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RESUMO 
 
 

BARRETO, Michelle Gomes. Estudo Comparativo das técnicas de Imunofluorescência 
Direta, Imunofluorescência Indireta e Coloração de Sellers em amostra de tecido 
nervoso de cães e de animais silvestres para o diagnóstico da cinomose. Seropédica: 
UFRRJ, 2006. (Dissertação, Mestrado em Microbiologia e Imunologia Veterinária). 

 
 
 

Foi realizado um estudo comparativo do diagnóstico da cinomose pelas técnicas de 
Imunofluorescência Direta (IFD), Imunofluorescência Indireta (IFI) e Coloração de Sellers 
em amostras de tecido nervoso de cães e de animais silvestres que morreram com suspeita 
clínica da virose. Foram utilizados 118 amostras de Sistema nervoso central (SNC) de cães 
domésticos e de 3 animais silvestres , dois gambás e um mico, utilizando-se Corno de 
Ammon (CA), Cerebelo (CB) e Tronco Encefálico (TE). O TE foi à região de maior 
porcentagem de positivos, seguido do CA. A comparação entre a Coloração de Sellers, e a 
IFD, revelou uma maior sensibilidade nesta última. Na IFI, observamos que para a 
realização da técnica torna-se necessário à utilização de material fresco. Tendo em vista a 
utilização das 117 amostras em estado de autólise apresentaram resultados negativos e 
apenas 1 não autolisado, teve seu resultado  positivo nas 3 regiões cerebrais (CA, CB e TE). 
Não foi possível a comparação com a técnica de IFI, porque nesse trabalho, a técnica só foi 
possível em materiais conservados, com a vantagem de uma leitura mais fácil. Nesse 
trabalho foi detectado também cinomose em um gambá pela técnica de IFD.  
 
 
Palavras chave: cinomose, imunofluorescência, Coloração de Sellers 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
ABSTRACT 

 
BARRETO, Michelle Gomes. Comparative study of the techniques of Direct 
Immunofluorescence, Indirect Immunofluorescence and Stain Sellers in samples of 
nervous tissue of dogs and  wild animals for diagnostic of the canine distemper. 
Seropédica: UFRRJ, 2006. (Dissertation, Master em Microbiology and Imunology 
Veterinary). 
 
 
 
It was performed a study comparative in the diagnostic of the canine distemper through 
techniques of Direct Immunofluorescence (IFD), Indirect Immunofluorescence (IFI) and 
Stain Sellers in samples of nervous tissue of dogs and wild animals that died with suspicion 
clinical of the viruse. Were utilized 118 samples of central nervous system (SNC) of 
domestic dogs and 3 wild animals, 2 skunks and 1 monkey, utilizing Ammon´s horn (CA), 
cerebellum (CB) and brain stem (TE). The TE was the region of larger percentage of 
positive, following of CA. The comparation between Stain Sellers and IFD, this last 
demonstrated a large sensitive. The IFI observed what to the realization of the technique 
was necessary the utilization of fresh materials. The utilization of the 117 samples in 
conditions of autolysis presented negative result. However 1 sample not autolysate, it was 
result positive in the 3 brain regions (CA, CB, TE).  It was not possible the comparative 
with the technique of IFI, because in the work the technique alone was possible in materials 
conserved, with the advantage of a read more easy. In the work was detected also canine 
distemper in a skunk through technique of IFD. 
 
 
 
Key words: canine distemper, Immunofluorescence, Stain Sellers 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



1  INTRODUÇÃO 
 
 
       A cinomose é uma doença viral altamente contagiosa de grande importância em 
canídeos domésticos e silvestres, produzindo elevada morbidade e mortalidade 
(MURPHY et al., 1999). A morbidade da cinomose canina varia de 25 a 75%, e a 
letalidade varia de 50 a 90%, dependendo da cepa do vírus, sendo que somente a raiva 
apresenta letalidade mais elevada do que a cinomose (ETTINGER & FELDMAN, 
1997).  
       Dentre os agentes etiológicos que podem provocar um quadro semelhante 
nervoso, estão sendo considerados o vírus rábico, o adenovírus canino tipo 2, o vírus 
herpes canina e o vírus da doença de Aujeszky, sendo o vírus da cinomose canina 
(canine distemper vírus - CDV) o mais diagnosticado histologicamente no México 
depois do vírus rábico (RAMÍREZ, 1989). A doença, atualmente, é encontrada 
difundida por todo mundo (BAUMANN, 1999). 
       Na década de 90, a cinomose foi descrita em muitas espécies que não eram 
conhecidas como susceptíveis ao vírus (APPEL et al, 1991; BARRET et al., 1992), 
como por exemplo a hiena que não era considerada como hospedeiro natural do CDV 
(HASS et al., 1996). 
      A introdução de vacinas vivas modificadas em 1950 e o uso destas, em animais 
silvestres, reduziram a incidência do CDV em cães, porém devido ao grande número 
de espécies susceptíveis ao vírus da cinomose canina e de se tratar de um vírus 
contagioso, a erradicação em cães é praticamente impossível (APPEL, 1972). 
       Em recentes anos, um aumento no número de casos de cinomose em populações 
de cães tem sido informado em vários países, como na Dinamarca (BLIXENKRONE-
MOLLER et al., 1993), Estados Unidos (PATRONEK et al., 1995), Japão (KAI et al., 
1993; SHIN et al., 1995), Finlândia (EK-KOMMONEN et al., 1997) e Alemanha 
(HASS et al., 1997). 
       O diagnóstico da infecção pelo CDV é de difícil realização e geralmente é 
fundamentado nos sinais clínicos (APPEL & SUMMERS, 1999).  Em vários casos o 
diagnóstico clínico é incerto e alterações hematológicas, bioquímicas e mesmo exames 
realizados no líquor podem não ser conclusivo. Outro agravante é que 25 a 75% dos 
animais susceptíveis desenvolvem infecção subclínica e eliminam o vírus no ambiente, 
atuando como fontes de infecção (MORITIZ et al., 2000; SHELL, 1990).  
       A identificação do antígeno em impressões ou cortes histológicos de SNC corados 
por métodos de imunofluorescência é um procedimento que dá bons resultados 
durante os primeiros dias de sintomas e depois de nove semanas de duração da doença 
(FAIRCHILD et al., 1967; MOTOHASHI et al., 1969; SIMON-VALENCIA et al., 
1987). Dependendo da forma da cinomose e da duração da doença, o estômago, 
pulmão e bexiga urinária e, numa evolução prolongada do processo, preparações do 
encéfalo, apresentam a maior e mais constante concentração viral (BAUMANN, 
1999). 
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2 OBJETIVOS 
 
 
Os objetivos desse trabalho consistem: 
 

1. Padronizar a técnica de Imunofluorescência Direta (IFD) e Imunofluorescência 
Indireta (IFI) em tecido nervoso de cães, que morreram com suspeita clínica de 
cinomose; 

2. Comparar as técnicas de IFD, Coloração de Sellers e IFI em tecidos nervosos de cães e 
de animais silvestres, que morreram com suspeita clínica de cinomose.  

3. Avaliar a concentração viral em diferentes regiões cerebrais pela técnica de IFD de 
cães que morreram com suspeita clínica de cinomose; 

4. Detectar o CDV em animais silvestres pelas técnicas de IFD, Coloração de Sellers e 
IFI; 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 
3.1 Histórico 
 
       A cinomose apareceu inicialmente na Europa, na Espanha em 1761, introduzida 
pela Ásia. Da Espanha espalhou por todo continente Europeu (APPEL, 1972).  
        A cinomose foi reconhecida como uma doença infecciosa de cães domésticos 
desde meados do século XIX (APPEL, 1991). Edward Jenner foi o primeiro a 
descrever o curso e aspecto clínico da doença em 1809 (MURPHY et al., 1999).  
CARRÉ, em 1905 (apud., APPEL, 1972) demonstrou que a doença era de etiologia 
viral, inoculando a secreção nasal de cães infectados em cães novos.  Descreveu-a 
como infecciosa, acometendo cães jovens associados com gastroenterite, pneumonia, 
conjuntivite e encefalomielite. Alguns pesquisadores contestaram a etiologia viral da 
cinomose, atribuindo a doença a várias bactérias (FERRY, 1912; M´GOWAN, 1911). 
Em 1926, Laidlaw e Dunkin mostraram definitivamente que a cinomose era de 
etiologia viral (APPEL, 1972). 
       GOSS et al. em 1948 demonstraram, em esfregaços de conjuntiva e da língua 
corados pela hematoxilina e eosina, inclusões celulares, de aparência homogênea e de 
cor vermelho-brilhante, e variáveis no tamanho, na forma (redondas ou ovais) e com 
contorno irregular. Estas inclusões estão presentes no citoplasma e ocasionalmente no 
núcleo das células epiteliais. 
       O CDV foi isolado primeiramente em células de rim de cão em 1959. (GRIFFIN 
& BELLINI, 1996).  
 
3.2 Classificação e Morfologia 
 
       O vírus da cinomose está classificado na família Paramyxoviridae. A família 
Paramyxoviridae foi reclassificada em 1993 pelo Comitê Internacional de Taxonomia 
dos Vírus dentro de duas subfamílias: Pneumovirinae contendo o gênero Pneumovirus 
(vírus que infectam humanos, bovinos e perus) e a subfamília Paramyxovirinae 
contendo três gêneros, Parainfluenzavirus, que incluem: parainfluenza bovino tipo 3, 
parainfluenza humano tipo 1 e 3, parainfluenza murino tipo 1 e parainfluenza símio 
tipo 10; Rubulavirus  que incluem: paramyxovírus aviário tipos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9, 
parainfluenza humano tipo 2, 4a e 4b; e caxumba; e  Morbillivirus que incluem: o 
vírus da cinomose canina (CDV), vírus do sarampo, vírus da peste bovina, vírus da 
peste dos pequenos ruminantes e morbillívirus de mamíferos aquáticos (LAMB & 
KOLAKOFSKY, 1996; CARTER et al., 2004). Esses vírus estão antigenicamente 
relacionados e consistem apenas de um único sorotipo. (APPEL & SUMMERS, 1999, 
BROOKS et al., 1998; GOODHEART, 1969).  
       Apresenta simetria helicoidal, é geralmente esférico com tamanho que varia de 
150 a 300 nm de diâmetro, mas pode ser pleomórfico. O nucleocapsídeo viral está 
envolvido por um envelope lipoprotéico que contém espículas de 9 a 13 nm de 
comprimento, podendo ser visualizado por microscopia eletrônica (HIRSH & 
CHUNGZEE, 1999).   
       Essas espículas são constituídas de duas glicoproteínas transmembranas 
diferentes. As atividades destas glicoproteínas de superfície ajudam a distinguir os 
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gêneros da família Paramyxoviridae. A glicoproteína maior H pode exercer tanto 
atividade de hemaglutinina quanto à da neuramidase, mas, no caso do CDV, não 
possui hemaglutinina e neuraminidase. Essa glicoproteína é responsável pela adsorção 
da partícula viral ao receptor celular. A outra glicoproteína,(F) está envolvida na fusão 
e penetração do vírus à célula hospedeira. Três proteínas estão associadas ao RNA 
viral, a proteína N, a proteína F e a proteína L. A proteína M está localizada na face 
interna do envelope e interage com as 000proteínas H e F e com o nucleocapsídeo, 
exercendo um papel importante na maturação do vírion (BARRETT et al., 1985; 
BARRETT et al., 1987; CORRÊA & CORRÊA, 1992; GALINSKI, 1991; BELLINI, 
1995; DIALLO, 1990, MURPHY et al.,1999). 
       Os vírions podem conter actina como componente estrutural (LAMB & 
KOLAKOFSKY, 1996; TYRREL & NORRBY, 1978). Esses filamentos de actina 
estão envolvidos no brotamento da membrana plasmática. Presumidamente a actina 
pode interagir com o nucleocapsídeo e pode aumentar a estabilidade do vírion (BOHN 
et al., 1986). 
       

 
Figura 1 - Representação esquemática de um Morbillivirus (SANTOS et al., 2002) 
 
3.3 Genoma viral 
       Possui genoma constituído de RNA de filamento único, linear com polaridade 
negativa, com massa em torno de 4,5 x 106 (BELLINI et al., 1986; SANTOS et al, 
2002, VAINIONPAA et al., 1989). O genoma contém cerca de 15.690 nucleotídeos, 
com tamanho de 16-20 kb, organizado em seis unidades transcricionais (ORFs) ou 
genes que codificam oito proteínas [nucleoproteína (N), fosfoproteína (F), proteína 
rica em cisteína (V), proteína não estrutural (C), proteína matriz (M), proteína de fusão 
(F), hemaglutinina (H), e uma polimerase/transcriptase (L)]. Cada unidade 
transcricional codifica um único RNAm, com exceção de uma unidade que codifica 
três proteínas , essas proteínas são P/C/V (VAN REGENMORTEL et al., 2000). 
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Figura 2 – Representação esquemática do genoma do Mobillivirus (LAMB & 
KOLAKOFSKY, 1996) 
 
3.4 Replicação 
 
       A replicação do CDV ocorre no citoplasma. Os paramyxovírus fixam-se às células 
hospedeiras através da glicoproteína H. A proteína F vai mediar a fusão do envelope 
viral com a membrana plasmática, em pH fisiológico, sendo o nucleocapsídeo liberado 
no citoplasma. A proteína F constitui um fator essencial na infecção e na patogenia 
dos paramyxovírus. Essa proteína é altamente conservada entre os Morbillivírus e é 
sintetizada na forma de um precursor inativo, F0. Para adquirir atividade biológica, o 
precursor deve ser clivado por proteases da célula hospedeira, dando origem a F1 e F2 
(BROOKS et al., 1998; LAMB e KOLAKOFSKY, 1996; SANTOS et al., 2002; 
VAINIONPAA et al., 1989). 
       A produção de uma protease adequada capaz de clivar o precursor F0 constitui um 
importante determinante da permissividade da célula hospedeira in vitro e, 
provavelmente, na gama de hospedeiros e do tropismo tecidual in vivo.(BROOKS et 
al., 1998). 
       O RNA é transcrito pela polimerase viral em RNAm, que servirá tanto como 
molde da fita negativa do genoma para a replicação, como para a tradução dos genes 
em proteínas virais . As proteínas virais são traduzidas nos ribossomos livres, exceto 
as duas proteínas do envelope (H e F) que são sintetizadas no retículo endoplasmático 
rugoso e, posteriormente transportadas para o complexo de Golgi, onde sofrem uma 
etapa final do processamento. (LAMB e KOLAKOFSKY, 1996). 
       Os nucleocapsídeos são montados no citoplasma e migram para a superfície 
celular. Eles se ligam em locais na membrana onde estão inseridas as glicoproteínas 
virais H, F1, F 2  e liberados da célula pelo processo de brotamento, adquirindo um 
envoltório lipoprotéico, derivado da membrana da célula hospedeira. A proteína M é 
essencial à formação das partículas, servindo como ligação entre o envoltório viral e o 
nucleocapsídeo. A proteína F ativada promove a fusão da célula infectada com a 
membrana de células adjacentes resultando na formação de sincícios, possibilitando a 
disseminação do vírus entre células (LAMB & KOLAKOFSKY, 1996; SANTOS et 
al, 2002, VAN REGENMORTEL et al., 2000). 
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Figura 3 - Representação do ciclo replicativo dos paramyxovírus (TORTORA et al., 
2003) 
 
3.5 Resistência aos Agentes Físicos e Químicos 
 
       O CDV é sensível a fatores ambientais, como temperaturas e pH, e a diversos 
desinfetantes, como o éter e os solventes lipídicos. É inativado por luz natural, luz 
ultravioleta. Portanto, em climas quentes, não sobrevive nos canis após os cães terem 
sido retirados. É inativado também ao aquecimento a 55 oC por 1 hora, e a 60 oC por 
30 minutos (GORHAM, 1966). O vírus pode sobreviver em tecidos por 48 horas a 25 

oC  e por 14 dias a 5 oC. A estabilidade ótima está em torno de pH 7,0. A infectividade 
viral é perdida em pH acima de 10,4 ou abaixo de 4,4. (HIRSH & CHUNGZEE, 
1999). 
       Persiste por várias semanas entre 0 oC - 4 oC  e a -76  oC ou liofilizado por sete 
anos ou mais. É inativado com formol a 0,5% em quatro horas; com fenol a 0,75% em 
10 minutos a 4 oC  e com desinfetantes constituídos por amônia quartenária a 0,3% em 
10 minutos (CORRÊA & CORRÊA, 1992).  
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       Deve-se ter em mente que a maioria dos estudos sobre inativação viral são 
conduzidos em condições laboratoriais. Vírus instáveis, como o CDV, podem persistir 
por longo tempo em ambientes gelados e escuros ou no soro e restos tissulares 
(HIRSH & CHUNGZEE 1999) 
 
3.6 Epidemiologia 
 
        O cão constitui o reservatório mais importante do CDV. A importância 
epidemiológica das espécies selvagens, todavia, necessita ser investigadas com mais 
detalhes (BAUMANN, 1999). 
  O CDV é enzoótico, na maior parte do mundo, exceto em regiões quentes e 
áridas (APPEL, 1987). Surtos da doença em cães continua ocorrendo no mundo todo, 
em países desenvolvidos e em países em desenvolvimento, tanto em cães vacinados 
como em não vacinados. A epizootia, em cães ocorre em áreas isoladas onde não há a 
circulação viral por muitos anos e onde há uma população de cães altamente 
susceptíveis (LEISEWITZ et al., 2001). 

A infecção pelo CDV ocorre em animais de todas as faixas etárias, os filhotes, 
com idade inferior a três meses, parecem ser os mais susceptíveis, pois coincide com a 
época em que diminui a taxa de anticorpos maternos passivamente transmitidos 
(RUDE, 1987; SHELL, 1990). Animais que não possuam anticorpos maternos podem 
contrair a enfermidade bem cedo e, devido ao pouco desenvolvimento do seu sistema 
imunológico, são acometidos de uma maneira bastante grave. Há casos de animais 
com mais de 7 anos que adquirem a cinomose, ou por alteração da imunidade ou 
porque nunca tiveram contato com o vírus (CORRÊA & CORRÊA, 1992). 
       Os animais infectados e doentes eliminam o agente produtor pelas secreções 
nasais e lacrimais, assim como pela saliva e urina. Nas fezes nem sempre se consegue 
evidenciar o vírus. A urina do cão mantém a capacidade infectante por 55 dias 
(BAUMANN, 1999). 
       Na década de 90, a cinomose canina reapareceu na Finlândia após 16 anos de 
ausência de relato da doença no país. Entre 1994 e 1995 ocorreu um surto de cinomose 
canina nesse mesmo País, em áreas com grande densidade populacional de cães, 
envolvendo, inclusive, cães vacinados. O número estimado de casos foi 
aproximadamente de 5.000 cães, sendo que 865 casos foram confirmados por 
imunofluorescência indireta de células epiteliais de 3.649 amostras. Dos casos 
confirmados, 73% eram de cães entre três meses a dois anos de idade e 41% destes 
cães tinham histórico de vacinação completa (EK-KOMMONEN et al., 1997). 
       Na Suécia a freqüência das infecções causadas pelo parvovírus canino, pelo vírus 
da cinomose canina e pelo vírus da hepatite infecciosa canina, é monitorada pelo 
Ministério da Agricultura daquele país, para o qual todas as infecções primárias devem 
ser notificadas (OLSON et al., 1988). 
       Além da família Canidae (cão doméstico, cão selvagem, lobo, raposa, coiote e 
chacal) outras famílias de carnívoros terrestres são susceptíveis à infecção pelo vírus 
da cinomose: Felidae (leão, tigre), Hyaenidae (hiena), Procyonidae (jupará, guaxinim, 
quati), Mustelidae (doninha, furão, texugo, gambá e marta), Viverridae (lêmure), 
Ursidae (urso, panda) e carnívoros aquáticos: Phocidae (foca) (ANDERSON, 1995; 
APPEL & SUMMERS, 1999; DEEM et al. 2000; MOLL et al., 1995; DITERS & 
NIELSEN, 1978; WOOD et al., 1995; WOOLF et al., 1986). 
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     O CDV tem sido estabelecido como um vírus que provoca doença em ambiente 
aquático, em ambos habitats marinhos e de água doce. Todos pinípedes (focas, leões-
marinhos, lobos-marinhos e morsas) podem ser um risco sério para infecção com CDV 
(BARRETT, 1999). 
    Em 1987, o CDV matou milhares de focas siberianas (Phoca sibirica) no lago 
Baikal, Rússia (GRACHEV et al., 1989). Durante as expedições do início do século 
passado para a conquista do pólo sul, acreditava-se que os cães utilizados para o 
transporte de trenós tenham transmitido o vírus da cinomose canina às focas habitantes 
da costa da Antártida, levando a ocorrência de extensa mortalidade nestes 
animais.(BARRETT et al., 1992; HARVELL, et al, 1999). Focas do Ártico também 
poderiam ter sido infectadas com CDV por várias centenas ou milhares de anos atrás, 
através do contato com carnívoros terrestres como lobo, raposa, cão e urso 
polar.(BARRET, 1999).   
       Foi estimado que mais de 10.000 focas (Phoca caspian) morreram durante abril e 
maio de 2000 ao longo da costa Kazakhstan, evidenciado o CDV como causa primária 
dessas mortes (KENNEDY et al, 2000). 
       O cachorro do mato africano (Lycaon pictus ), em 1991, foi extinto da  região do 
Chobe National Park, Botswana, com o possível envolvimento do CDV disseminado 
por cães domésticos pertencentes  a moradores do entorno dessa região  
(ALEXANDER et al, 1996). Carnívoros selvagens podem ser um uma fonte potencial 
de infecção do CDV para cães e vice-versa (MOLL et al., 1995) 
       Uma infecção pelo CDV ocorreu em leopardos (Panthera pardus), leões (Panthera 
leo), tigres (Panthera tigris), e no jaguar (Panthera onca) em 1991 e 1992 no Wildlife 
Waystation, São Fernando, Califórnia, com 17 mortes (APPEL et al., 1994). 
       Em 1994, no Parque Nacional Serengeti, Tanzânia, 30 leões morreram de CDV, 
como uma possível fonte de infecção também o cão doméstico das comunidades locais 
(MELODY, 1996). No Japão, a provável fonte de infecção dos leões com cinomose do 
zoológico foi atribuída ao cão (ENDO et al., 2004) 
      KATHY QUIGLEY (2005) relatou o primeiro caso de cinomose no tigre Siberiano 
na Rússia,  suspeitando que o tigre contraiu a doença de cães domésticos infectados.  
     Para ANDERSON (1995), no entanto, a cinomose continua sendo importante e põe 
em perigo a vida das espécies silvestres mantidos livres e em cativeiro, mas a 
ocorrência nesses animais tem pouca ou nenhuma significância para seu controle em 
animais domésticos. 
        REGO et al.(1997) informou o aparecimento da cinomose em espécies silvestres 
nativas do território brasileiro das seguintes espécies: lobo (Crisocyon brachyurus), 
raposa (Cerdocyon thous) e cachorro do mato (Galictis vittata). 
       A análise do International Studbook for the Maned Wolf revelou as principais 
causas da morte de lobos guarás em cativeiro no período de 1980-97, sendo a 
cinomose canina e a parvovirose canina responsáveis por 4% de mortes de lobos-guará 
(MAIA et al.,  1999).    
       Em 2000, o CDV matou 49 dos 52 cães selvagens mantidos em cativeiro na 
Tanzânia (MARCO et al 2002). Isso demonstra que as epidemias de CDV podem ser 
catastróficas.  
       Infecções clínicas aparentes ocorrem também no macaco japonês (Macaca 
fuscata) (YOSHIKAWA et al. 1989). 
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       A cinomose tem sido implicada na doença e mortalidade em pandas gigantes 
(Ailupoda melanoleuca) (QIU & MAINKA, 1993). Em uma prova sorológica para 
CDV, feita na Reserva de Wolong na China, em 8 pandas, dois deles apresentavam 
anticorpos CDV. (MAINKA et al., 1994). 
        MARSÍLIO et al., (1997), relatou o primeiro caso de cinomose no urso marrom 
(Ursus arctos marsicanus) no Parque Nacional de Abruzzo, na Itália. 
       Gatos domésticos são conhecidos por serem susceptíveis ao CDV sem 
desenvolvimento da doença clínica (APPEL et al., 1974, HARDER et al., 1996). 
Suínos infectados com o vírus podem desenvolver broncopneumonia (BAUMANN, 
1999). Os hamsters e camundongos podem ser infectados experimentalmente, com o 
vírus (CORRÊA & CORRÊA, 1992). O CDV pode infectar o porco selvagem (APPEL 
et al., 1991).  
 
3.7 Patogenia 
 
       A infecção ocorre via inalação dentro do trato respiratório, como também por 
ingestão. Seguindo uma infecção inicial no epitélio respiratório e macrófagos 
alveolares, o vírus é transferido dentro de 2 dias para células mononucleares dos 
linfonodos bronquiais e tonsilas. Durante a primeira semana de exposição, antes do 
início dos sinais clínicos, o vírus passa através da corrente sanguínea para a medula 
óssea, baço, timo, linfonodos cervicais e mesentéricos e na lâmina própria do 
estômago e intestino (MURPHY et al., 1999). 
 
        Por cerca de 10 dias pós-infecção, o vírus se estende em locais de replicação 
primária para tecidos epiteliais e sistema nervoso central (SNC). Para SUMMERS et 
al., (1979) o exato mecanismo de entrada do vírus da cinomose canina (CDV) dentro 
do sistema nervoso central (SNC) não está bem esclarecido. O CDV pode ser 
facilmente achado nas células do plexo coróide e epêndima, sugerindo a entrada do 
vírus dentro do tecido cerebral através do líquido cerebroespinhal (CSF), 
presumivelmente por células imune infectadas. No CSF, o vírus pode ser detectado em 
células mononucleares (HIGGINS et al., 1982).  
 
       A distribuição do vírus, após 8 a 9 dias, é dependente da resposta imune do 
hospedeiro. Se a resposta imune for rápida e efetiva ocorre a recuperação completa e a 
eliminação do vírus (em torno de 14 dias) com ausência ou sinais clínicos suaves. Se a 
resposta imune falhar o resultado é a disseminação rápida do vírus para todos os 
tecidos epiteliais e o SNC, resultando no aparecimento de sinais clínicos 
multissistêmicos (GREENE & APPEL, 1990). 
       Os sintomas decorrentes dessa generalização do processo podem, eventualmente, 
desaparecer à medida que o nível de anticorpos aumenta, com a subseqüente 
eliminação do vírus da maioria dos tecidos. A severidade da doença apresentada pelos 
animais susceptíveis é, quase sempre, inversamente proporcional à resposta imune. 
(HAGIWARA, 1985). 
      Cães infectados eliminam vírus nas secreções nasal e ocular durante o curso da 
doença. O vírus está presente na urina de cães experimentalmente infectados 6 a 22 
dias após exposição ao CDV. Fezes de cães infectados também contem vírus. A 
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doença é transmitida por aerossol, por gotículas infectantes provenientes de secreções 
corporais de animais infectados ou por contato direto (HIRSH & CHUNGZEE, 1997).  
 
3.8 Sintomas Clínicos 
 
        Os sintomas clínicos observados na infecção pelo CDV variam dependendo da 
virulência da cepa viral, condições ambientais, idade e estado imune do hospedeiro 
(GREENE & APPEL, 1990). 
       O período de incubação de 3 a 7 dias termina com uma elevação bifásica da 
temperatura. Ao primeiro pico de febre de 39,5 – 41,0 Co, que dura 8 - 48 horas e põe 
em evidência o estado virêmico, segue um intervalo sem febre de 1 a 2 dias e uma 
segunda elevação da temperatura, cuja intensidade depende da gravidade  das 
alterações orgânicas (BAUMANN, 1999).  
       A doença pode apresentar nas formas: superaguda, aguda e crônica. A forma 
superaguda da cinomose, leva a morte em 2 a 3 dias com febre elevada é rara, sendo 
mais freqüente a forma de evolução aguda.   Na fase seguinte da doença, que 
corresponde com o segundo pico febril, é desenvolvido o quadro correspondente a 
cinomose catarral, exantemático ou nervoso, dependendo da difusão e virulência do 
vírus. Nesse estágio há ocorrência de uma severa leucopenia (BAUMANN, 1999, 
MURPHY et al., 1999). 
       De acordo com CORRÊA (1966); CARTER et al., (2005); SCHLINGMAN, 
(1993), GEBARA et al., (2004); TIPOLD, (1995); SUMMERS (1984); OZKUL et al. 
(2004); PELLEGRINO et al.,(2003), ao complexo dos sintomas oculares, 
respiratórios, digestivos, exantemáticos e nervosos pertencem: 

 
Sintomas Oculares: 

Conjuntivite, de início seroso, depois mucoso e após purulento; 
Alopecia periorbital, devido ao exudato irritante; 

    
Sintomas Respiratórios: 

Espirros, sendo que a descarga nasal se acumula ao redor das narinas, como 
crostas secas; 

Laringite e Bronquite; prosseguindo o processo respiratório, aparecerá 
traqueíte, bronquiolite, evoluindo para uma broncopneumonia; 
 
Sintomas Gastrointetinais: 
 Vômitos 
 Diarréias 
 
Sintomas Cutâneos: 
 Exantema vesiculopustuloso, localizado predominantemente na parte posterior 
do abdome e face interna das coxas, assim como no conduto auditivo externo; 

Hiperqueratose do coxim plantar, pele e nariz; 
          
Sintomas Nervosos: 

Sintomatologia cerebral: perturbações psíquicas, sensitivas, motoras e 
convulsões; 
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Sintomatologia bulbar: salivação abundante, paralisia lábio-glosso-laríngea; 
Sintomatologia medular: mioclonias nos membros anteriores e/ou posteriores, 

paraplegias e tetraplegias; 
Sintomatologia cerebelar: incoordenação motriz, com quedas freqüentes. 

        
A forma nervosa pode apresentar-se no final da fase aguda da cinomose ou no 

instante em que o animal parecia estar curado, apesar de que também pode predominar 
desde o princípio em alguns surtos epidêmicos na evolução da doença (BAUMANN, 
1999). 
        Para TIPOLD et al. (1992), os sintomas nervosos da cinomose podem ocorrer 
meses ou anos após uma infecção sistêmica. Segundo WHEELER (1995), é a doença 
infecciosa do sistema nervoso mais comum no cão. 
       O sinal mais comum na fase nervosa da cinomose é o aparecimento de 
mioclonias, que são constatadas mais comumente nos músculos faciais, mastigatórios 
e apendiculares (BRAUND, 1994) e foram consideradas patognomônicas da cinomose 
(JONES et al., 2000). 
       Evidentemente a localização dessas mioclonias está ligada às áreas lesadas do 
cérebro e medula, com conseqüente irritação ao estímulo neuronal, ou depressão de 
áreas bloqueadas dos núcleos da base, deixando assim livres os estímulos irritativo-
inflamatórios corticais que dão origem as mioclonias (CORRÊA & CORRÊA,  1992). 
       Há casos em que os animais, devido a meningoencefalite, estão agressivos, 
simulando raiva, e devido a mioclonia dos músculos mastigatórios, apresentaram 
sialorréia. Isto ocorre devido a polioencefalomalácia dos lobos temporais. Esta forma 
específica de encefalite causada pelo CDV afeta principalmente o córtex piriforme, o 
hipocampo e as estruturas profundas dos lobos temporais (LISIAK & VANDELVE, 
1979; BRAUND, 1981; BRAUND, 1994; HIGGINS, 1982; VANDEVELDE et al., 
1980). 
       Um dos sintomas menos freqüente da cinomose é a hipoplasia do esmalte dentário 
em cães jovens que adquiriram a infecção antes da erupção da dentição permanente; A 
lesão, uma vez instalada, persiste por toda a vida do animal (HAGIWARA, 1985). 
 
3.9 Encefalite por cinomose 
 
       As propriedades imunossupressoras e neurotrópicas da cepa infectante e a 
resposta imune adequada por parte do hospedeiro são os fatores que interferem na 
disseminação do vírus para o SNC, no tipo de lesão produzido e na evolução do 
processo (HAGIWARA, 1985). 
       São descritas três formas de encefalite: uma que afeta cães novos, de caráter 
severo e agudo, na qual os sinais sistêmicos ocorrem ao mesmo tempo em que os 
neurológicos; outra que atinge cães adultos, do tipo crônica, na qual os distúrbios 
neurológicos podem aparecer desacompanhados de transtornos sistêmicos por 
apresentarem aumento no título de anticorpos contra o CDV (BRAUND, 1994). O 
outro tipo de encefalite crônica é a encefalite do cão idoso, que é de freqüência rara 
(ETTINGER& FELDMAN, 1997). 
 
3.9.1 Encefalite dos cães jovens 
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       É acompanhada de sintomas sistêmicos. Os sinais neurológicos são muito 
variáveis e usualmente sugerem uma distribuição multifocal das lesões. Os sinais 
corticais e subcorticais incluem os espasmos semelhantes aos da epilepsia, e muita das 
vezes há mudança da personalidade, tais como depressão e desorientação. 
       Sinais de localização do tronco cerebral incluem incoordernação, hipermetria, 
quedas, cabeça inclinada, nistagmo. Ocasionalmente há monoplegia ou paraplegia. O 
sinal característico desta encefalite é a mioclonia ou espasmos flexores. Usualmente 
estas mioclonias persistem durante o sono (CORRÊA & CORRÊA, 1992). 
        As alterações histopatológicas observadas, determinadas por esta encefalite, 
incluem lesão desmielinizante multifocal aguda, grave, com necrose da substância 
branca e corpúsculos de inclusão em astrócitos (GEBARA, 2004a; JONES et al., 
2000). 
 
3.9.2 Encefalite multifocal dos cães adultos 
 
       Aparecem freqüentemente entre os quatro e seis anos, e esta encefalite tem curso 
crônico. Esta enfermidade não é precedida nem coincide com sinais sistêmicos que são 
vistos em cães novos.  
       Os sinais neurológicos incluem fraqueza dos membros pélvicos, incoordenação 
motora generalizada, quedas ocasionais, tremores na cabeça e mioclonia, que podem 
ou não estar presentes (CORRÊA & CORRÊA, 1992). 
       O tipo de lesão que esta encefalite causa nos cães é a encefalite desmielinizante 
multifocal crônica, grave, associada a corpúsculos intracitoplasmáticos e 
intranucleares eosinofílicos.  
       Os cães que desenvolvem esse tipo de lesão apresentam aumento no título de 
anticorpos contra o CDV (GEBARA, 2004a; RUDE, 1987; SHELL, 1990). 
 
3.9.3 Encefalite dos cães velhos 
 
       A encefalite do cão velho é um distúrbio progressivo, detectado geralmente em 
cães com mais de 6 anos de idade (ETTINGER & FELDMAN, 1997), porém já foi 
encontrado em animais com menos de 6 anos de idade (BRAUND, 1994). 
       É subaguda ou crônica, não há sintomas sistêmicos. O mais comum sinal 
neurológico é a diminuição visual. É uma enfermidade progressiva e acompanhada 
pelo desenvolvimento de depressão mental, andar compulsivo em círculos, mudança 
de personalidade e falho em reconhecer pessoas, objetos e outros animais. Sinais de 
envolvimento do tronco cerebral são raros (CORRÊA & CORRÊA, 1992). 
       Semelhanças clínicas, patológicas e imunológica entre encefalite do cão velho e a 
panencefalite esclerosante subaguda do homem (SSPE) tem sido investigada por 
alguns pesquisadores (LINCOLN et al., 1973; VANDEVELDE et al., 1980). A SSPE 
é causada pela persistência do vírus do sarampo no sistema nervoso central, 
determinando uma encefalopatia progressiva, com mudança de personalidade, 
deterioração mental, movimentos involuntários, rigidez muscular e morte. 
Normalmente começa 4 a 17 anos após o paciente ter sido recuperado do sarampo 
(BELLINI, 1995). 
       Na encefalite do cão velho, há desmielinização, gliose e fibrosamento, e pode 
haver sinais de atividade recente, com infiltração mononuclear perivascular (CORRÊA 
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& CORRÊA, 1992). 
 
3.10 Diagnóstico 
 
       De acordo com os clínicos veterinários, o diagnóstico da CDV na forma aguda ou 
subaguda tem sido feito usualmente baseado em sinais clínicos e históricos de cães 
não vacinados. Entretanto existe a dificuldade para diferenciar CDV de outras 
doenças, e o diagnóstico fica apenas presumível.  

Segundo BELLINNI (1995) a confirmação laboratorial da cinomose é realizada 
através do diagnóstico virológico, sorológico, histopatológico e molecular. 
 
3.10.1. Diagnóstico virológico 
 
       O diagnóstico virológico é realizado pela pesquisa de partículas virais viáveis 
através do isolamento do vírus da cinomose. 
 
3.10.1.1. Isolamento do vírus da cinomose 
 
       O isolamento é realizado pela inoculação de sangue e fragmentos de tecido tais 
como: pulmão, bexiga, estômago e cérebro; em ovos embrionados, cultivo celular e 
em animais de laboratório (CARTER et al., 2005). 
 
I. Ovos embrionados 
 
       Vários vírus podem ser propagados na membrana córioalantóide de ovos 
embrionados de galinha (FONSECA, 1994). Em 1948, o CDV foi mantido pela 
primeira vez em passagens em série em ovos. A cepa desenvolvida foi designada 
“Onderstepoort”. A virulência foi baixa para furões após a 25 passagens. Em 1949, 
outra cepa foi desenvolvida e adaptada em ovos, foi chamada “Lerderle”, tendo a 
virulência baixa entre 24 e 28 passagens (APPEL, 1972). Estas cepas têm sido usadas 
amplamente para vacinação da cinomose em animais susceptíveis (WINTER, 2004). 
      As cepas Onderstepoort e Lerderle, produziram na membrana córioalantóide, 
hiperplasia no epitélio um dia após inoculação, edema e proliferação de células 
mesenquimais que eram observadas 2 dias pós inoculação. Algumas células epiteliais 
mostraram picnose e cariorrexe. Após 5 dias, a reação inflamatória era mais evidente, 
com infiltração leucocitária (APPEL, 1972). 
 
II. Cultivo celular 
 
       O diagnóstico pode ser feito isolando o CDV em cultura de tecido. Entretanto, o 
isolamento do vírus leva muitos dias ou semanas e, freqüentemente, não se obtém 
sucesso se o cão afetado não estiver no estágio agudo da infecção (APPEL, 1973; 
APPEL, 1987).  
       Uma vez adaptado a cultura de tecido, o vírus pode ser propagado em vários tipos 
celulares de diferentes espécies. O CDV pode ser adaptado em células de cão, furão, 
ave, bovino e humano. Cultura de células primárias tem sido empregada para 
adaptação. Células de rim de cão, fibroblasto de embrião de galinha e rim de macaco 
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verde são comumente usadas para trabalhos experimentais e produção de vacinas 
(APPEL, 1972; LEDNICKY et al., 2004). 
       O CDV pode ser cultivado em culturas primária e contínua. O isolamento do CDV 
virulento tem-se mostrado difícil em cultura de células de rotina. O sucesso maior da 
replicação viral ocorre durante a cultivação direta do tecido alvo, como linfócitos e 
macrófagos do hospedeiro infectado. Culturas de macrófagos alveolares detectam o 
vírus em 24 a 48 horas.(GREENE & APPEL, 1990). 
       Recentemente, linfócitos B de sagüi (B95a) mostraram ser altamente susceptível 
para o isolamento do CDV (KAI et al., 1993). 
 
II.A. Efeito citopático 
 
     O CDV quando replicado em culturas de células VERO e outras linhagens 
permissivas, geralmente resulta em mudanças citopáticas, como a formação de células 
estreladas e pela formação de sincícios, que é a fusão de célula-célula resultando em 
células gigantes, algumas com 50 ou mais núcleos rodeados por uma única membrana 
citoplasmática durante o curso da infecção (MURPHY et al., 1999; BELLINI, 1995; 
KRAKOWKA et al., 1985). 
       Também o CDV induz a formação de sincício in vivo (MORO et al., 2002). 

 
                                       Figura 4- Formação de sincício 
       

A apoptose, que é um mecanismo de morte celular programado, é visto na infecção 
pelo CDV in vivo (KUMAGAI et al., 2003; MORO et al., 2002; MORO et al., 2003) e 
in vitro (GUO & LU, 2000). O tempo e a intensidade para a ocorrência do efeito 
citopático, varia grandemente entre cepas, diferentes tipos celulares, diferentes meios e 
condições de incubação. Células jovens são sempre mais susceptíveis e produzem 
efeito citopático mais evidente do que células envelhecidas (APPEL, 1972). 
       As culturas podem ser examinadas pela técnica de anticorpo fluorescente, quando 
o efeito citopático não for observado dentro de 48 a 72 horas pós-infecção (GREENE 
& APPEL, 1990), e pela inibição da hemadsorção (APPEL, 1972).  

De acordo com MURPHY et al., (1999), podem ser necessárias várias passagens 
para mudanças citopáticas serem observadas. 
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III. Em animais de laboratório 
 
       O vírus pode ser adaptado a furões, camundongos suíços jovens e hamsters 
desmamados (HIRSH & CHUNGZEE, 1999).  
A via de inoculação nesses animais pode ser a intranasal, parenteral e intracerebral.   

Furões quando inoculados pela via intranasal desenvolvem febre, conjuntivite, 
apatia e morte (APPEL, 1972).  

A identificação do agente produtor utilizando o furão é extraordinariamente 
segura, mas, certamente, requer bastante tempo por ter que transcorrer um período de 
incubação de 8 a 12 dias, além disso, é bastante onerosa. Por estas razões, a prova foi 
substituída, praticamente, pela técnica das culturas celulares (BAUMANN, 1999). 
      Camundongos e hamsters quando infectados experimentalmente pela via 
intracerebral desenvolvem sintomas neurológicos e alguns culminam com a morte 
(APPEL, 1972). 
 
3.10.2. Diagnóstico sorológico 
 
       Vários testes sorológicos são empregados no diagnóstico da cinomose. 

Os mais utilizados são a imunofluorescência (IF), a reação Imunoenzimática 
(ELISA) e a  fixação do complemento (FC’). 
 
3.10.2.1. Imunofluorescência  
 

A técnica da IF tem adicionado uma nova dimensão no diagnóstico específico do 
CDV.  

A imunofluorescência é, geralmente, feita em impressões do epitélio respiratório, 
conjuntiva, tonsila, sedimento da urina, medula óssea, estômago, pulmão e encéfalo 
(GREENE & APPEL, 1990; BAUMANN, 1999; KRISTENSEN & VANDEVELDE, 
1978). 
      Existem 2 tipos básicos de imunofluorescência: Direta (IFD) e  Indireta (IFI).  

No procedimento direto, o anticorpo anti-cinomose é marcado com o corante 
isotiocianato de fluoresceína. Já no procedimento indireto, o teste é realizado em duas 
etapas, na primeira etapa, anticorpos anti-cinomose não marcados são adicionados, 
numa segunda etapa, um anticorpo antiimunoglobulina conjugado com fluoresceína é 
adicionado (SANTOS et al., 2002). 
       A técnica de imunofluorescência direta aplicada ao diagnóstico do CDV é 
utilizada desde 1956 (MOUTOM, 1956 apud QUEIRÓZ DA SILVA et al., 1999) 
sendo um dos métodos mais sensíveis e específicos na detecção dos antígenos virais 
(FERNANDES et al., 2004; ORTEGA-RODRIGUES et al., 1989). 
       No Brasil, sua utilização para o diagnóstico da cinomose foi feito, primeiramente, 
por KOTAIT et al., (1990), e, mais tarde, por QUEIROZ DA SILVA et al., (1999). 
      A técnica de imunofluorescência, quando utilizada em esfregaços do epitélio 
conjuntival, apresenta um alto grau de sensibilidade, mas é, em geral, somente 
detectada no início da infecção, antes do desenvolvimento dos sinais neurológicos 
(COFFIN & LIU, 1957; MOTOHASHI, et al., 1969).  
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3.10.2.2. ELISA 
 

 O diagnóstico sorológico pode ser realizado pela mensuração da IgG e IgM anti-
CDV, utilizando ensaio imunoenzimático (BLIXENKRONE-MOLLER, 1991; 
GEMMA et al., 1995; NOON, 1988), mas constitui um problema em cães vacinados 
(GUY, 1986; SOMA et al., 2003). Os anticorpos da classe IgM podem ser detectados 
no sangue, na fase aguda da doença, indicando infecção recente pelo CDV. Os 
anticorpos específicos da classe IgG começam aparecer logo depois da fase aguda da 
doença, desde os primeiros dias e, geralmente, continuam sendo detectados muitos 
anos após infecção (APPEL, 1987).  

De acordo com ETTING & FELDMAN (1997), testes sorológicos podem, ou não, 
ser de valia para o diagnóstico da cinomose aguda, porque os cães com cinomose 
geralmente deixam de responder imunologicamente. Cães que se recuperam de 
cinomose aguda apresentam títulos mais baixos de anticorpos, com relação aos cães 
com infecções inaparentes.  

VON MESSLING et al., (1999), demonstrou uma nova técnica de ensaio 
imunoenzimático do tipo “capture-sandwich”, que usa a proteína do nucleocapsídeo 
expressada em baculovírus recombinante de um tipo selvagem isolado recentemente 
(2544/Han 95), para detecção de anticorpos específicos para CDV, em soro canino.  
 
3.10.2.3. Fixação de complemento 
 
      LAIDLAW & DUNKIN (1931), foram os primeiros a empregar o teste de fixação 
de complemento, na tentativa de estimar o conteúdo viral em vários tecidos. Os 
anticorpos fixadores de complemento desenvolvem de 3 a 4 semanas após infecção 
inicial. 
 
 
3.10.3. Diagnóstico histopatológico 
 
       O CDV produz corpúsculos de inclusão intranuclear ou intracitoplasmáticos nos 
neurônios e em outros órgãos (HEADLEY & GRAÇA, 2000), que podem ser corados 
pelo método de Sellers no qual apresentam coloração acidófila (PEIXOTO et al., 
1999; SILVA et al, 2004). Podendo ser coradas também pelos corantes de Giemsa e o 
de May Grunwala (CORRÊA & CORRÊA, 1992). 
       Segundo GREENE & APPEL (1990) o significado morfológico da inclusão viral 
da cinomose não é completamente conhecido. Histologicamente é composto por 
agregados de nucleocapsídeos e “debris” celulares resultantes da ação vírica. 
       Essas inclusões são encontradas também, em pequeno número em linfócitos e 
ainda menor em neutrófilos e hemácias. Nos linfócitos e neutrófilos tem mais ou 
menos 3 nm de diâmetro, quase sempre ovais e são acinzentadas. Nas hemácias são 
arredondadas, periféricas e com coloração azul brilhante (GOSS et al., 1948). Esses 
corpúsculos foram descritos pela primeira vez por Lentz em 1907.  Essas inclusões 
acidófilas são semelhantes aos corpúsculos de Negri, da raiva, com a diferença que 
estes últimos possuem uma estrutura interna, que não ocorre nos da cinomose 
(BAUMANN, 1999; CORRÊA, 1966). 
      PEIXOTO et al. (2002), usou a técnica de Coloração de Sellers para diagnosticar 
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cinomose e assim diferenciar da raiva. Foram examinadas 7.292 amostras de cães e 
dessas 566 (7,7%) resultaram positivas para CDV. 
      O diagnóstico da cinomose baseado nas inclusões foi estudado por DOBOS-
KOVÁS (1975), que descreveu sua presença em células de mucosas de vários órgãos, 
principalmente da bexiga urinária e do trato respiratório, bem como células glias e 
ganglionares do cérebro de animais infectados, utilizando como as técnicas de 
coloração Hematoxilina e Eosina. 
      À microscopia óptica, estas inclusões têm de 1 a 15 nm de diâmetro e podem 
variar muito na forma: ovais, redondas, cilíndricas, piramidais e em bastonetes. Muitas 
destas inclusões encontram-se rodeadas por halos claros (APPEL, 1972). 
       É necessária precaução para confirmar o diagnóstico de cinomose, baseado 
somente na presença de inclusões, pois inclusões típicas citoplasmáticas têm sido 
identificadas na bexiga de cães normais. Além disto, as inclusões aparecem 
tardiamente para serem usadas rotineiramente. (GREENE & APPEL, 1990). 
       À microscopia eletrônica mostram ser estruturas aparentemente sem membrana 
limitante. Em pequeno aumento são observadas estruturas filamentosas sob a forma de  
túbulo de 10 nm de diâmetro. Esses túbulos são os nucleocapsídeos víricos (CORRÊA 
& CORRÊA, 1992). 
 
3.10. 4 Diagnóstico molecular 
 
      Visa detectar o ácido nucléico viral no sangue e tecidos, pelos métodos de 
hibridização in situ (ISH) e reação em cadeia da polimerase (PCR). 
 
I.  Hibridização in situ (ISH) 
 
       É possível detectar o genoma viral específico usando sondas radiativas 
(radioisótopos) ou não radiativas (enzimas), inclusive em materiais conservados por 
muitos anos (SANTOS et al., 2002). 
      Alguns estudos com hibridização para detecção de seqüências do ácido nucléico 
viral do CDV em culturas de tecidos e vários tecidos, não obtiveram sinais no tecido 
do SNC, entretanto a infectividade do CDV e antígenos virais eram detectados no 
tecido (HASS et al., 1991). ZURBRIGGEN et al., (1993), desenvolveram sondas 
complementares para o virulento CDV e foram capazes de detectar o RNA viral não 
somente em culturas primárias de cérebro, mas também no tecido cerebral, pelo uso da 
hibridização in situ. 
 
II. Reação em cadeia da polimerase (PCR) 
 
       A PCR tem contribuído no diagnóstico de diversas viroses em animais.  

Para vírus RNA é precedida de uma etapa de transcrição reversa (RT-PCR). A 
RT-PCR tem sido empregada na detecção do CDV em diferentes tipos de amostras 
biológicas como sangue, soro, urina e fragmentos de órgãos (SHIN et al., 1995; 
FRISK et al., 1999; GEBARA et al. 2004b). 

  SHIN et al. (1995) aplicou a RT-PCR para detectar o gene da nucleoproteína em 
células VERO infectadas e células mononucleares do sangue periférico. Duas séries de 
iniciadores (primers) foram alvo para 2 regiões do gene NP da cepa Onderstepoot- 
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1290 e 478 bp.  
Estudos da sensibilidade do RT-PCR revelaram que uma célula VERO infectada 

ou 200 cópias de cDNA era suficiente para detectar produto amplificado por 
hibridização Southern blot. O amplificado do gene NP foi detectado em 17 de 32 
amostras de cães com suspeita clínica. Nenhum produto de RT-PCR foi encontrado 
em 52 amostras de cães saudáveis. 
       Um estudo realizado por FRISK et al., 1999, usou o gene NP para demonstrar a 
presença de amplificações específicas pelo RT-PCR em 86% de amostras de soro e 
88% no fluído cerebroespinhal de cães com cinomose confirmados pelo método 
imunohistoquímico. A sensibilidade do teste é dependente das mudanças dentro do 
gene NP. 
       GEBARA et al.(2004b), aplicou o RT-PCR em 87 amostras de urina de cães que 
apresentavam sinais clínicos sugestivos de cinomose. Esses animais foram atendidos 
no Hospital Veterinário da Universidade Estadual de Londrina e em clínicas 
veterinárias de Maringá (PR). Dessas amostras, 41 foi possível à amplificação parcial 
do gene da NP do CDV. 
       O genoma RNA dos paramixovirus é fortemente ligado à nucleoproteína 
formando o nucleocapsídeo (YOSHIDA et al., 1999) e considerando o fato que o gene 
P é o mais conservado de todos genes do CDV, RZEZUTKA & MIZAK (2002) 
elaboraram uma seqüência de primers para detectar o gene da fosfoproteína do CDV 
em células mononucleares do sangue periférico ou órgãos internos de cão, raposa, 
furão e marta pelo método PCR e N-PCR.  

As amostras submetidas para o experimento eram digeridas com a proteinase K 
antes de isolar o RNA, de forma que a produção de RNA livre de proteínas virais era 
aumentada. O produto 1069 bp foi obtido de 1 das 10 amostras de sangue de cão, 3 
dos 14 amostras de órgãos internos de cães e 1 dos 5 orgãos internos de raposa. 
Reamplificação com o uso dos primers CDVa e CDVb  demonstrou pelo fragmento 
429 bp em seis amostras, negativa ao PCR: 2 amostras de cães, 2 de raposas, 1 de 
marta e 1 de furão. 
      De acordo com KIM et al., (2001); JÓJWIK & FRYMUS (2005), o RT-PCR 
combinado com “nested” PCR aumenta a eficiência no diagnóstico do CDV. 
 
3.11. Saúde Pública 
 
       Vários pesquisadores evidenciaram pela microscopia eletrônica (REBEL et al., 
1974), imunohistoquímico (REBEL et al., 1980; MILLS et al., 1981) e estudos de 
biologia molecular como hibritização in situ (ISH) (GORDON et al., 1991) e reação 
em cadeia (RT-PCR) (KRANE, 1998; GORDON et al., 1992), vários membros da 
família Paramixoviridae  na etiologia da doença de Paget. 
       A doença de Paget é uma desordem focal crônica no osso, descrita por James 
Paget em 1877 (PAGET, 1877 apud MEE & SHARPE, 1993), que é particularmente 
prevalente nas populações da Europa, América e Austrália, e é encontrada nas 
populações acima de 55 anos de idade (KANIS, 1991). 
       O processo primário na doença de Paget é a osteólise localizada, que parece 
resultar de um aumento no número e na atividade dos osteoclastos. Esse processo 
destrutivo crônico ocorre no quadro de osteogênese reparadora permanente por parte 
dos osteoblastos, cujos produtos podem sofrer destruição simultânea ou subseqüente. 
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O resultado costuma ser um osso espessado, porém enfraquecido, sem o padrão 
normal de osso cortical ou trabecular. O osso enfraquecido pode fraturar-se ou 
deformar-se sob ação de estresse (ANDREOLI et al., 1991). 
       Os ossos que mais provavelmente terão anormalidades no exame físico são o 
crânio, as clavículas e os ossos longos (SINGER, 1993).  
       BAUMGARTNER et al., (1995), encontrou em cães, antígenos CDV nas células 
da medula, osteoclastos, osteoblastos e raramente em osteócitos. Nesses animais 
infectados experimentalmente, o antígeno viral era demonstrado no osso metafisário 
entre 5 a 36 dias após infecção. As lesões associadas, caracterizadas pela necrose de 
osteoclastos, atrofia e necrose de osteoblastos e células da medula, eram moderados, e 
mais proeminentes entre 8 a 32 dias pós-infecção.  

Osteosclerose metafisárica dos ossos longos variaram de moderada a severa, foi 
observada macroscopicamente em 8 (19%) de 42 cães com cinomose espontânea. 
Animais afetados eram de 3 a 6 meses de idade e principalmente de raças grandes. 
Sumariamente, lesões no osso causado pelo CDV eram somente passageiras e não 
indicavam persistência viral nos ossos de cães experimentalmente infectados com 
CDV. Entretanto nenhum sinal clínico relacionado no osso foi observado, o estudo 
revelou que a infecção nas células do osso metafisário é comum em cães jovens com 
doença sistêmica e a ocorrência de antígenos virais nessas células resulta em defeitos 
no modelamento ósseo.   
       AXTHELM & KRAKOWKA (1986); MEE et al., (1992) também encontraram 
CDV em células do osso de cães com cinomose. 
       Alguns pesquisadores não conseguiram detectar a presença do CDV em humanos 
usando somente RT-PCR, como RALSTON, (1993) e OOI et al., (2000). Para 
investigar esse achado, HOYLAND et al., (2003) comparou a detecção do CDV por 3 
diferentes métodos, ISH, RT-PCR e IS-RT-PCR em 10 pacientes com doença de 
Paget. O CDV foi detectado em 6 pacientes pelo método ISH, em 5 pacientes pelo 
método RT-PCR, e em todos 10 pacientes pelo método ISH-RT-PCR. Sua explicação 
para o fato é o tipo de método utilizado para extração de RNA, pois em tecidos 
calcificados, como no caso o tecido ósseo, a extração de boa qualidade do RNA se 
torna uma técnica difícil. Em sua pesquisa ele verificou que o método de extração de 
RNA o guanidínio-tiocianato foi o de melhor qualidade.  
       A Esclerose Múltipla é uma enfermidade humana semelhante à panencefalite 
esclerosante subaguda causada por infecção crônica ou latente pelo vírus do sarampo e 
a encefalite progressiva da cinomose em cães. As duas enfermidades foram 
consideradas patologicamente semelhantes (CORRÊA & CORRÊA, 1992).  
       A causa da Esclerose Múltipla é ainda incerta, mas há evidências que seria 
causado pelo vírus do sarampo. Recentemente, foi chamada atenção para a 
possibilidade do vírus da cinomose ser a causa da Esclerose Múltipla (GREENE & 
APPEL, 1990). Porém, outros vírus também foram descritos como envolvidos na 
doença. No entanto, a incapacidade de identificação viral específica no tecido nervoso 
central dos casos de Esclerose Múltipla, deixa a hipótese sem comprovação direta 
(GRIGORIADIS & HADJIGEORGIOU, 2006). 
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4  MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
4.1 Amostras analisadas 
 
      Foram analisadas 118 amostras de sistema nervoso central de cães domésticos 
(Canis familiaris), com raça definida (96) e sem raça definida (22), e de três animais 
silvestres, dois gambás (Didelphis marsupialis) e um mico (Callithrix sp). 
      Os cães tinham idade variando de 3 meses a 14 anos. Todas as amostras (cães e de 
animais silvestres) foram enviadas ao Instituto Pasteur no período de junho a agosto de 
2005. Os cães eram provenientes de municípios dos estados de São Paulo (75), Minas 
Gerais (30) e Alagoas (13), como visto nos Quadros 1, 2 e 3. 
 
Quadro 1. Local de procedência das amostras de cães, por municípios do Estado de 
São Paulo (continua) 
 
Município Sem raça 

definida 
Com raça definida Total 

Guaraçaí 2 0 2 
Osasco 1 0 1 
Hortolândia 1 1 (York shire) 2 
Batatas 0 1 (Pitbull) 1 
Barretos 1 0 1 
Guarujá 1 2 (Poodle, Pinscher) 3 
Borborema 1 0 1 
Itapetininga 0 3 (Border collie, Dálmata, 

Poodle) 
3 

Votupuranga 1 0 1 
São José da Boa Vista 1 0 1 
Campinas 1 1 (Pitbull) 2 
Araras 2 1 (Pitbull) 3 
Indaiatuba 6 0 6 
Onda Verde 2 0 2 
Mongaguá 1 0 1 
Mauá 0 1 (Pitbull) 1 
Ribeirão Preto 2 1 (Doberman) 3 
Porto Feliz 1 1 (Poodle) 2 
São José do Rio Pardo 0 1 (Pitbull) 1 
Sumaré 2 0 2 
Cajamar 1 0 1 
Perequê  1 0 1 
Sertãozinho 1 0 1 
Engenheiro Coelho 1 0 1 
Praia Grande 1 0 1 
Taboão da Serra 1 2 (Shinauzer, Rotweiller) 3 
São Paulo (Vila 1 0 1 
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Mariana) 
Bom Jesus dos Perdões 1 0 1 
Diadema 1 0 1 
São Sebastião 1 0 1 
Brotas 1 0 1 
Cabreúva 1 0 1 
Rio Grande da Serra 1 0 1 
Bauru 1 0 1 
Colina 2 0 2 
Limeira 2 0 2 
Santa Bárbara d’ Oeste 3 0 3 
Barueri 2 0 2 
Valinhos 1 0 1 
Guariba 1 0 1 
Mauá 1 3 (Pitbull, Poodle e Weimaraner) 4 
Conchal 1 0 1 
Franca 1 0 1 
Caconde 1 0 1 
Jales  1 0 1 
Brejo Alegre 1 0 1 
Total 57 18 75 
 
 
Quadro 2. Local de procedência das amostras de cães por municípios (ou bairros) do 
Estado de Minas Gerais  
 
Município Sem raça 

definida 
Com raça definida Total 

Uberaba 3 1 (Pitbull) 4 
Betim  1 0 1 
Tupaciguara 1 0 1 
Teófilo Otoni 1 0 1 
Barbacena 0 1 (Husk Siberiano) 1 
Belo Horizonte 11 0 11 
São José da Lapa 1 0 1 
Sardoá 1 0 1 
Bom Jesus dos Perdões 1 0 1 
Montes Claros 1 0 1 
Gov. Valadares 3 1 (Pastor alemão) 4 
Mogi das Cruzes 1 0 1 
São João Batista da Glória 0 1 (Pincher) 1 
Patos de minas 1 0 1 
Total 26 4 30 
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Quadro 3. Local de procedência das amostras de cães por municípios do Estado de 
Alagoas. 
 
Município Sem raça 

definida 
Com raça  
definida 

Total 

Maceió 13 0 13 
Total 13 0 13 
 
   
  Das amostras dos animais silvestres, um gambá era proveniente de Campinas (SP), o 
outro de Araçatuba (SP), e o mico de São Candido (MG). 
    Nas fichas de envio de amostras de alguns cães, constavam informações como 
idade, raça, sintomas e outros não. No caso das amostras de animais silvestres, estas 
informações não estavam disponíveis.  

 
4.2 Amostra Padrão 
 
  Para todas as técnicas realizadas neste estudo, foi usada como amostra padrão para 

cinomose uma amostra de cão positivo, CDV-IP5027/2005, pelas técnicas de 
diagnóstico e confirmada por sequenciamento genético. Para o controle negativo, foi 
utilizada amostra de SNC de camundongo, proveniente do Bioterio de Criação do 
Instituto Pasteur.   

 
4.3 Técnica de Coloração de Sellers (TIERKEL & ATANASIU, 1996). 
 
     Foram preparadas impressões do SNC em lâminas, e realizada fixação e coloração 
pelo corante de Sellers, composto por álcool metílico, azul de metileno e fucsina 
básica. A presença de corpúsculos de Lentz de coloração rósea, intranuclear ou 
intracitoplasmático, foi pesquisada ao microscópio óptico. 

 
4.4 Imunofluorescência Direta em tecido  
 
    Foi utilizado conjugado anti-cinomose, produzido pelo Instituto Pasteur a partir de 
soro hiperimune de coelhos. Foram preparadas impressões em 3 lâminas de cada um 
dos fragmentos: cerebelo (CB), corno de Amonn (CA) e tronco encefálico (TE). 
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Figura 5. Cérebro de cão, mostrando as regiões de corno de Ammon, córtex e 
cerebelo (imagem de câmara digital)  
 
       As lâminas contendo impressões de tecido nervoso para pesquisa do CDV foram 
fixadas em acetona PA gelada por 45 min, coradas com conjugado diluído em cérebro 
normal (CN), pH entre 7,4 e 7,6 e contendo 0,1% do corante azul de Evans. 
Posteriormente foram incubadas a 37ºC por 45 minutos, em câmara úmida, e lavadas 
por imersão em PBS durante 10 minutos e 3 vezes em água destilada por 1 minuto. 
Após secagem em estufa a 37ºC, as lâminas foram montadas com glicerina tamponada 
(pH entre 8,0 e 8,5) e lamínula e examinadas em microscópio Leitz® com sistema 
epiluminação. 
 
                             

 
 
Figura 6. Esquema do teste de Imunofluorescência Direta (SANTOS et al., 

2002). 
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4.5 Imunofluorescência Indireta em tecido  
 

        Foram preparadas impressões em lâminas das 118 amostras (CA, CB e TE). 
Essas amostras foram mantidas congeladas a -210C por 8 meses. As lâminas foram 
fixadas com acetona PA gelada por 45 minutos, após adiciou-se o anticorpo primário 
(soro de cão anti-cinomose), diluído em suspensão de cérebro de camundongo normal 
1: 5, deixando por 30 minutos a 37Cº em camara úmida, lava-se depois 3 vezes com 
PBS, por 5 minutos, e 1 vez com a água destilada, por 1 minuto. E deixou-se secar. 
Após esse procedimento, acrescentou-se o anticorpo secundário conjugado (anti-IG de 
cão) diluído 1: 280 em PBS e contendo 0,1% de azul de Evans, ficando por 30 minutos 
a 37Cº, lavando-se, depois, com PBS 3 vezes, por 5 minutos, e água destilada 1 vez,  
por 1 minuto.  
 

 
 
Figura 7. Esquema do teste de Imunofluorescência Indireta (SANTOS et al., 2002). 
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5 RESULTADOS 
 

5.1. Em Cães 
 
5.1.1. Avaliação de cada região do cérebro pela técnica de IFD 
 
       Dos 118 cães, 49 constavam com as três regiões; corno de Ammon (CA), cerebelo 
(CB) e tronco encefálico (TE). De acordo com a tabela 1, o TE apresentou a 
porcentagem maior de positivos para cinomose.  
 
 
Tabela 1. Resultados de cada região do SNC examinada das amostras que 
apresentavam CA, CB e TE  pela técnica de IFD.  
 
 

Positivo Negativo TOTAL Região 

examinada n % n % n % 

CA 19 38,6 30 61,2 49 100 

CB 17 34,7 32 65,3 49 100 

TE 20 40,8 29 59,2 49 100 
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            0                                  3,5 %                                  0                                  96,5 
           
Figura 8. Fluxograma de resultados das amostras que apresentavam CA, CB e TE 
pela técnica de IFD 
 

De acordo com a figura 8, 17 cães foram positivos nas 3 regiões examinadas, e 
28 cães   foram negativos nas 3 regiões examinadas. 
       Quando TE apresentou resultado positivo, em 85 % (17/20) dos casos, CA e CB 
apresentaram, também, resultados positivos e uma chance de 5 % do CB ser negativo 
quando TE e CA forem positivos. Em 10 % dos casos somente o TE é positivo, sendo 
CA e CB negativos. 
      Quando TE apresenta resultado negativo, em 96,5 % dos casos, o CA e o CB 
também serão negativos. Há uma chance de 3,5 % do CA ser positivo, quando o CA e 
CB forem negativos. 
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        Na figura 9 avalia o percentual de positivos de cada região do cérebro de todos os 
cães (118) pela técnica de IFD. Do total de 108 amostras de CA enviados ao Instituto, 
31 (22,3%) foram positivas ao CDV, de 81 amostras de CB, 24 (22,9%) foram 
positivos e de 51 amostras de TE, 21 (29,2%) foram positivos. 

71,3%

28,7%

70,4%

29,6%

58,8%

41,2%

CA

 
 
Figura 9. Positividade para cinomose, pela técnica de IFD por região do SNC todas as 
amostras 
 
5.1.2. Avaliação de Positividade pela técnica de IFD, de acordo com a raça 
 
       Os animais foram divididos em cães com raça definida (CRD) e cães sem raça 
definida (SRD). Os SRD apresentaram um porcentual de 23,2% de positivos, e os 
CRD 21,4% de positivos, como visto na figura 10. 

Negativos
76,8%

Positivos
23,2%

Ngativos
78,6%

Positivos
21,4%

SRD CRD

 
SRD=Sem raça definida      CRD=Com raça definida 

 
    Figura 10. Positividade para cinomose, pela técnica de IFD, de acordo com a raça 
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5.1.3. Avaliação de Positividade pela técnica de IFD de acordo com o histórico 
clínico informado, entre Estados. 
 
      De acordo com a figura 11, todos os animais foram positivos a técnica de IFD, foi 
dividido em cães com histórico clínico e cães sem histórico clínico. O Estado de São 
Paulo mostrou uma porcentagem de positivos de 29,41% quando apresentavam 
histórico clínico e 29,16% de positivos quando não apresentavam histórico clínico. No 
estado de Minas Gerais, os animais que apresentavam histórico clínico representavam 
25% e 31,81% quando não apresentavam histórico clínico. No estado de Maceió, 
todos animais enviados ao Instituto Pasteur não vieram acompanhados com histórico 
clínico, obtendo um resultado de 30,76% de animais positivos sem histórico clínico. 
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Figura 11. Porcentagem de positivos para cinomose, pela técnica de IFD, de acordo 
com o histórico clínico informado e Estado de procedência. 
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Figura 12 –Resultados em números obtidos nas amostras pela técnica de IFD, com e 
sem histórico clínico oriundas dos estados de São Paulo, Minas Gerais e Alagoas.  
     

De acordo com a figura 12, o Estado de São Paulo enviou 51 amostras de cães 
com histórico clínico, o que resultou em 15 positivos e 36 negativos pela técnica de 
IFD e das 24 amostras sem histórico clínico, 7 foram positivas e 17 negativas. O 
Estado de Minas Gerais enviou 22 amostras sem histórico clínico (7 positivos e 15 
negativos) e 8 com histórico clínico (2 positivos e 6 negativos). O Estado de Alagoas 
enviou 13 amostras sem histórico clínico, que resultou em 4 positivos. 

 
 
5.1.4. Avaliação de Positividade pela técnica de IFD de acordo com o histórico 
clínico informado 
 
         Como visto na figura 12, os cães foram divididos com base na sintomatologia 
apresentada de acordo com seus históricos. Dos cães que apresentavam sintomas 
neurológicos, 24,1% tiveram resultado positivo para cinomose; 13,6% positivos para 
cães que apresentaram sintomas sistêmicos e 26,2% para cães sem histórico clínico. 
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Figura 13. Relação de Positividade pela técnica de IFD de acordo com o histórico 
clínico informado 
 
5.1.5. Avaliação de Positividade pela técnica de Coloração de Sellers 
 
       Em 118 amostras de tecido nervoso de cães, 18,64 % resultaram positivas ao 
CDV, e 81,35% negativas pela técnica histológica, utilizando-se a coloração de 
Sellers.  
 
 
 

 
 

Figura 14.  Microfotografia por câmara digital do Corpúsculo de Lentz pela técnica de 
coloração de Sellers em tecido nervoso de cão  (cerebelo) 

 
 
 
 
 



 31

5.1.6. Comparação das técnicas de Sellers, IFD e IFI  
 
      A técnica de IFI foi realizada 8 meses após avaliação pela técnica de IFD. Por 
essas amostras serem congeladas e descongeladas algumas vezes, estas não se 
mantiveram em bom estado de conservação.  Os resultados pela técnica de IFI foram 
negativos para o diagnóstico da cinomose. Apenas 1 amostra foi positiva, essa amostra 
se manteve bem conservada, inclusive com as  regiões, corno de Ammon, cerebelo e 
tronco encefálico (todas as três regiões foram positivas). Essa amostra também foi 
positiva no Sellers e na IFD foi positiva apenas no CA.   
 
Tabela 2. Resultados obtidos pelas técnicas de Sellers, IFD e IFI do total de amostras 
examinadas 
 
 

Total de 
amostras 

Sellers IFD IFI 

(+)1 
 

 
(+)15 

(-)14 
 

(+) 0 
 

 
 
 

     (+)22 
 

(-) 7 
(-) 7 

 
(+) 0 

 
 

(+) 22 
(-) 22 

 
(+) 0 

 

      
 
 
 
 
 
 
     118 

 
 
 

(-)96 
 

(-) 76 
(-)76 
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Figura 15. Microfotografia por câmara digital da Imunofluorescência Indireta em 
tecido nervoso de cão positivo para cinomose (tronco encefálico) 
 
        Pela coloração de Sellers 22 cães (18,6%) foram positivos para cinomose, pela 
IFD 35 (29,2%) foram positivos e pela IFI 1 (0,8%) foi positivo ao CDV, como visto 
na tabela 4. 
 
Tabela 3. Resultados das amostras pelas técnicas: Sellers, IFD e IFI 
 

Positivo Negativo TOTAL Técnica 

realizada n % n % n % 

Sellers 22 18,6 96 81,3 118 100 

IFD 35 29,2 83 70,3 118 100 

IFI 01 0,8 117 99,1 118 100 

 
 

 
5.2. Em animais silvestres 
 
5.2.1. Avaliação de Positividade pelas técnicas de IFD, Sellers e IFI 
 
       O primeiro gambá foi positivo ao CDV pela técnica de IFD, sendo negativo no 
Sellers e na IFI. Esse gambá era proveniente de Campinas (SP). O outro gambá e o 
mico foram negativos nas três técnicas. Também durante a realização da técnica de 
IFI, essas amostras estavam em processo de autólise. 
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6 DISCUSSÃO 

     
 
       A cinomose é a moléstia viral mais prevalente dos cães (ETTINGER & 
FELDMAN, 1997), e a principal doença no diagnóstico diferencial da raiva em cães 
(QUEIROZ DA SILVA et al., 2004; RAMÍREZ, 1989).  
       Neste trabalho, foram analisadas 118 amostras de cérebros de cães com suspeita 
clínica de cinomose, pelo método de Coloração de Sellers e Imunofluorescência Direta 
e Imunofluorescência Indireta. 
       A IFD tem sido indicada por diversos autores para o diagnóstico da cinomose em 
cães (KRISTENSEN & VANDEVELDE, 1978; MOTOHASHI et al., 1969; SIMON-
VALENCIA et al., 1987), no Brasil a técnica de IFD foi primeiramente utilizada para 
o diagnóstico da cinomose em 1990 (KOTAIT et al., 1990), posteriormente por 
QUEIRÓS DA SILVA et al., (1999), (2004), SILVA et al., 2004 e FERNANDES et 
al., 2004. 
       As amostras positivas para cinomose pela técnica de IFD apresentaram inclusões 
intranucleares ou intracitoplasmáticas de forma arredondada, sendo também 
encontrada inclusões arredondadas pela IFD por QUEIRÓZ DA SILVA et al., (2004). 
      A técnica de IFD permitiu diferenciar qual seria a região que apresentou melhor 
sensibilidade. Em algumas amostras, foi possível a preparação de impressões de Corno 
de Ammon, Cerebelo e Tronco Encefálico. Em outras amostras isso não foi possível, 
devido ao estado de conservação ou por não conter determinada região. Apenas em 49 
amostras de 118 cães foi possível a identificação das 3 regiões, apresentando-se como 
amostras completas. O TE foi a região que mais apresentou resultados positivos, 
devido ao fato dessa região ser um caminho para atingir o SNC, de acordo com 
BRAUND, (1994). O CB foi a região que menos apresentou resultados positivos. 
             Na análise dessas três regiões, 1 cão teve seu resultado positivo apenas no CA, 
sendo negativos no TE e CB, o que representa uma chance de 3,5 % deste fato  
acontecer. O que acontece com maior freqüência é quando o TE for negativo, 
apresenta 96,5 % de chance de o CA e o CB também serem negativos. Resultados 
semelhantes foram obtidos por FERNANDES et al., (2004), que verificaram no TE a 
região mais acometida. Já para QUEIRÓZ DA SILVA et al., (2004), não foi detectada 
diferença significativa (p>0,05) entre as porcentagens de positivos observados para 
cada um dos fragmentos e, tampouco, uma localização preferencial do vírus. No 
entanto, esse pesquisador analisou corno de Ammon, cerebelo e córtex; no referido 
trabalho não foi analisado o tronco encefálico. 
      Neste presente trabalho, quando se comparou a positividade em relação à raça, não 
foi verificada diferença significativa, devido à insuficiência de amostras para tal 
análise. 
      Quando se comparou a positividade de acordo com o histórico clínico informado 
entre Estados, o Estado de São Paulo teve um índice um pouco maior de positividade 
quando apresentavam históricos clínicos, enquanto que, em Minas Gerais o resultado 
foi inverso, apresentando um porcentual de positividade maior quando não continham 
históricos clínicos. No Estado de Alagoas, nenhum dos animais enviados ao Instituto 
Pasteur vieram acompanhados de históricos clínicos. 
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       Do histórico clínico, 24,1% corresponderam aos positivos que apresentavam 
apenas sintomas neurológicos, 13,6% dos positivos que apresentavam sintomas 
sistêmicos e 26,2% que não tinham histórico clínico informado. 
       O diagnóstico histopatológico foi descrito como grande valor para o diagnóstico 
da cinomose, analisado pela coloração por Hematoxilina-Eosina (DOBOS-KOVÁCS, 
1975).  
      Nesse estudo o método histopatológico para a identificação de corpúsculos de 
inclusão foi a coloração de Sellers. As amostras positivas apresentaram inclusões 
intranucleares e/ou intracitoplasmáticas de forma arredondada, eosinofílicas (de 
coloração rósea) típicas da cinomose, obtendo 18,64% de positivos.  
      PEIXOTO et al., (1999), pesquisaram 2.283 amostras provenientes de todo o 
Estado enviado ao laboratório de diagnóstico de raiva, do Instituto Pasteur de SP, no 
período de junho de 1998 a agosto de 1999. Das amostras pesquisadas pela coloração 
de Sellers, 53 (2,3%) foram positivas para o CDV.  
       Em 1999, QUEIRÓZ DA SILVA et al., analisou 892 amostras de SNC de cães 
pela coloração de Sellers no período de 1981 a 1991, destas 57(6,4%) foram positivas 
para cinomose. 
     Outros autores (HEADLEY & GRAÇA, 2000), mencionam corpúsculos de 
inclusões além do SNC em outros órgãos, como na bexiga urinária, pulmão, estômago, 
rim e tonsilas. 
     A técnica de IFD apresentou maior sensibilidade quando comparada com a técnica 
de coloração de Sellers. Do total de 118 amostras examinadas, 35 apresentaram 
positividade ao CDV pela técnica de IFD, enquanto que, apenas 15 foram positivas 
pela coloração de Sellers. Entretanto, das 73 amostras negativas pela IFD, 7 foram 
positivas pela coloração de Sellers. 

Resultados semelhantes foram feitos por SILVA et al., (2004) que concluiu 
que a técnica de IFD apresenta maior confiabilidade em relação à técnica de Coloração 
de Sellers. 
          Nesse estudo foi possível a padronização da técnica de IFI aplicada ao 
diagnóstico da cinomose, apesar de mais trabalhosa do que a IFD, a leitura é facilitada 
pela visualização de inclusões fluorescentes maiores e mais nítidas. Uma desvantagem 
da IFI nesse experimento, é que seu emprego só foi possível em amostras frescas. 
Foram feitas 118 amostras do mesmo material da IFD e Sellers para a realização da 
técnica de IFI, mas devido ao fato dessas amostras terem sido congeladas e 
descongeladas repetidas vezes todas, exceto uma amostra, obtiveram resultados 
negativos. A amostra com resultado positivo manteve em bom estado de conservação, 
inclusive foi possível a identificação das 3 regiões (CA, CB e TE) que foram positivas. 
Essa amostra teve seu resultado positivo no Sellers, e na IFD apenas o CA foi positivo, 
o CB e o TE foram negativos. 
       Não há dados na literatura referente a IFI em tecido nervoso de cães para o 
diagnóstico da cinomose. 
        Uma ampla expansão de hospedeiros naturais para o CDV tem ocorrido desde 
1988. Tem sido descrito em macacos japoneses (Macaca fuscata) (YOSHIKAWA et 
al., 1989), porco do mato (Tayassu tajacu) (APPEL et al., 1991) em grandes felídeos 
como leões, tigres e jaguás (APPEL et al., 1994).  
       No Brasil, REGO et al., (1978) relataram cinco casos confirmados de cinomose de 
um total de 13 óbitos de animais silvestres brasileiros das espécies Galictis vittata 
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(cachorro do mato), Crisocyon brachyurus (lobo) e Cerdocyon thous (raposa), 
mantidos em cativeiro no Zoológico Municipal de Taboão da Serra (SP). A 
histopatologia observaram-se a presença de corpúsculos de inclusão em diferentes 
localizações como no SNC, no estômago e no intestino. 
       Nessa pesquisa 2 gambás e 1 mico foram submetidos à técnica de IFD, Sellers e 
IFI sendo que um gambá foi positivo ao CDV pela IFD. Sendo a primeira ocorrência 
de cinomose em gambás no Brasil. 
       Uma observação a ser feita que essas amostras também estavam em processo de 
autólise. 
      Entre janeiro de 1981 e outubro de 1985, tecido cerebral de 192 gambás que foram 
negativos a anticorpos contra raiva foram obtidos de 2 laboratórios de saúde pública 
de Illinois (denominados A e B). Lesões no cérebro eram detectadas 
microscopicamente em 17 de 91 (18.7%) gambás no laboratório B e espécimes de 30 
de 101 (29,7%) gambás no laboratório A. Lesões nos 3 gambás (1 do laboratório A e 2 
do B) eram causados por um parasitismo cerebral (Skrjabingylus chitwoodorum) 
Lesões nos outros 44 gambás eram caracterizados por infiltrados de células 
mononucleares, não supurativas e focos de células glias de diferente severidade. 
Inclusões eram somente achadas em 5 dos 44 gambás com lesão no cérebro pelo 
método de coloração por Hematoxilina e Eosina. Dezessete de 36 (47,2%) gambás 
tiveram anticorpos contra CDV usando o método de ELISA. Porém, a infecção pelo 
CDV não foi detectado nos 19 gambás restantes com encefalite, possivelmente devido 
a diminuição da sensibilidade ao teste por causa do tecido autolizado (WOOLF et al., 
1986).  Resultados semelhantes foram obtidos por DITERS & NIELSEN, (1978) que 
encontraram inclusões intranucleares eosinofílicas no baço e no pulmão de um gambá 
da espécie Mephitis mephitis, pelo método de coloração de hematoxilina-eosina.  
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7 CONCLUSÃO 
 
       A partir dos dados apresentados no presente trabalho podemos concluir que: 
 

1. A técnica de Imunofluorescência Direta (IFD) deve ser o teste de escolha para 
o diagnóstico postmortem da cinomose e quando comparada com a técnica de 
Coloração de Sellers, apresentou maior sensibilidade. 

 
2. Como diagnóstico diferencial, a IFD é o teste de escolha para ser empregada na 

rotina laboratorial, uma vez que a raiva pode ser, clinicamente, confundida 
com cinomose. 

 
3. O tronco encefálico foi a região que apresentou maior número de inclusões 

causadas pelo vírus da cinomose canina (CDV) em cães, pela técnica de IFD. 
 

4. É conveniente fazer  impressões em lâminas  das três regiões cerebrais: corno 
de Ammon (CA), cerebelo (CB) e tronco encefálico (TE), pois há uma chance 
de 3,5 % do CA ser positivo, quando o TE e o CB apresentarem resultados 
negativos. 

 
5. Não é recomendável o emprego da técnica da IFI em tecidos autolisados, onde 

observaram-se apenas resultados negativos. 
 

6. No presente trabalho observou-se ser imperioso o trabalho com amostras em 
bom estado de conservação, oriundas de uma necrópsia bem feita, com o envio 
das regiões cerebrais completas, a conservação das mesmas durante o 
transporte e a rapidez no envio das amostras.  

 
 
Recomendações de Pesquisa 
 
      Esse estudo sugere uma maior investigação nas espécies silvestres para verificar 
qual o risco da infecção por cinomose, nesta população animal inclusive na respectiva 
fonte dessa infecção. 
      Mesmo não sendo possível uma avaliação quanto à sensibilidade e especificidade 
entre as técnicas de IFD e IFI, sugere-se novas pesquisas com a técnica de IFI 
aplicadas ao diagnóstico postmortem da cinomose, uma vez que esta técnica foi 
padronizada durante a realização deste trabalho.   
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