalos de 14 dias ( 0, 14, 28 e 42
dias); Teste ANOVA, seguido do teste Dunett(*0<0,05; ***0<0,001).
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5.2. Analises da proliferacao de linfécitos por marcagcao de CFSE

Foi estudada a resposta de células linfocitarias murinas ao estimulo de diferentes
vacinas comerciais e “in vitro” houve estimulacao celular pelo virus da cinomose
canina (CDV) no ensaio de linfoproliferagio com marcagdo de CFSE em
proliferagdo celular por citometria de fluxo. Para determinacido dataxa de
proliferacdo,foram analisados os parametros FSC/CFSE, e avaliadas as
percentagens de células nas regides correspondentes apenas as células viaveis.
As células n&o-viaveis foram marcadas 1 puL de lodeto de Propideo (Sigma) e
desconsideradas da analise.

Os resultados obtidos por citometria sdo dispostas sob a forma
representada nas Figuras 6, 7 e 8. Cada ponto diz respeito a uma célula, que é
distribuida em fungdo do seu tamanho (FSC) e fluorescéncia (CFSE). Apds a
selegao de uma populagao representativa de 5000 células viaveis em cada grupo,
procedeu-se a avaliacdo do estimulo do virus. O eixo horizontal diz respeito a
intensidade de fluorescéncia a marcagcao de CFSE e o vertical ao numero de
células viaveis. Como o objetivo foi avaliar a proliferagdo de linfocitos sob
estimulo de diferentes vacinas comerciais “in vivo” e “in vitro” estimulacao celular
pelo virus da cinomose canina (CDV), seria de se esperar um acréscimo de
células deslocadas a esquerda dos graficos Dot Plot, ressaltando uma possivel
multiplicagao destas em relagao ao estimulo viral.

Relativa a Figura 6, observa-se que o grupo GO, controle sem qualquer
estimulacdo vacinal (PBS), meio (controle negativo) e virus (controle positivo,
estimulo viral), ndo exerceu proliferacdo celular sendo representada pela
percentagem de 3,19 e 3,31% numa populagdo de células
viaveis,respectivamente. No grupo G1-meio e virus, representado pela vacina 01,
houve multiplicagao celular, 6,84 e 10,06% e no G2-meio e virus, vacina 02, foi

observada um estimulo (4,66 e 13,38%).
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Figura 6. Distribuicao das células em fun¢ao do seu tamanho (FCS) e intensidade
de fluorescéncia (CFSE), em que se definiu uma regidao contendo somente células
viaveis.

Na Figura 7, o grupo G3, vacina 03, apresenta-se ligeiramente reativo (7,0 e
9,06%, meio e virus, respectivamente. Nos grupos G4 e G5, vacinas 04 e 05,
houve significativas estimulagdes linfocitarias pelo virus em relagdo ao seu

controle expressas por 5,42 e 21,64 e 3,34 e 25,2%.
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Figura 7. Distribuicao das células em fung¢ao do seu tamanho (FCS) e intensidade
de fluorescéncia (CFSE), em que se definiu uma regidao contendo somente células
viaveis.

O grupo G6, vacina 06, ha proliferagcédo de linfécitos do controle viral ao
meio, de 6,95 e 19,2%, a qual € observada pelo aumento da multiplicagéo celular

em direcao ao lado esquerdo do grafico (Figura 8).
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Figura 8. Distribuicao das células em fungao do seu tamanho (FCS) e intensidade
de fluorescéncia (CFSE), em que se definiu uma regidao contendo somente células
viaveis.

E demonstrada na Figura 9 uma correlacdo entre o controle negativo (meio) e o
estimulo viral (CDV) dos grupos experimentais em relagdo a percentagem de
intensidade de fluorescéncia a marcagao pelo CFSE, a qual ressalta um maior
estimulo viral dos grupos G5, G4 e G6 em relagdo aos grupos G2, G1 e

GO(controle, PBS), respectivamente.
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Figura 9. Correlacao entre os grupos experimentais G0 ao G6 e a percentagem da
intensidade de fluorescéncia a marcag¢ao CFSE.
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6. DISCUSSAO

O maior titulo de anticorpos neutralizantes para o virus da cinomose canina foi
constatado nas vacinas 4, 5 e 6, dispostas respectivamente nos grupos G4, G5 e
G6 as quais foram capazes de coibir a replicacéo viral nas menores diluicbes em
comparagao aos demais grupos vacinados avaliados e o grupo ndo vacinado. Da
mesma forma, Fabiana et al., 2007 e Olson et al, 1977, descreveram diferencas
significativas entre os titulos médios de anticorpos neutralizantes nos grupos de
animais vacinados e nao vacinados.

Monti, 2004, ressaltou que 90% dos caes nao vacinados nao apresentaram titulos
de anticorpos neutralizantes contra o CDV, sugerindo ao ndo contato prévio ao
virus. Similaridade observada neste trabalho, ressaltada no dia 0 (pré-inoculagéo)
e no grupo GO, onde n&o houve exposi¢cdo dos animais ao antigeno.

O estudo foi realizado em modelos murinos, camundongos Balb/c,ndo
receptivos a infeccdo pelo CDV. Mesmo assim, houve enorme confiabilidade nos
resultados devido ao modelo agregar inumeras vantagens, como avaliar grande
quantidade de individuos, total controle da enfermidade no ambiente e nos
animais, exclusdo de qualquer contaminagdo cruzadaentre o0s grupos,
alevadasimilaridade genética, padronizacdo ambiental, facil manutencdo e
observacgao, ciclos vitais curtos, grande quantidade de informagbes basicas
disponivel e baixo custo.

Biazzono, et al, 2001, ressalta uma ascensao significativa do titulo pré-vacinal
para o pés-vacinal de filhotes caes para titulos protetores acima de >100. Titulos
menores a este valor apontam uma resposta de capacidade inferior, sendo o
animal susceptivel a infecgdo natural (Guimaraes et al., 2009).

De acordo com McCaw et al., 1998, caes que desenvolvem titulos de anticorpos
contra a cinomose maiores de >100 sdo imunogénicamente protegidos. Titulo
também estudado por Appel, 1969, o qual descreveu a sobrevivéncia de caes

susceptiveis apds a exposicdo com o virus selvagem.

37



Greene, 1990, ressalta que nenhuma vacina imuniza 100% de uma populagao,
devido as inumeras variantes biologicas, além de outros fatores. Ainda assim, é
questionavel a imunogenicidade vacinal de caes ja previamente vacinados, devido
aos baixos titulos de anticorpos encontrados em cédes com historico de vacinagao
conhecidos (RIKULA et al, 2000).

Grande parte das vacinas comerciais contra o virus da cinomose canina é
polivalente, ou seja, possui, além do CDV, outras cepas, o que, compromete o
desencadeamento de uma adequada resposta imunoldgica (DAVIES & PIDFORD,
1991). Schultz, 1995, sugere que vacinas com multiplos agentes devem ser
cautelosamente utilizadas, devido a estas, promoverem uma menor resposta no
titulo de anticorpos contra todos os antigenos. Além destas, interferirem entre
seus antigenos desencadeando uma competi¢cdo entre as células apresentadoras
de antigenos, a qual pode impedir que o hospedeiro responda normalmente a
cada um deles.

Biazzono et al., 2001, mensuraram os titulos de anticorpos pela soroneutralizacao
em filhotes de caesnegativos para anticorpos passivos anti-CDV, mantidos em
isolamento, vacinado com trés doses de vacina monovalente para cinomose.
Foramconstadostitulos elevados em todos estes caes, mesmo 30 dias apds a
administracao da primeira dose. Em outros animais, nas mesmas condi¢des, mas
com a presenga de anticorpos maternos, constataram-se titulos negativos apos a
vacinagao, que segundo Lima, 2013 e Greene, 1990, a vacinagcao na presenga de
anticorpos de origem materna é a causa mais comum de interferéncia vacinal em
filhotes.

Fabiana, et al., 2007 verificou a correlagao entre os titulos de anticorpos até
cinco doses da vacina contra o CDV no teste de soroneutralizagao, a qual nao se
constatou aumento significativo do titulo entre a 6° e a 5° dose. De acordo com
Olson et al., 1997, o titulo de anticorpos atinge um patamar de estabilidade,
assim, ressalta a necessidade de somente revacinar caes adultos para a

permanéncia constante estavel deste titulo.
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No presente estudo, mesmo havido uma boa resposta de anticorpos apds a
primeira imunizagdo em algumas vacinas, alguns animais somenteobtiveram a
capacidade de induzir o titulo esperado apds a terceira vacinacdo. Estes dados
foram fortalecidos com os estudos de Biazzono, et al, 2001 e Stoffel, 2000, os
quais observaram que muitos caes responderam acima do adequado ao antigeno
representado pelo virus vacinal.

Embora os animais deste trabalho ndo tenham sido acompanhados por

periodos prolongados, Lima, 2013, explica o declinio do titulo de anticorpos apds
12 meses e a Uultima imunizacdo pode se dapelas variacdes individuais nas
respostas ao imundgeno vacinal.
Biazzono, et al, 2001, consideraram a resposta ao virus vacinal da cinomose
canina lenta e progressiva, observadas com aumentos significativos nos titulos de
anticorpos somente apds a ultima administracdo do imunégeno. Corroborando
com os resultados deste estudo, em modelo murino, também houve, em alguns
grupos, gradativos aumentos nas concentragdes de anticorpos.

Welter et al., 2000 compararam duas vacinas contra o CDV em filhotes de

furbes sem a protecdo de anticorpos maternos apds 2 inoculacbes, 3 e 6
semanas e, como resultados constataram a auséncia de anticorpos neutralizantes
antes da primeira imunizagao e apos esta, foi identificada significativa elevagao na
titulacdo. Nao houve diferenca p<0,05 entre apdés as primeiras e segundas
imunizagdes. O que contrapbe o atual trabalho, no qual houve diferencas
significativas p<0,05 e p<0,001 entre as vacinas e apds cada imunizagao.
Welter et al., 2000, compararam a indugao de titulos de anticorpos neutralizantes
pela administragdo de vacinas por via intranasal e parenteral, o qual demonstrou
uma significativa diferenca entre as duas. Respectivamente, a primeira forma de
imunizagdo desencadeou uma progressiva estimulagdo de anticorpos
neutralizantes a cada imunizagao, corroborando com o atual estudo e na inducéo
parenteral ndao houve diferenca p<0,05 entre as primeiras e segundas
imunizagdes.

A citometria de fluxo € uma técnica quantitativa que estuda multiplas

propriedades fisicas e biolégicas de uma unica particula celular. Usada para
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confirmar diagnésticos e fornecer valiosas informagdes prognosticas (CARVALHO
et al., 2010).

Neste estudo, foi avaliada a estimulacdo de linfocitos em geral, de origem
esplénica murina, com estimulo de seis vacinas contra a cinomose canina € um
controle negativo (PBS) “in vivo” e por estimulo pelo virus da cinomose canina
(CDV) “in vitro” marcados no ensaio de linfoproliferacdo baseado em CFSE por
citometria de fluxo. Foram analisadas somente células linfocitarias viaveis sob os
parametros: tamanho e marcagéo (FSC/CFSE) em relagdo a melhor proliferagcao
destas. No estudo de Lemos et al., 2007, a citometria de fluxo foi o teste com
maior confiabilidade de elevadas sensibilidade e especificidade, na descriminagao
de caes naturalmente infectados de caes vacinados.

Agostinho, 2013, cita que a viabilidade de células do sangue periférico canino foi
afetada pelo CDV em animais e poderiam ter sido detectadas por maior
intensidade marcagédo de CFSE e sugere uma exposi¢cao precoce do antigeno
viral pode ser descritas para outros Morbillivirus.

Castilho et al., 2005, relataram a primeira analise filogenética de onze
amostras positivas de CDV derivadas do sistema nervoso central de cides no
Brasil, baseada na sequéncia parcial do gene N — altamente conservado em
estirpes do CDV envolvido diretamente na indugédo de anticorpos neutralizantes e
que desempenha um papel essencial na ligacdo do virus e entrada em células
hospedeiras, e ressaltaram significativa similaridade com as cepas CDV
Onderstepoort e Lederle, presente em grande parte de vacinas comerciais
disponiveis no mercado.

Panzera et al., 2012, mencionaram um nivel de divergéncia menor que
2,7% entre as linhagens de cepas de CDV sul-americanas e europeias € 4,3% em
relacao as demais. Tal semelhanga genética pode indicar uma possivel origem
comum dos virus ou uma homogeneizagdo genética continua devido ao
intercambio comercial entre essas regides. E, dentre as linhagens sul-americanas,
algumas podem ter sido transferidas para carnivoros selvagens por caes
domésticos ou vice-versa, e as diferengas observadas podem ser consequéncias

da adaptagcéo a um novo hospedeiro.
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Relatos do ressurgimento do CDV em populagbes de caes vacinados
resultam da atenuacao insuficiente do virus da vacina ou pelo surgimento de
novas cepas de campo com a capacidade de evadir a resposta imune gerada por
vacinas atuais. Panzera et al., 2012, contestam esta hipotese de uma reversao do
virus vacinal devido a caes vacinados, em seu estudo, terem sido afetados por
cepas de campo de CDV. Nao se sabe por completo a eficacia das vacinas
comerciais utilizadas, mas pressupbe-se que podem ser parcialmente
comprometidas pelas suas variagdes antigénicas e genéticas.

A diversidade genética dos isolados do CDV em todo o mundo tem
levantado preocupagdes sobre a possivel alteragdo do perfil antigénico de
variantes que poderiam comprometer a imunidade induzida por cepas vacinais
(IWATSUKIet al., 2000; MARTELLA et al, 2006, 2008.; UEMA et al., 2005).
Espinal et al., 2014, confirmaram infeccdo pelo CDV em animais vacinados e
somente a analise filogenética de um céo exclui qualquer possibilidade da doenga
ser causada por uma estirpe de vacina com viruléncia residual. A explicacido mais
plausivel para infeccdo pelo CDV em um filhote aos quatro meses de idade seria
a administracdo de apenas uma vacinag¢ao ou incapacidade de desenvolver uma
resposta imunitaria primaria ou inadequado protocolo vacinal.

Martella et al., 2011, mostraram que alguns isolados virais de campo a
partir de caes domésticos e carnivoros selvagens apresentaram identidade de
nucleotideos acima de 99% com a estirpe Rockborn. Espinal et al., 2014, a partir
de estudos de metagénese, sugerem a existéncia de uma nova linhagem de CDV
em circulagdo em populagdes de caes domésticos no oeste sul-americano, e que
esse virus do tipo selvagem é claramente distinta das estirpes vacinais e de
outras linhagens conhecidas.

Analises filogenéticas moleculares e evolutivas do CDV revelam que o
surgimento da infeccdo pelo CDV em novas espécies hospedeiras pode ser
associado a mutacdes que afetam o receptor de ligagdo da proteina H. Zhao et
al., 2014, vacinaram canideos selvagens em provincias do nordeste da China
com cepas vacinais CDV3 e Onderstepoort contra o CDV e em 16 animais

confirmados positivos com base no exame histopatolégico de lesdes, detecgao de
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antigeno de CDV e demonstragdo de CDV RNA por RT-PCR foi constatado a
similaridade genética com estirpes do CDV latino americanas.

Hashiguchi et al., 2007, ressaltam que alteracbes na N-glicosilagéo,
identificada na proteina H de algumas cepas do CDV, tem sido associadas ao
aumento da viruléncia em casos de CDV, além disso, esta proteina sugere o
mascaramento de epitopos antigénicos que podem impedir a ligacdo de
anticorpos neutralizantes contra a mesma e por conseguinte desencadear falhas
vacinais.

Zhao, et al., 2014, observaram semelhancas na disposicdo estrutural de
aminoacidos em isolados do CDV e ressaltaram um papel importante desta na
adaptacao das cepas virais em novos hospedeiros. O CDV é capaz de sofrer
mutacdes, pelo que relativamente poucas mudancas estruturais em posigdes
especificas de aminoacidos em antigenos de superficie podem potencialmente
resultar em mudangas significativas na especificidade viral. A caracterizagao
molecular antigénica de estirpes do CDV é essencial para a compreensao dos
mecanismos que estao envolvidos nas falhas e diferencas vacinais.

Budaszewski et al., 2014, constataram um percentual significativo de caes
sul-americanos vacinados contra CDV, mesmo assim, positivos assintomaticos
para esta enfermidade e ressaltam que a associagao do diagndstico clinico e
patolégico ndo foram acompanhados pela epidemiologia molecular da analise do
gene H. No Brasil, estudos epidemioldgicos sdo escassos, mas alguns dados
sugerem que o CDV é endémico em populagdes de caes urbanos explicado pelo
grande numero destes hospedeiros serem abandonados e alguns proprietarios se
encontrarem em situagées econdmicas precarias. Os mesmos autores acharam
significativos percentuais de caes positivos e assintomaticos, 0 que se estima a
grande susceptibilidade de animais subclinicos capazes de transmitir o virus,
agindo como reservatorios. (GREENE & APPEL, 2006).

Budaszewski et al., 2014, propds varias hipoteses para explicar as falhas
vacinais dos seus 12,2% dos caes positivos para CDV considerados vacinados
com base nos registros clinicos, tais como imunizagdo de hospedeiros
imunocomprometidos, protocolos incorretos de vacinagdo, armazenamento

inadequado destas vacinas, resposta imune deficiente e o surgimento de novas
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cepas divergentes antigenicamente capazes de escapar da protegdo imunologica
provocada pelas mesmas.

A partir dos resultados expostos neste estudo, pressupde-se que, apesar da
elevada similaridade de alguns genes responsaveis pela capacidade imunogénica
vacinal, vacinas comerciais desenvolvidas por laboratorios nacionais foram
imunogenicamente superiores (p>0,05) as vacinas originadas de laboratorios
estrangeiros,devido a estas, serem desafiadas com cepa nacional, ou seja, o
desempenho imunogénico de vacinas nacionais € superior as estrangeiras
quando desafiadas com cepas circulantes e adaptadas em territério nacional.
Resultado que ndo desmerece, em alguma hipétese, a resposta imunogénica de
vacinas estrangeiras em territorio estrangeiro. Além de vacinas originadas de
laboratérios estrangeiros sao de elevado valor, até o triplo do valor comercial em

relacdo as nacionais.

7. CONCLUSOES

1°.Foram identificados melhores titulos de anticorpos neutralizantes pela

técnica de soroneutralizagao em vacinas nacionais (vacinas 4, 5 e 6) (p<0,05).

2°.Foi identificada umataxa de proliferagcao elevada de CFSE em vacinas

nacionais 4, 5 e 6.

3°. Conclui-se que, vacinas originadas de laboratérios nacionais foram
imunogenicamente superiores as vacinas originadas de laboratorios estrangeiros

quando desafiadas com cepa nacional.
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ANEXOS

Anexo 1: Certificado de aprovacao dos principios éticos na experimentagao

animal da resolugao normativa editada pelo CEUA/MCTI.

CERTIFICADO

A Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que
o processo n° 73/2014, intitulado “Avaliacio em modelo murino da
resposta imune de vacinas comerciais contra o virus da Cinomose Canina
(CDV)”, coordenado pelo professor Abelardo Silva Janior do
Departamento de Veterinaria, estd de acordo com a Legislacfo vigente (Lei
N° 11.794, de 08 de outubro de 2008), as Resolugdes Normativas editadas
pelo CONCEA/MCTI, a DBCA (Diretriz Brasileira de Pratica para o
Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos) e as
Diretrizes da Pritica de Eutanasia preconizadas pelo CONCEA/MCTI,
portanto sendo aprovado por esta Comissdo em 04/12/2014, com validade
de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
number 73/2014, named “Evaluation in murine model of immune response
of commercial vaccines against Canine Distemper Virus (CDV)”, is in
agreement with the a ctual Brazilian legislation ( Lei N° 11.794, 2008),
Normative Resolutions edited by CONCEA/MCTI, the DBCA (Brazilian
Practice Guideline for the Care and Use of Animals for Scientific Purposes
and Teaching) and the Guidelines of Practice the Euthanasia recommended
by CONCEA/MCTI therefore being approved by the Committee on
December 04, 2014 valid for 12 months.
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