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RESUMO

O herpesvirus esta disseminado na populacdo canina mundial, com uma
seroprevaléncia de cerca de 40 a 80%. A infegcdo por herpesvirus canino causa
elevadas taxas de mortalidade em cachorros e em cées adultos pode permanecer em
estado latente ou ser reativado.

A infecao por este virus em canis de reproducado representa grandes perdas
econOmicas, pelo que se pretende estudar a seroprevaléncia de herpesvirus em 52
cées pertencentes a dois canis de reproducao, para fins de venda de caes de raca.
Foram analisados animais de ambos os sexos e com idades compreendidas entre 1
e 8 anos de idade. Devido a inexisténcias de terapia para cachorros com
sintomatologia de infe¢cdo por HVC-1 pretende-se formular um protocolo de cuidados
para ninhadas, suspeitas de serem portadoras deste virus, e para os restantes caes
da coldnia.

Estdo descritos estudos que indicam o HVC-1 como um dos agentes
indiretamente envolvidos na etiologia do linfoma canino, pelo que se procurou estudar
a sua seroprevaléncia numa amostra de 28 cdes com linfoma, sendo um dos objetivos

a detecao de anticorpos HVC-1, nestes animais.

PALVRAS CHAVE: Herpesvirus canino, Linfoma, morte neonatal, problemas

reprodutivos
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ABSTRACT

The herpes virus is widespread in the world dog population with a prevalence
of 40% to 80%. Infection by HCV-1 cause high mortality rates in puppies, and in adult
dogs can remain latent or be reactivated.

Infection by this virus in breeding kennels represents great economic losses,
so the aim of this project it is to study the seroprevalence of HVC-1 in 52 dogs
belonging to two breeding , that have the purpose of selling purebred dogs. Animals of
both sexes and aged between 1 and 8 years of age were analyzed. Due to the
nonexistence of a therapy for dogs with symptoms of infection by HCV -1 we to
formulated a protocol of special care of litters suspected of being carriers of this virus
, and to the other dogs from the colony.

Reported studies indicate that the HCV -1 as one of the agents indirectly
involved in the etiology of canine lymphoma, so we sampled 28 dogs with lymphoma ,

with the aim of detect HCV -1 antibodies in those animals.

KEY WORDS: Canine herpes virus, lymphoma, neonatal death, reproductive

problems
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1. INTRODUCAO

O herpesvirus canino (HVC-1) foi descrito pela primeira vez em 1965 por
Carmichael et al. (1965) e classificado posteriormente como sendo um virus do
género Varicelovirus da subfamilia Alphaherpesviridae (Reading&Field, 1998;
Fontbonne, 2011; Krogenaes et al., 2012).

Através de inumeros estudos realizados por Ronsee et al. (2002),
Reading & Field (1998), Rijsewijk et al. (1999) e Krogenaes et al. (2012), dentro
e fora da europa, sabe-se que o herpesvirus canino estd disseminado na
populacdo mundial canina, sendo que a seroprevaléncia deste virus é de cerca
de 40 a 88%. Percentagens mais altas estdo diretamente relacionadas com o
namero de animais que vivem em grupo, como no caso de canis de recolha de
animais ou de criacdo de cées de raca, bem como com a idade. Isto €, elevado
namero de animais, com mais de dois anos, a viver em grupo sao condi¢cdes
propicias, predisponentes, a instalacdo da doenca (Rijsewijk et al., 1999;
Morresey, 2003; Ronsse et al., 2005; Acar et al., 2009; Evermann&Kennedy,
2010; Kawakami et al., 2010; Krogenaes et al., 2012).

Para além dos fatores mencionados, o herpesvirus canino esta também
associado com episédios de tosse do canil, mas praticas de higiene, e uso de
animais, que ndo pertencem ao grupo do criador, para fins de reproducéo
(Morresey, 2003; Ronsse et al., 2005; Acar et al., 2009; Evermann&Kennedy,
2010; Kawakami et al., 2010; Krogenaes et al., 2012).

Em cées adultos, o HVC-1 é transmitido através do contacto oronasal e
genital com animais infetados. Em recém-nascidos, além do contagio oronasal,
este virus pode ser transmitido ao recém-nascido durante o parto, através do
contacto com as secrecdes da fémea portadora de herpesvirus (Reading&Field,
1998; Morresey, 2003; Ronsse et al., 2005; Acar et al., 2009; Fontbonne, 2011;
Krogenaes et al., 2012).

Em cadelas adultas, os efeitos do virus traduzem-se pela perda tardia
da gestacdo, reabsor¢cdo embrionaria, nascimento de cachorros inviaveis e
lesbes vesiculares no vestibulo e vagina. Nos machos, a manifestacao clinica do
herpes virus € muito subtil podendo apresentar petéquias e inflamacédo da

mucosa peniana. Em ambos, machos e fémeas, o HVC-1 pode assumir uma
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vertente ocular e respiratoria com sinais clinicos que incluem ulceras da cornea,
tosse, secre¢cbes nasais e dificuldade em respirar, 0s quais, muitas vezes,
passam despercebidos junto dos donos (Reading&Field, 1998; Morresey, 2003;
Ronsse et al., 2005; Acar et al., 2009; Fontbonne, 2011; Krogenaes et al., 2012).

Em cachorros portadores deste virus o prognostico € bem mais
reservado e 0s sinais clinicos bastante mais severos que em animais adultos,
sendo que a taxa de mortalidade em cachorros com herpesvirus canino €
bastante elevada podendo atingi de 100% de taxa de mortalidade. Cachorros
com menos de 3 a 2 semanas de idade infetados com HVC-1, podem apresentar
distarbios gastrointestinais e respiratérios graves, devido a incapacidade de
controlarem a sua temperatura corporal, septicémia hemorragica, hipoglicémia e
necrose das extremidades, provocada por fendmenos de vasculite. A presenca
deste virus em ninhadas representa grandes perdas a nivel monetario em canis
especificos para reproducéo de caes de raca (Reading&Field, 1998; Ronsse et
al., 2005; Decaro et al., 2008; Noakes et al., 2008; Acar et al.,, 2009;
Evermann&Kennedy, 2010; Fontbonne, 2011; Krogenaes et al., 2012).

Por norma, os caes portadores de HVC-1 apresentam o virus na sua
forma latente, o qual pode ser reativado por influéncia de fatores externos e
internos gque causam imunossupressao, como tratamentos com esteroides,
stresse, gestacdo e doencas concomitantes, sendo assim determinantes na
patogenia do herpesvirus canino (Ronsse et al., 2005; Noakes et al., 2008;
England, 2010).

Existe uma vacina contra o herpesvirus canino, com o objetivo de
proteger os cachorros nonatos durante as 2 a 3 primeiras semanas de vida,
através da transferéncia de anticorpos maternos, para tal € necessario que a
cadela seja vacinada durante o periodo de gestacdo (Noakes et al., 2008;
Rootwelt et al., 2011; Krogenaes et al., 2012).

O objetivo deste trabalho passa, ndo so6 pelo estudo da seroprevaléncia
do Herpesvirus, em canis de reproducao de cées para fins, de venda de cées de
variadas ragas, como pela elaboragdao de um plano de cuidados que os
proprietarios devem ter com as suas ninhadas, nomeadamente se estas forem
suspeitas de serem portadoras do HVC-1, e com a restante colonia.

O Linfoma canino é das doencas hematopoiéticas mais frequentes em

cées. Sabe-se que tem origem em células linfoides malignas, e que a sua
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etiologia multifatorial afeta principalmente cdes mais velhos e de meia-idade. O
agente etiologico ndo é conhecido, no entanto Huang et al (2012), Chiu et al
(2013), Milman et al (2011), descrevem a presenca de anticorpos para um virus
tipo o virus Epstein-Barr, que tem como espécie alvo o humano, em cées.

Em adicéo ao estudo da prevaléncia de herpesvirus canino este trabalho
tem também por objetivo a detecéo de anticorpos HVC-1 em caes com linfoma

diagnosticado.
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2. HERPESVIRUS CANINO

A familia Herpesviridae é uma familia de virus que compreende um largo
espectro de hospedeiros que esti presente ndo s6 nos humanos mas também
em varias espécies de mamiferos, repteis e aves, sendo que estao descritas até
agora cerca de 130 espécies de Herpesvirus (Murphy et al., 1999; Carter et al.,
2006; Griffin et al., 2010; Maclachlan&Dubovi, 2011).

Sao virus de grande dimenséo, cerca de 100 a 200nm de diametro
(Figura 1), conhecidos pela sua capacidade de provocar infecdes latentes nos
diferentes hospedeiros. Todas as espécies de Herpesvirus até agora
conhecidas, para além da capacidade de se manterem em estado latente nas
células hospedeiras, sdo capazes de criar situacfes patoldégicas numa infecao
primaria, ou quando o virus é reativado (Murphy et al., 1999; Carter et al., 2006;
Griffin et al., 2010; Maclachlan&Dubovi, 2011).

Sabe-se que ndo ha um antigénio comum a todas as familias, sendo que
a cada hospedeiro corresponde uma espécie de Herpesvirus.

A familia Herpesviridae divide-se em trés sub-familias:

- Alphaherpesviridae, Betaherpesviridae e Gamaherpesviridae

A maioria dos Herpesvirus de importancia médico veterinaria fazem
parte do género Varicellovirus da subfamilia Alphaherpesviridae (Carter et al.,
2006; Griffin et al., 2010).

Existem alguns herpesvirus de importancia zoondtica. O Herpesvirus
simiae (herpesvirus B), tem como reservatdrio natural o macaco rhesus, e assim
como o herpes simplex nos humanos, este tem a capacidade de causar infe¢ao
latente em macacos adultos. Profissionais da area da veterindria e investigacéao,
gue estejam em contacto com esta espécie sao susceptiveis a este virus, que
pode ser transmitido ao homem por mordeduras ou lesGes da pele contaminadas
com saliva de primatas, e também por aerossois através da conjuntiva, nariz e
faringe (Huff&Barry, 2003; Tischer&Osterrieder, 2010).

Enquanto que, no macaco este virus permanece em estado latente na
maioria dos casos, no ser humano, se os sintomas nao forem tratados com
antivirico especifico, a taxa de mortalidade pode chegar aos 80% (Huff&Barry,
2003; Tischer&Osterrieder, 2010).
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Dentro da ordem herpesvirus, esta também descrita a possibilidade de
infecdo de animais com herpesvirus humanos. Por exemplo, o HHV-4, ou Virus
Epstein-Barr, foi detetado em cées, levantando assim a hipotese de haver
transmissao do virus humano para os caes, devido a proximidade entre estas
duas espécies, ou da existéncia de um gamaherpesvirus similar a este virus
(Tischer&Osterrieder, 2010; Milman et al., 2011; Chiu et al., 2013).

Nucleocapside

Tegumento
ADN

Membrana

Figura 1. Herpes virus canino (Adaptado de Rootwelt et al., 2011).

A subfamilia Alphaherpesviridae esta disseminada pelos humanos,
animais domésticos e selvagens sendo a sua seroprevaléncia de cerca de 90%
em algumas das espécies. O virus € caracterizado por ter um ciclo produtivo
curto e répida disseminagdo, com capacidade para destruicdo das células
hospedeiras (Davidson, 2009; Parzefall, 2010).

O Herpesvirus canino tipo 1 (HVC-1) é um virus relativamente grande,
pertencente a familia Herpesviridae e a subfamilia Alphaherpesviridae, género
Varicellovirus (Ronsse et al., 2003; Fontbonne, 2011; Rootwelt et al., 2011).

Tem como hospedeiros um grupo restrito de espécies, sendo que
apenas € patogénico em animais domesticos e animais selvagens da familia

Canidae. Esta especificidade para determinadas espécies esta relacionada com
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recetores especificos existentes na superficie das células. Sabe-se que existe
ainda uma proximidade genética deste virus com o Herpesvirus felino
(Haanes&Tomlinson, 1998; Nakamichi et al., 2000; Carmichael, 2004; Greene,
2012).

O HVC-1 é sensivel a fatores ambientais, sendo inativado apos 22 horas
a temperatura de 37°C e, mais rapidamente, a temperaturas mais elevadas,
sendo que a temperatura O6tima de replicacdo viral ronda os 35°C,
correspondentes a temperatura encontrada nas vias respiratorias e aparelho
genital. Este virus é também sensivel a variagcbes no pH, sendo destruido
guando exposto a valores de pH inferiores a 5 ou superiores a 8. Sabe-se ainda
que ndo é resistente & maioria dos desinfetantes e solventes lipidicos como o
éter ou cloroférmio (Murphy et al., 1999; Morresey, 2003; Carmichael, 2004;
Parzefall, 2010; Rootwelt et al., 2011).

Perante estes dados, podemos afirmar que o Herpesvirus canino esta
em ambiente étimo para replicacdo, quando se encontra a temperaturas de 35 a
37°C, semelhante a temperatura encontrada ndo sé nos cachorros durante as
primeiras semanas de vida, como também nas mucosas das vias respiratorias
superiores e mucosa do aparelho reprodutivo. Este fator indica que, para que
seja possivel a transmissdo do virus, € necesséria proximidade entre animais,
evitando assim a exposicao do virus ao meio ambiente (Murphy et al., 1999;
Morresey, 2003; Parzefall, 2010; Rootwelt et al., 2011).

A replicacdo do HVC-1 ocorre no nucleo das células, originando corpos
de inclusédo intranucleares, importantes para o diagnostico de animais portadores
(Greene, 2012).

Como na maioria dos virus da subfamilia Alphaherpesviridae, o Herpes
virus canino, durante o periodo de laténcia, expressa apenas parte do seu
genoma, e localiza-se no tecido ganglionar e linfoide, nomeadamente das zonas
de contagio como as zonas da mucosa oral e reprodutiva (Murphy et al., 1999;
Morresey, 2003; Rootwelt et al., 2011).

Esta também descrito que situagdes de stresse como proestro, gestagdo
e parto, e estados de imunossupressao, podem reativar 0 virus em estado
latente, embora o0 mecanismo pelo qual isto acontece ndo se encontre descrito
(Murphy et al., 1999; Noakes et al., 2008; Rootwelt et al., 2011).
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2.1. SEROPREVALENCIA

Varios estudos comprovam que o0 herpesvirus esti presente em todos
0s continentes, sendo que Ronsee et al (2002), Reading & Field (1998), Rijsewijk
et al (1999) e Krogenaes et al (2012) sugerem que o HVC-1 é comum na
populacao canina. A prevaléncia traduz-se pela percentagem de uma populacéo
afetada com uma doenca particular num determinado periodo, sendo que,
estudos realizados na Bélgica, Reino Unido e Holanda revelam que a
seroprevaléncia dos anticorpos do HVC-1 na populacéo de cdes saudaveis varia
entre 40 a 88%, (Reading&Field, 1998; Carmichael, 2004; Nothling et al., 2008;
Kawakami et al., 2010; Krogenaes et al., 2012; Yesilbag et al., 2012).

Esta descrito que quando se realizam testes seroldgicos, os titulos dos
anticorpos séo significativamente mais elevados em cdes que pertencem a
coldnias ou canis, com registo de problemas reprodutivos (Reading&Field, 1998;
Carmichael, 2004; Nothling et al., 2008; Kawakami et al., 2010; Krogenaes et al.,
2012; Yesilbag et al., 2012).

Num estudo realizado na Bélgica, conduzido por Ronsee et al. (2005)
foram investigados fatores que poderiam influenciar a seroprevaléncia deste
virus, ndo tendo sido descritas diferencas entre género e raca. No entanto, os
niveis de anticorpos sofriam grande variacdo, quando comparadas amostras de
caes com diferentes idades, sendo que, animais com menos de seis meses de
idade ndo apresentavam anticorpos e a partir dos dois anos de idade os titulos
aumentavam consideravelmente (Acar et al., 2009; Kawakami et al., 2010;
Krogenaes et al., 2012; Yesilbag et al., 2012).

Ficou também provada a relacdo entre o herpesvirus e o numero de
animais que coabitam determinado espaco, visto que em canis, com 6 ou mais
cédes, se observaram titulos mais elevados do que em canis com menos de seis
cées, sendo que este fator se torna mais evidente se as condi¢cdes de higiene
nao forem as ideais (Acar et al., 2009; Kawakami et al., 2010; Krogenaes et al.,
2012; Yesilbag et al., 2012).

Esta também demonstrado que os animais de canis com registo de
episodios de tosse do canil apresentam titulos superiores para Herpesvirus (Acar
et al., 2009; Kawakami et al., 2010; Krogenaes et al., 2012; Yesilbag et al., 2012).
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Segundo Reading & Field (1998), e tendo em conta as propriedades dos
Alphaherpesviridea, podemos assumir que quase todos, se ndo todos os caes
seropositivos para herpesvirus possuem o virus na forma latente, tendo a
capacidade de, posteriormente, reativar o virus e transmitir a infecéo
(Reading&Field, 1998; Carmichael, 2004) .

Ronsee et al. (2005) estudou 27 cadelas de reproducao durante um ciclo
de reproducéo, para detecdo de ADN viral e anticorpos especificos. Todas as
cadelas que demonstraram ser negativas para presenca de herpesvirus canino
sofreram seroconversdo ao longo do estudo. 40% das cadelas seropositivas
voltaram a ser seronegativas, deixando assim a hipétese de que toda a coldnia
tivesse Herpesvirus, mesmo apoOs resultado seronegativo de alguns testes.
Nesse mesmo estudo foram detetados diferentes padrdes para os titulos dos
anticorpos consoante a fase do ciclo em que a cadela se encontrava (Ronsse et
al., 2005; Nothling et al., 2008; Kawakami et al., 2010).

Defende-se ainda que uma vez infetado com Herpesvirus, o céo ir4 ser
portador o resto da sua vida, de forma sintomatica ou assintomatica (Rijsewijk et
al., 1999).
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2.2. PATOGENESE E ACHADOS CLINICOS

O Herpesvirus nos cédes pode manifestar-se de varias formas,
dependendo da idade, género, estado imunitario e via de transmissao do virus.
A figura 2 mostra como o herpesvirus canino pode afetar o hospedeiro conforme
a idade e o género.(Ronsse et al., 2003; Fontbonne, 2011).

2.2.1. INFECAO DURANTE A GESTACAO

Na cadela gestante, se o virus for reativado, devido a fatores de stresse,
como a prépria gestacdo, ou se ocorrer uma primeira infecdo pelo Herpesvirus
canino, origina lesbes degenerativas e necrosantes na placenta, e ainda a
possibilidade de infecdo do feto por via transplacentaria (Morresey, 2004;
Ronsse et al., 2004; Noakes et al., 2008; Forsberg, 2010; Maclachlan&Dubovi,
2011).

Certos estudos sugerem que a infecdo durante a primeira fase de
gestacdo pode provocar morte fetal e subsequente mumificacdo, enquanto a
meio do tempo de gestacdo pode provocar aborto, e no fim do tempo de
gestacao, pode provocar o nascimento da cria antes da data prevista (Morresey,
2003; Ronsse et al.,, 2004; Noakes et al., 2008; Forsberg, 2010; Holst et al.,
2012).

No entanto, se a fémea ja tiver sido exposta a este virus anteriormente,
por norma as ninhadas sédo saudaveis devido a existéncia de anticorpos no
colostro da méae, capazes de proteger as crias deste virus. Embora este fator
varie de fémea para fémea é provavelmente o Unico fator que explica o facto de
fémeas seropositivas terem ninhadas saudaveis (Morresey, 2004; Djgnne,
2007).
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Figura 2. Esquema ilustrativo da patogénese do Herpesvirus canino (Adaptado de Ronsse et al, 2003).

2.2.2. INFECAO NEONATAL

A taxa de mortalidade em cachorros é caracterizada por ser bastante
elevada, e reconhecida como um problema para muitos criadores de cdes devido
as perdas economicas. (Indrebg et al., 2007; Tgnnessen et al., 2012).

Cachorros recém-nascidos ndo controlam a sua temperatura, o que 0s
torna suscetiveis a hipotermia, e devido ao funcionamento imaturo dos rins temo
risco de sofrerem desidratacdo aumentado. O sistema imune, ainda em
desenvolvimento, torna-os vulneraveis a infe¢des, e as reduzidas reservas de
glicogénio no figado, aumentam a probabilidade de hipoglicemia, se houver
falhas na alimentacéo (Simpson et al., 2004; Day, 2007).

O periodo neonatal esta definido como sendo as duas a trés primeiras
semanas de vida do cachorro, e durante este periodo a mortalidade pode dever-
se a varios fatores como distocia, negligéncia por parte da mae, distarbios na
nutricdo, anomalias congénitas, fatores ambientais ou agentes infeciosos, sendo
gue as doencas infeciosas representam a segunda maior causa de mortalidade
neonatal (Indrebg et al., 2007; Miunnich, 2008).

Os criadores de cédes usam o termo “Sindrome de morte subita em
cachorros” para descrever situagdes em que, independentemente dos cuidados

prestados, o neonato nao sobrevive. A etiologia é diversa, pode dever-se a
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hipotermia, aporte de nutrientes deficitario e ingestao insuficiente de colostro,
trauma, deformacdes congénitas, peso vivo abaixo do normal e por fim as
infecBes por bactérias ou virus, da qual faz parte o Herpesvirus canino como
agente etiolégico (Gill, 2001; Indrebg et al., 2007; Ranjan, 2010; Greene, 2012;
Tennessen et al., 2012)

O Herpesvirus canino esta descrito como sendo a infecdo viral mais
comum e violenta em cachorros neonatos, podendo atingir taxas de mortalidade
de 100% numa ninha (Carmichael, 2004; Decaro et al., 2008).

A manifestacdo de sinais clinicos pode variar dento da mesma ninhada,
sendo que o facto de um cachorro apresentar sinais clinicos ndo significa que
toda a ninhada seja portadora deste virus (Davidson, 2003; Morresey, 2004;
Evermann&Kennedy, 2010) .

A idade com gue o cachorro, portador de HVC-1, comeca a manifestar
sinais clinicos depende do periodo de infecdo. A morte de cachorros durante a
primeira semana de vida indica ocorréncia de infecéo pré-natal, no entanto se o0s
sinais clinicos se manifestarem entre a primeira e a terceira semana de vida
indica que ocorreu infecdo durante o periodo pds-natal. Sabe-se ainda que o
periodo de incubacdo € de cerca de 3 a 7 dias ap0s infecao (Morresey, 2004;
Evermann&Kennedy, 2010; Greene, 2012; Kustritz, 2012).

A infecdo pode ocorrer durante a passagem pelo canal do parto, através
do contacto com a mucosa, mais comummente, por contacto com secrecdes
oronasais da progenitora ou outros cades do canil, ou através de cachorros da
mesma ninhada infetados com HVC-1. Grande parte dos cachorros portadores
de HVC-1 acabam por morrer entre a primeira e a terceira semana de idade, no
entanto, se o0 cachorro sobreviver durante este periodo as hipoteses de
sobrevivéncia aumentam, mesmo com exposi¢cao ao virus (Carmichael, 2004;
Evermann&Kennedy, 2010; Rootwelt et al., 2011; Greene, 2012; Kustritz, 2012).

Por norma, o cachorro pode sobreviver 1 a 3 dias, desde a manifestacéo
dos sinais clinicos até a morte, sendo que, com base nos dados descritos
anteriormente, sabe-se que o periodo de maior perigo € de trés semanas antes
do parto e trés semanas depois do parto (Carmichael, 2004;
Evermann&Kennedy, 2010).

Apbs inoculacéo, o virus replica-se nas células epiteliais e ganglionares

e difunde-se depois pelo sistema sanguineo, através dos mondcitos. A virémia
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ocorre no terceiro ou quarto dia apds infecdo. A concentracao do virus é maior
nos rins, nas glandulas adrenais, pulmdes, figado e baco, onde ocorrem a
maioria dos danos endoteliais com vasculite necrosante nos vasos sanguineos,
0 que da origem a processos de necrose e hemorragias (Figura 3 e Figura 4) nos
diferentes 6rgdos (Poulet, 2001; Evermann&Kennedy, 2010; Rootwelt et al.,
2011).

O processo de infecdo por este virus & normalmente seguido de
trombocitopénia generalizada. O HVC-1 pode ser transportado, posteriormente
ao longo dos axonios até ao sistema nervoso central, causando
meningoencefalite, embora os sinais clinicos desta fase nao sejam frequentes,
uma vez que geralmente os cachorros morrem antes da manifestagdo dos

mesmos (Carmichael, 2004).

Figura 3. Hemorragia renal carateristica de infegdo por herpes
virus canino (Adaptado de Rootwelt et al, 2011).

26



Figura 4. local de necrose e hemorragia numa secc¢ao de rim com
coloragdo de Hematoxilina-eosina a ampliacdo de 200 x (Adaptado
de Rootwelt et al, 2011)

Outro dos sinais clinicos associados ao herpesvirus sdo as lesbes
oculares e as displasias da retina, que se devem ao facto do desenvolvimento
da retina ocorrer nas primeiras semanas de vida do cachorro (Rootwelt et al.,
2011).

O facto da cadela ser portadora de herpesvirus € um fator importante na
progressao da infecdo nos cachorros, por exemplo no caso de transmissao de
herpes virus a ninhada por outros animais do canil, sendo a progenitora sero
negativa o desenvolvimento de infe¢do nesta ninhada tera consequéncias muito
mais graves do que a progressdo da infecdo numa ninhada protegida com
anticorpos de uma progenitora seropositiva (Figura 5) (Rootwelt et al., 2011).

A progresséo da € doenca rapida com um progndéstico muito reservado.
Os sinais clinicos apresentados pelo cachorro incluem recusa da mama ou
biberon, letargia, dor abdominal e choro. Ocasionalmente, pode ser observada
diarreia  sanguinolenta, descarga nasal e hemorragia abdominal
(Evermann&Kennedy, 2010; Kustritz, 2012).

O motivo pelo qual os cachorros com menos de 4 semanas de vida séo
vulneraveis a este virus, evidenciando sinais clinicos severos, prende-se
essencialmente com o facto destes ndo serem capazes de regular a sua

temperatura corporal, que por norma se encontra 1 a 1,5 graus abaixo da

27



temperatura normal de um cao adulto, dificuldade esta que é agravada pela febre
provocada pela infecdo (Rootwelt et al., 2011).

Apesar de poderem apresentar tremores, 0s cachorros ndo sao capazes
de elevar a temperatura corporal. Por fim o cachorro fica inconsciente, com
possibilidade de ocorréncia de opistotono e espasmos imediatamente antes de
ocorrer morte (Carmichael, 2004; Fontbonne, 2011; Rootwelt et al., 2011).

Cachorros que sobrevivem podem desenvolver sinais neurolégicos
como ataxia, cegueira e alteracdes do equilibrio. Quando séo infetados por HVC-
1 a partir das trés semanas de idade podem desenvolver lesdes oftalmologicas
e neuroldgicas, secundarias a meningoencefalite ndo supurativa (Rootwelt et al.,
2011; Greene, 2012).

Infegdo pré-natal

Infegdo poés-natal
Periodo de I |
infecao ‘ = |
3 semanas 3 semanas
Fontes de | [ - ] ‘
[ | Infecdo in atero, I Infe¢do neonatal |

PIRtenti® canal cenvical

Infecdo neonatal

Figura 5. Esquema representativo das vias e fases de infecdo por HVC-1 em ninhadas (Adaptado de
Evermann, 2010).
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2.2.3. INFECAO NO APARELHO GENITAL DE CAES ADULTOS

O herpesvirus canino tem a capacidade de permanecer em estado de
laténcia durante o periodo de vida do cédo. Depois de um periodo inicial de
infecdo ativa e resposta antiviral, o virus ndo é completamente eliminado do
hospedeiro e mantem a capacidade constante ou intermitente de se replicar
(Fontbonne, 2011; Rootwelt et al., 2011).

O HVC-1 esta perfeitamente adaptado ao hospedeiro, podendo causar
lesBes insignificantes ou manter-se em estado de laténcia. Na populacdo adulta
o herpesvirus encontra-se disseminado, sem provocar sinais clinicos aparentes.
No entanto, numa fase inicial de infecdo pode ser observado aumento dos
ganglios linfaticos, hemorragia submucosa e hiperémia no sitio de inoculacéo
viral (Figura 6). Foram também observadas lesbes vesiculares em fémeas
durante o periodo de proestro, com regressdo no periodo de anestro. Lesdes
similares podem ocorrer nos machos na base do pénis e ao longo do prepucio
(Carmichael, 2004; Morresey, 2004; Davidson, 2006; Djgnne, 2007; Holst et al.,
2012).

Figura 6. Les8es genitais por herpesvirus canino em cadela adulta (Adaptado de
Morresey, 2004)
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2.2.4. INFECAO DO APARELHO RESPIRATORIO EM CAES ADULTOS

Sabe-se que o herpesvirus canino estid relacionado com doenca
respiratoria infeciosa canina, mais conhecida como “tosse do canil”’. Sabe-se que
o virus da parainfluenza canina e a Bordetella bronchiseptica sdo agentes
infeciosos frequentemente envolvidos no desenvolvimento da doenca
respiratéria infeciosa canina. Quanto a influencia do HVC-1, nesta patologia, ndo
estd bem determinada, apesar de estar descrita a capacidade do HVC-1 se
replicar no aparelho respiratério do céo, tendo sido ja identificado em varias
amostras através de PCR (Erles&Brownlie, 2005; Evermann&Kennedy, 2010;
Fontbonne, 2011).

Estudos experimentais de infecdo de cdes com HVC-1 resultaram em
sintomas clinicos de rinite, faringite e traqueobronquite (Morresey, 2004; Ronsse
et al., 2004; Buonavoglia&Martella, 2007).

30



2.2.5. DOENCA OCULAR ASSOCIADA A HERPES VIRUS CANINO

Sao varios os estudos que demonstram a similaridade deste virus com
outros virus da familia Alphaherpesviridae como o herpesvirus simplex,
herpesvirus bovino, e herpesvirus felino, virus esses que estdo diretamente
relacionados com doencas oculares recorrentes nas respetivas espécies.

Em cdes neonatos o herpesvirus canino pode provocar alteracdes
oculares como, Panuveite associada a infecdo viral intranuclear, tendo como
sequelas frequentes queratite, cataratas, neurite ética, necrose e displasia da
retina. Em cédes adultos, as lesfes verificam-se a nivel da cornea, conjuntiva e
palpebra, ao contrario do que acontece com neonatos (Evermann&Kennedy,
2010; Ledbetter, 2013).

Ledbetter et al.,, em 2009 estudaram o efeito do HVC-1, apds a
inoculacdo do virus em cées, tendo observado conjuntivite bilateral com
blefarospasmo intermitente, fotofobia, prurido ocular, elevacdo da membrana
nictitante, hiperemia  conjuntival, secre¢cdes oculares mucoides a
mucopurulentas, tendo ainda sido detetadas Ulceras a nivel da cérnea (Figura 7)
e conjuntiva (Figura 8. Conjuntivite ulcerativa em c&o com infecdo por HVC-
1 recorrente (Adaptado de Ledbetter, 2013)) (Ledbetter, 2013)

Durante esse mesmo estudo ficou também demonstrada a capacidade
de reativacdo do virus, apés a administracdo de prednisolona em doses
imunossupressoras (Ledbetter et al., 2009; Fontbonne, 2011).
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Figura 7. Presenca de Ulcera superficial na cornea, detetada
durante estudo de infecdo com herpesvirus canino (Adaptado de
Ledbetter et al, 2009)

Figura 8. Conjuntivite ulcerativa em c&o com infe¢cdo por HVC-1
recorrente (Adaptado de Ledbetter, 2013)
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2.3. DIAGNOSTICO

O Herpesvirus canino pode ser diagnosticado através da combinacao de
sinais clinicos, historia pregressa e observagdo da progresséo da infecdo. No
periodo neonatal € importante ter em conta o diagnéstico diferencial,
considerando a hipotese de ocorrer sépsis, sendo que o diagnastico definitivo é,
na maioria das vezes, realizado por achados de necropsia, e detecdo de ADN

viral nos orgaos (Rootwelt et al., 2011).

2.3.1. ACHADOS DE NECROPSIA E HISTOPATOLOGIA

Quando é realizada a necrépsia para diagnostico de HVC-1, devem ser
consideradas lesdes macroscépicas caracteristicas, como multiplas petéquias,
hematomas e focos de necrose disseminados, principalmente no rim, figado e
pulmdo, embora também possam surgir no baco, cérebro, coracdo, timo,
glandulas adrenais e mucosa intestinal. Pode também ser observada
esplenomegalia, linfadenomegalia, presenca de liquido peritoneal e pleural,
seroso ou sero-hemorragico (Poulet, 2001; Ronsse et al., 2003).

Histologicamente, as lesdes por HVC-1 séo caracterizadas por focos de
necrose no parénquima, frequentemente com hemorragias periféricas com
infiltracdo de macrofagos e linfécitos. A replicacao do virus é rapida e altamente
destrutiva, originando corpos de incluséo intranucleares eosinofilicos na periferia
do foco de necrose, importante no diagnéstico de herpesvirus canino (Ronsse et
al., 2003; Rootwelt et al., 2011; Greene, 2012).

Se o virus tiver sido transportado ao longo do nervo trigémeo ou atraves
do nervo olfatorio pode observar-se degenerescéncia e necrose de células da
glia e neurdnios no cerebelo (Ronsse et al., 2003; Fontbonne, 2011; Rootwelt et
al., 2011).

Em caso de aborto, o exame macroscépico e histolégico da placenta
pode revelar necrose focal na parte fetal da placenta (Ronsse et al., 2003;
Rootwelt et al., 2011).
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As lesdes papulovesiculares da pele e mucosas observadas nos céaes

adultos, sdo causados pela degeneracdo celular, resultando em acantélise

epitelial pronunciada (Ronsse et al., 2003; Fontbonne, 2011).
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Figura 9. Presenca de um corpo de inclusédo hum hepatdcito,
gue pode ocorrer em infe¢6es por herpesvirus canino (Adaptado
de Rootwelt, 2011).

2.3.2. CULTURA DE VIRUS E DETECCAO DE ADN VIRAL

A cultura de virus é um processo para detecdo de HVC-1, de dificil

execucdo, devido a necessidade de condi¢cbes oOtimas do meio de cultura e

armazenamento da amostra. Para cultura de virus devem ser usadas amostras

de o6rgaos frescas ou congeladas. O HVC-1 é sensivel pelo que a deterioracao

dos tecidos no periodo post mortem reduz a probabilidade de detecéo viral. No

caso de serem usados zaragatoas devem ser retiradas amostras da mucosa

nasal ou do trato genital, dependendo dos sinais clinicos apresentados, enviadas

depois para laboratorio devidamente refrigeradas ou congeladas (Fontbonne,

2011; Rootwelt et al., 2011).
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Devido a instabilidade deste virus no meio ambiente, é preferivel a
utilizacdo do método de PCR para demonstracdo do ADN, em detrimento do
isolamento do virus. Esta técnica ndo s6 é mais sensivel para detecdo de ADN
viral como também possibilita a detecao do virus, mesmo em estado de laténcia
no hospedeiro, o que torna o método de PCR o método mais comum e sensivel
para detecdo de herpesvirus canino (Ronsse et al., 2003; Decaro et al., 2008;
Decaro et al., 2010; Fontbonne, 2011).

2.3.3. SEROLOGIA

Varios testes para detecdo de anticorpos de HVC-1 tem sido
desenvolvidos, sendo que o método de ELISA é conhecido pela sua
sensibilidade e facil utilizacdo devido ao seu processo sistematizado. Este
meétodo de diagnostico ndo é util em recém-nascidos devido ao curto espaco de
tempo entre a infecdo e a manifestacéo de sinais clinicos (Ronsse et al., 2003;
Fontbonne, 2011; Rootwelt et al., 2011).

Os cées adultos e cachorros com idade entre as seis a oito semanas,
desenvolvem anticorpos apds exposicao ao virus, podendo estes anticorpos ser
detetados no soro, através de métodos de diagnéstico seroldgico. Perante uma
infecdo ativa, sdo detetados titulos elevados de anticorpos que se mantém neste
nivel durante alguns meses, seguindo-se uma diminuicdo destes valores

(Ronsse et al., 2003).

2.3.4. OUTROS METODOS

Em cadaveres, podem ser realizados testes de Imunofluorescéncia em
criossecgOes dos pulmdes, rins e figado de recém-nascido (Parzefall, 2010)

A microscopia eletronica pode também ser usada para evidenciar a
presenca de particulas virais em tecidos infetados. Contudo, esta técnica nao €
muito utilizada devido a longa duracao de todo o processo (Ronsse et al., 2003;
Parzefall, 2010).
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2.4. TERAPIA

Por norma, em cées adultos o HVC-1 provoca apenas uma infecéo
assintomatica que nao requer tratamento, exceto no caso de existéncia de lesdes
oculares, genitais e respiratérias que requerem tratamento sintomatico.

Em humanos recém-nascidos estdo descritos tratamentos com doses
altas de aciclovir, com resultados eficazes no herpesvirus humano neonatal
(Kimberlin et al., 2001).

Em cachorros estao descritas experiéncias de tratamento com aciclovir,
embora seja referido que as consequéncias negativas, do efeito toxico, no
miocardio e no sistema nervoso central, devido a ingestédo acidental, sdo mais
significativas que os beneficios. Doses elevadas de aciclovir tém ainda como
efeitos secundarios, perturbacdes gastrointestinais, anorexia e nefropatias
obstrutivas (Evermann&Kennedy, 2010; Rootwelt et al., 2011).

Em geral a terapia em cachorros, que apresentem sintomas de infecéo

por HVC-1, é limitada e de pouca relevancia no progndéstico (Greene, 2012).
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2.5. PROFILAXIA

O virus em estado latente pode ser reativado mediante situacbes de
stresse. Assim sendo, cédes destinados a criacdo ndao devem ser sujeitos a
viagens longas, concursos, e outras atividades que possam provocar stresse em
alturas de cruzamento ou durante o periodo de gestacdo (Rootwelt et al., 2011).

E importante que o cdo se encontre em boas condi¢des de saude, o que

inclui o cumprimento do plano vacinal completo, uma vez que qualquer infecao
pode despoletar a reativacao do virus (Rootwelt et al., 2011).
Como descrito anteriormente, a principal via de transmissao do virus é o contacto
entre animais infetados, assim sendo, o criador deve manter os animais para
criacao isolados e afastados de ambientes que possam potenciar a transmissao
do virus, bem como disponibilizar canis com higiene adequada, que pode ser
feita de forma efetiva com a maioria dos desinfetantes comuns e dissolventes
lipidicos. Um exemplo é a limpeza com lixivia diluida ou a clorohexidina.
(Morresey, 2004; Rootwelt et al., 2011).

A taxa de mortalidade fetal e neonatal até as quatro semanas de idade
€ muito variavel e esta dependente de muitos fatores como o trabalho de parto,
anomalias congénitas e doencas adquiridas. A taxa média de morte fetal durante
o trabalho de parto, com complica¢des ou ndo, ronda os 5,5% a 33%. Sabe-se
ainda que a taxa de mortalidade de neonatos que nascem por cesariana é de
6% a 11%. A taxa de mortalidade é superior durante a primeira semana de vida,
pelo que devem ser implementados cuidados para controlar ou eliminar fatores
0s que contribuem para a morbilidade do cachorro (Carmichael, 2004; Rootwelt
et al., 2011).

Devido a incapacidade de termorregulacédo dos cachorros, o ambiente
deve ser mantido a temperaturas que rondem os 35-37°C juntamente com
lampadas de aquecimento e mantas de calor, sendo necessario que a cadela
tenha uma area para fugir ao calor e evitar o desconforto (Davidson, 2003;
Morresey, 2004; Rootwelt et al., 2011).
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2.5.1. COLOSTRO

Uma pequena parte dos anticorpos séo transferidos para o feto durante
a gestacdo. No entanto, a maioria dos anticorpos é obtida pelos cachorros
através do colostro da mée. Assim sendo, o colostro, nas primeiras horas de
vida, € essencial para a protecdo contra as infe¢cdes, conferindo quantidades
adequadas de imunoglobulinas nas primeiras 8 horas apdés o nascimento
(Davidson, 2003; Carmichael, 2004).

O herpesvirus canino afeta principalmente cachorros filhos de cadelas
qgue adquiriram infecédo primaria por HVC-1 durante a gestacéo. Este facto ocorre
porque as cadelas, previamente infetadas por HVC-1, tém anticorpos especificos
que conferem alguma imunidade aos cachorros, durante as duas primeiras
semanas (Carmichael, 2004; Morresey, 2004).

Ha casos em que o cachorro ndo tem acesso ao colostro, nesses casos,
podem ser administrados cerca de 1-2 mL de soro de cdes com titulos de
anticorpos contra herpesvirus elevados, 3 vezes com intervalos de 6 horas a 8
horas, devidamente refrigerado, como medida profildtica para prevenir os
sintomas de HVC-1, se ocorrer infecdo posterior (Indrebg et al., 2007; Rickard,
2010; Rootwelt et al., 2011).

2.5.2. VACINACAO

Esta licenciada na europa uma vacina inativada (Eurican® Herpes 205,
Merial, Franca). Esta vacina confere imunidade materna passiva em cachorros,
quando estes adquirem as imunoglobulinas G, provenientes do sistema
imunitario da progenitora, através do colostro, conferir imunidade a ninhada
durante as primeiras 2 a 3 semana de vida, através dos anticorpos maternos
transferidos pelo colostro (Carmichael, 2004; Morresey, 2004; Rootwelt et al.,
2011).

A vacina € administrada pela via subcutanea em cadelas sendo que, o
programa vacinal consiste em 2 doses com um intervalo de 5 semanas, sendo

7

que a primeira dose é administrada durante o cio ou 7 a 10 dias apos a
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presumivel data de acasalamento, e a segunda dose 1 a duas semanas antes
da data prevista para o parto(Carmichael, 2004; Morresey, 2004; Rootwelt et al.,
2011).

A vacinacédo para o HVC-1 nao faz parte do protocolo vacinal de rotina e
nao € muito praticada em parte pela necessidade de seguir um protocolo tendo
como base as datas de concecéao e o parto (Carmichael, 2004; Morresey, 2004;
Rootwelt et al., 2011).
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3. LINFOMA CANINO

O Linfoma, também designado por linfossarcoma ou linfoma maligno, é
uma das neoplasias mais frequentes em cées. Representa cerca de 7% a 24%
das doencas neoplasicas e 83% das doencas hematopoiéticas. A sua origem
provem da proliferacdo de células linfoides malignas, normalmente oriundas do
sistema linfoide, principalmente como linfonodos, baco, tonsilas e medula 6ssea
(Mortier et al., 2012; Vail et al., 2012; Ito et al., 2014).

A etiologia do linfoma €& considerada multifatorial. Varios fatores
ambientais, infeciosos, imunomediados e genéticos estdo associados com um
maior risco de desenvolver esta patologia. Afeta principalmente cdes mais
velhos, meia-idade, e ndo apresenta diferenca de predisposi¢cdo consoante o
género (Mortier et al., 2012; Vail et al., 2012).

Pode apresentar-se em quatro formas (Mortier et al., 2012; Valil et al.,
2012):

- Multicéntrico, caraterizado por linfadenopatia generalizada,

- Alimentar, caracterizado por infiltragéo do trato gastrointestinal,

- Mediastinico e extranodal, que afetam outros 6rgéo e tecidos.

O linfoma multicéntrico € a forma mais comum de linfoma em cées,
representando cerca de 80% dos linfomas caninos, sendo comparado ao linfoma
non-hodgkin’s em humanos (Mortier et al., 2012; Ito et al., 2014).

Um dos sinais mais comuns do linfoma é o aumento de tamanho dos
ganglios linfaticos, que chega a ser inicialmente o Unico sinal percetivel. Outros
sinais incluem a letargia, fraqueza, falta de apetite, perda de peso, diarreia,
dificuldades respiratorias, dificuldades na degluticdo, aumento da sede e polidria
O figado, o baco, os rins, os pulmdes, o intestino, a medula 6ssea, o olho, o
sistema nervoso central e a pele sdo alguns dos 6rgaos que podem ser afetados
(Mortier et al., 2012; Vail et al., 2012).

Apesar da sintomatologia ser bastante especifica, o diagnostico
definitivo requer citologia, histopatologia ou diagnéstico molecular. Uma vez
confirmado o diagnostico segue-se a determinacéo do estadio e sub-estadio de
acordo com a organizagdo mundial de saude (OMS) (Mortier et al., 2012).
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Tabela 1. Classificagdo de estadio de Linfoma de animais domésticos conforme a OMS (Adaptado
de Mortier et al, 2012).

Estadios Parametros

I Um udnico linfonodo afetado ou um uUnico 6rgao linfoide, exceto a

medula 6ssea.

I Envolvimento de vérios linfonodos de uma mesma regido anatomica.

1] Envolvimento generalizado dos linfonodos periféricos ou profundos.

\Y Estagio Ill e envolvimento do figado e/ou baco.

Vv Estagio Ill ou IV e envolvimento do sangue, medula 6ssea e/ou

outros érgaos.

Subestadio a Sem sinais clinicos de doenca
Subestadio b Com sinais clinicos de doenca

A terapia consiste fundamentalmente na combinacdo de varios agentes
quimioterapicos de acordo com um protocolo predefinido. S&o varios os
protocolos formulados e em constante atualizacdo. Por norma os cées reagem
melhor a quimioterapia, em compara¢cdo com o0s humanos relativamente aos
efeitos secundarios (Mortier et al., 2012).

Enquanto nos gatos o linfoma tem como agente etiologico o virus da
leucemia felina, o0 agente etiolégico do linfoma canino ndo esta estudado. Células
provenientes do linfoma canino revelaram conter retrovirus, no entanto a sua
caracterizagao nao foi estudada (Huang et al., 2012; Vail et al., 2012; Chiu et al.,
2013).

Mais de 90% das pessoas tem anticorpos para o virus Epstein-Barr, um

Gammaherpesvirus comum na populacdo humana, mais conhecido por ser o
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agente etiologico da mononucleose. Este virus estd também associado aos
linfomas humanos Hodgkin, ndo-Hodgkin e linfoma de Burkitt, evidenciado pela
detecéo de ADN deste virus em células destes linfomas (Huang et al., 2012; Chiu
et al., 2013; Ito et al., 2014).

Nos humanos, este virus é transmitido através de secrecdes orais, e
replica-se na orofaringe onde infeta as células epiteliais e os linfocitos B,
podendo estar presente também em 6rgados linfoides como as adenoides e as
amigdalas (Milman et al., 2011).

Apoés uma fase aguda de infecdo, o virus entra em fase latente e, em
alguns casos, o virus Epstein-Barr promove crescimento anormal de células B,
gue contribui para o desenvolvimento de linfoma (Milman et al., 2011).

Recentemente foram detetados anticorpos para o virus EBV, ou um
similar, em cées, sugerindo assim a hipétese deste virus se ter adaptado ao
principal animal de companhia que mais intimamente convive com 0s humanos.
Deixando assim a hipétese de existir um herpesvirus com potencial oncogénico
relacionado com o linfoma canino, tal como o EBV esta relacionado com o
linfoma em humanos (Milman et al., 2011; Huang et al., 2012; Chiu et al., 2013;
Ito et al., 2014).

O herpesvirus canino esta associado a infe¢@o sistémica neonatal e a
doenca respiratoria em cdes adultos, e estd descrito que persiste numa

variedade de tecidos incluindo os ganglios (Rootwelt et al., 2011).
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4. TRABALHO PRATICO

O objetivo deste trabalho pratico consistiu no estudo da seroprevaléncia
do herpesvirus canino numa amostra de caes e cadelas, pertencentes a canis
de criadores de determinadas ragas, aparentemente saudaveis, com excecéao de
alguns problemas reprodutivos, como abortos, dificuldade em ficar gestante e
prolapso vaginal. Pretendendo-se assim avaliar a relacdo da existéncia deste
virus nesses canis com 0s problemas reprodutivos reportados pelo criador, e
ainda saber qual a percentagem de animais infetados por este virus.

Outro dos objetivos consistiu na elaboracdo de um protocolo, pratico,
para criadores, contemplando os cuidados a ter com as ninhadas e com 0s
animais coabitantes.

Ao longo do projeto foi incluida uma segunda amostra que compreendia
animais adultos de ambos o0s sexos, de varios proprietarios, com a
particularidade de todos estes estes animais terem Linfoma diagnosticado,
avaliando assim a possibilidade do herpes virus estar relacionado com esta

patologia.

4.1. MATERIAL E METODOS

4.1.1. GRUPO 1

O Grupo 1 foi composto por uma amostra de 52 cées, 40 fémeas e 12
machos, com 1 a 8 anos de idade, pertencentes as racas Bulldog Francés,
Bulldog Inglés, Cocker Spaniel, Pug, Shih Tzu, Yorkshire Terrier, Spitz, Pinscher
e Chihuahua, representados na Tabela 2. Este grupo pertencia a dois canis de
criacao, cada um com mais de 20 animais, das racas descritas, destinados a fins
de criacdo e venda de cachorros de raca, ambos na area geogréfica do distrito
de Viseu.

Foram recolhidas amostras de sangue de cada cédo, por venipunctura

para tubo seco, posteriormente refrigerado, recolhido o soro e enviado para o
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laboratorio INNO®, com espacos e equipamentos acreditados, dedicados a
medicina veterinéria.

No momento da recolha foi realizado um questionario presencial, ao
proprietario dos animais que compunham esta amostra, para preenchimento
com os dados relativos a cada cao, bem como com os dados relativos ao canil.

Relativamente a cada animal do estudo, foi registado o sexo, idade, raca,
estado reprodutivo (inteiro/a, castrado/esterilizada). Os proprietarios foram ainda
qguestionados acerca de eventuais problemas de saude, nomeadamente
oculares e respiratorios, e medicacdes que os animais pudessem estar a fazer,
no momento da recolha das amostras. No caso das fémeas, foi questionado o
estado vacinal para Herpesvirus, a situagdo relativamente ao ciclo éstrico,
nomeadamente se estariam em cio, em anestro ou gestantes. No caso dos
animais gestantes, foi registado o tempo de gestacao, se era a primeira gestacéo
e se esta teve origem em monta natural ou inseminacao artificial. O questionério
incluia também a questéo para indagar eventuais problemas reprodutivos com o

intuito de os identificar e registar.
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Tabela 2. Grupo 1.

CASO , VACINA ESTADO PROBLEMAS
N2 GENERO  IDADE RAGA HVC REPRODUTIVO REPRODUTIVOS
BULLDOG ~ N
1 MACHO 4 FRANCES NAO INTEIRO NAO
A BULLDOG ~ N
2 FEMEA 1 FRANCES NAO ANESTRO NAO
. BULLDOG
3 FEMEA 6 FRANCES SIM GESTANTE SIM
4 FEMEA 4 PINSCHER NAO clo NAO
5 FEMEA 2 PINSCHER NAO GESTANTE NAO
6 FEMEA 1 PINSCHER NAO ANESTRO NAO
YORKSHIR ~ N
7 MACHO 4 E TERRIER NAO INTEIRO NAO
N YORKSHIR ~ -
8 FEMEA 4 E TERRIER NAO ANESTRO NAO
2 YORKSHIR N
9 FEMEA 4 E TERRIER NAO GESTANTE SIM
10 FEMEA 6 PINSCHER NAO ANESTRO NAO
11 FEMEA 6 PINSCHER NAO ANESTRO NAO
12 FEMEA 6 PINSCHER NAO ANESTRO NAO
2 COCKER N -
13 FEMEA 7 SPANIEL NAO GESTANTE NAO
BASSET - -
14 MACHO 8 HOUND NAO INTEIRO NAO
R BASSET N
15 FEMEA 3 HOUND NAO ANESTRO SIM
A COCKER ~ -
16 FEMEA 5 SPANIEL NAO ANESTRO NAO
A COCKER ~ -
17 FEMEA 7 SPANIEL NAO ANESTRO NAO
A BASSET ~ .
18 FEMEA 8 HOUND NAO ANESTRO NAO
A COCKER ~ -
19 FEMEA 1 SPANIEL NAO ANESTRO NAO
COCKER ~ -
20 MACHO 2 SPANIEL NAO INTEIRO NAO
21 MACHO 2 PINSCHER NAO INTEIRO NAO
22 FEMEA 4 PINSCHER NAO ANESTRO NAO
23 FEMEA 4 PINSCHER NAO ANESTRO NAO
R BULLDOG N
24 FEMEA 3 INGLES NAO ANESTRO SIM
R BULLDOG N
25 FEMEA 4 FRANCES NAO ANESTRO SIM
26 FEMEA 3 SHIH TzU NAO ANESTRO NAO
. BULLDOG
27 FEMEA 4 INGLES SIM clo SIM
28 MACHO 2 CH'S:AH NAO INTEIRO NAO
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29 FEMEA 3 PINSCHER NAO ANESTRO NAO
30 MACHO 6 PINSCHER NAO INTEIRO NAO
31 MACHO 3 CH'SXAH NAO INTEIRO NAO
32 FEMEA 7 PINSCHER NAO ANESTRO NAO
33 FEMEA 6 PINSCHER NAO ANESTRO NAO
BULLDOG ~ N
34 MACHO 4 FRANCES NAO INTEIRO NAO
A BULLDOG ~ N
35 FEMEA 3 FRANCES NAO ANESTRO NAO
BULLDOG ~ N
36 MACHO 2 FRANCES NAO INTEIRO NAO
A BULLDOG - -
37 FEMEA 3 FRANCES NAO GESTANTE NAO
A BULLDOG - -
38 FEMEA 4 FRANCES NAO ANESTRO NAO
A BULLDOG - -
39 FEMEA 5 FRANCES NAO clo NAO
A BULLDOG - -
40 FEMEA 2 FRANCES NAO GESTANTE NAO
41 FEMEA PUG NAO ANESTRO SIM
42 FEMEA PUG NAO ANESTRO NAO
. SPITZ N
43 FEMEA 4 ALEMAO NAO ANESTRO SIM
. BULLDOG -
44 FEMEA 4 FRANCES SIM ANESTRO NAO
45 MACHO 7 PUG NAO INTEIRO NAO
SPITZ ~ N
46 MACHO 4 ALEMAO NAO INTEIRO NAO
R SPITZ N
47 FEMEA 5 ALEMAO NAO ANESTRO SIM
48 FEMEA 3 CH'S:AH NAO ANESTRO SIM
49 FEMEA 3 CH'S:AH NAO ANESTRO SIM
R BULLDOG ~
50 FEMEA 3 FRANCES NAO ANESTRO SIM
A BULLDOG ~ N
51 FEMEA 3 FRANCES NAO ANESTRO NAO
A BULLDOG ~ -
52 FEMEA 1 FRANCES NAO clo NAO
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Foram escolhidas, aleatoriamente, cadelas em diferentes fases do ciclo
reprodutivo (estro, anestro, gestacéo), de acordo com as informacdes obtidas
juntos dos criadores, representado na Tabela 3, incluindo apenas trés cadelas
vacinadas contra herpesvirus (Tabela 4). Obtivemos assim amostras de 30
cadelas na fase de Anestro, 4 na fase de Estro, e 6 cadelas em varios periodos

de gestacéo.

Tabela 3. Divisdo do numero total de fémeas do grupo 1 pelo
respetivo estado reprodutivo.

ESTADO REPRODUTIVO

GRUPO 1

ANESTRO 30
ESTRO 4
GESTACAO 6
Total Geral 40

Tabela 4. Animais vacinados contra o HVC-1

Animais vacinados contra o HVC-1

27
44

Apesar de em ambos 0s canis 0s animais apresentarem boa condicéo
fisica, estarem devidamente vacinados e desparasitados e seguirem o plano de
saude preconizado e seguido no Hospital Veterinario de Viseu — SOS Animal,
i.e. sem problemas de saude, excepto alguns problemas reprodutivos em
algumas fémeas que incluiam cios silenciosos, vaginite, prolapso vaginal, perdas
de ninhadas, nados mortos, infertilidade e necessidade de recorrer a cesariana,
representados na Tabela 5 e Tabela 6. Nos machos néo foram reportados quais

quer problemas de saude, reprodutivos ou nao.
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Tabela 5. Numero de cadelas com historial
reprodutivos.

de problemas

PROBLEMAS REPRODUTIVOS

GRUPO 1

NAO
SIM

Parto distécico

Cios silenciosos

Dificuldade em ficar gestante

Morte dos cachorros até as 8 semanas pds parto
Morte dos cachorros na 12 semana p6s parto
Nados mortos

Vaginite

Prolapso vaginal

= W
H 0

R R R DR R R D

Total Geral

(9}
N

Tabela 6. Fémeas e respetivos problemas reprodutivos

CASO N¢ PROBLEMAS REPRODUTIVOS — GRUPO 1
3 Nados mortos
9 Parto distécico
15 Cesariana
24 Vaginite
25 Dificuldade em ficar gestante
27 Parto distécico
35 Parto distécico
39 Parto distécico
41 Prolapso vaginal
43 Morte na 12 semana pds parto
47 Morte na 12 semana e até as 8 semanas pos
parto
48 Morte na 12 semana poés parto
49 Morte na 12 semana pds parto
50 Morte na 12 semana pés parto
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4.1.2. GRUPO 2

As amostras de soro sanguineo do segundo grupo foram obtidas do
banco de amostras do Centro Veterinario Berna e, posteriormente, enviadas para
laboratério INNO®, para realizacdo do protocolo para detecéo de HVC-1.

O segundo grupo era composto por 14 machos e 14 fémeas, com idades
compreendidas entre os 5 e 0s 17 anos, seguidos num hospital veterinario de
referéncia em oncologia, Centro Veterinario Berna, no distrito de Lisboa, sendo
que todos os animais deste grupo apresentavam diagnostico de linfoma.

Os individuos deste grupo ndo viviam em colonia, e compreendiam
varias racas como Beagle, Cocker Spaniel, Dogue Aleméo, Fila S. Miguel,
Golden Retriever, Labrador Retriever, Pastor Aleméo, Rottweiler, West Highland
White Terrier, Yorkshire Terrier, e caes sem raca definida, como representado

na Tabela 6.

Tabela 7. Grupo 2

CASO N© GENERO IDADE RACA
1 FEMEA 9 LABRADOR RETRIEVER
2 FEMEA 9 SRD
3 MACHO 13 GOLDEN RETRIEVER

WEST HIGHLAND WHITE

4 MACHO 12 TERRIER
5 FEMEA 9 SRD

. WEST HIGHLAND WHITE
6 FEMEA 14 TERRIER
7 FEMEA 8 SRD
8 MACHO 12 SRD
9 MACHO 7 FILA S. MIGUEL
10 MACHO 5 SRD
11 FEMEA 8 LABRADOR RETRIEVER
12 FEMEA 5 SRD
13 MACHO 15 COCKER SPANIEL
14 FEMEA 13 GOLDEN RETRIEVER
15 MACHO 8 SRD
16 MACHO 14 YORKSHIRE TERRIER
17 MACHO 12 SRD
18 MACHO 8 ROTTWEILER
19 MACHO 10 DOG ALEMAO
20 MACHO 8 PASTOR ALEMAO
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21 MACHO 11 SRD
22 FEMEA 13 ROTTWEILER
23 FEMEA 17 SRD

24 FEMEA 11 SRD

25 FEMEA 10 COCKER SPANIEL
26 FEMEA 14 SRD

27 MACHO 13 SRD

28 FEMEA 14 BEAGLE

O tratamento dirigido ao linfoma, nestes animais, foi 0 mesmo para todos

numa fase inicial. O protocolo CHOP utilizado no Centro Veterinario Berna foi

também suplementado com o tratamento de suporte gastrointestinal.

Foram determinados os estadios em que se encontrava cada animal

segundo a tabela de referéncia da OMS. Sendo que se tratavam de linfomas

multicéntricos, ou seja com envolvimento nodal indicativo de doenca sistémica,

foram classificados como no minimo nivel Ill, em que apenas uma regido esta

afetada, e de nivel 1V, quando todos os ganglios periféricos estdo palpaveis
(Tabela 8).

Foram ainda descritos os valores de sobrevivéncia até a data, e o tipo

de células afetadas (linfoma de células B ou T)

Tabela 8. Apresentacéo clinica do linfoma, sinais clinicos, estadio clinico (a- auséncia de sinais clinicos e
b- presenca de sinais clinicos, no momento do diagnostico), tratamento e tempo de sobrevivéncia, dos
casos que comp6e o Grupo 2.

CASO Apresentagao Sinais clinicos Estadio Fendtipo  Tratamento Tempo de
Ne Clinica Clinico (OMS) Sobrevivéncia
(dias)
Multicéntrico  Assintomatico IVa CHOP 210
2 Multicéntrico  Assintomatico IVa CHOP 201
3 Multicéntrico  Anorexia, IVb B CHOP até 25/4/2014
Prostragao
4  Multicéntrico  Assintomatico IVa B CHOP até 25/4/2014
5 Multicéntrico Anorexia, Dispneia Vb B CHOP até 25/4/2014
6 Multicéntrico  Assintomatico IVa B CHOP até 25/4/2014
7 Multicéntrico  Assintomatico IVa B CHOP 98
8 Multicéntrico Anorexia, Vomitos IVb B CHOP 134
9 Multicéntrico  Assintomatico IVa T CHOP 237
10 Multicéntrico Vémitos, Diarreia IVb B CHOP 230
11 Multicéntrico  Assintomatico IVa B CHOP 144
12  Multicéntrico Diarreia, Vomitos, IVb B CHOP 330
anorexia
13 Multicéntrico Tosse, Anorexia IVb B CHOP 45
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14 Multicéntrico Tosse, Prostracao IVb B CHOP 70

15 Multicéntrico  Assintomatico IVa B CHOP 206

16 Multicéntrico Assintomatico IVa B CHOP 133

17 Multicéntrico Anorexia, IVb B CHOP 189
Prostragao

18 Multicéntrico Assintomatico IVa B CHOP 95

19 Multicéntrico Diarreia IVb B CHOP 629

20 Multicéntrico Assintomatico IVa B CHOP 128

21 Multicéntrico  Assintomdtico IVa B CHOP 78

22 Multicéntrico Cegueira, Anorexia, Vb B CHOP 236
prostragao

23 Multicéntrico Anorexia, Vomitos IVb B CHOP 81

24  Multicéntrico Anorexia, b B CHOP 425
Prostracao

25 Multicéntrico  Assintomatico IVa CHOP 156

26  Multicéntrico Anorexia IVb CHOP até 25/4/2014

27 Hepato- Vémitos, Diarreia IVb CHOP 127

Esplénico
28 Multicéntrico Assintomatico Il a B CHOP até 25/4/2014

4.1.3. METODO DE ELISA

No laboratério, foi realizado o teste de ELISA para as 80 amostras,
através do kit de ELISA EVL® para detecao de anticorpos policlonais anti HVC-
1, IgG e IgM. Trata-se de um teste qualitativo com um cutoff de 1:100, o que
significa que acima deste valor, o resultado é positivo para anticorpos HVC-1 e

um valor inferior indica que a amostra € negativa para 0s mesmos anticorpos.

Protocolo utilizado (gentiimente cedido pelo laboratério INNO® que o
realizou):

A. Lavagem :

1. A placa deve ser virada ao contrario e ligeiramente agitada para
remover o tampéao de cada poco.

2. Deve encher-se cada poco com 250 pl da solucéo de lavagem.

3. Os passos 1 e 2 devem ser repetidos pelo menos 4 vezes.

4. A placa deve ser reposicionada virada para baixo, sobre papel
absorvente, e deve bater-se firmemente para remover os vestigios de solucéo

de lavagem remanescente nos pogos.
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5. Deve ter-se o0 cuidado de assegurar que 0S pPocos nao estédo
completamente secos antes de usar o reagente seguinte.

B. Teste:

1. Proceder a lavagem de acordo com o protocolo, apos ter o cuidado de
diluir 200x em agua desionizada a solucao de lavagem providenciada pelo kit.

2. Teste qualitativo: realizar uma diluicdo de 1:100 de cada amostra em
tamp&o ELISA numa microplaca. Fazer diluigdo de 1:50 do controlo positivo e do
controlo negativo.

3. Transferir 100 pl de cada diluicdo para cada poco das microplacas
revestidas previamente com antigénio HVC-1

4. Selar e incubar durante 60 min, a temperatura de 37°C.

5. Repetir o0 passo 1.

6. Colocar 100 ul do anticorpo conjugado anti-HVC-1 em todos 0s pocos.

7. Selar e incubar durante 60 min, a temperatura de 37°C.

8. Repetir o passo 1.

9. Misturar cuidadosamente partes iguais do tampé&o A e do tampéao B.
Esta solucdo deve ser preparada imediatamente antes de ser usada. Colocar
100 pl do substrato em cada poco e incubar durante 15-25 min, a temperatura
ambiente (21°C)

10. Adicionar 50 pl da solucéo de bloqueio em cada poco e misturar bem.

11. Ler os resultados de densidade optica (OD — optical density)
imediatamente, no prazo de 10 min, a 450 nm. Usar como referéncia um
comprimento de onda de 620nm.

C. Interpretacao dos resultados:

1. A amostra é considerada positiva se a OD for 2.5 vezes superior a OD

do controlo negativo.
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4.2. RESULTADOS

Das 52 amostras do grupo 1, 51 amostras foram positivas evidenciando

a presenca de anticorpos HVC-1, e apenas uma amostra, pertencente a uma

cadela, revelou ser negativa, resultando em 98% de cées seropositivos para o

grupo 1 (Tabela 9). Os testes realizados foram devidamente validados pelos

respetivos controlos positivos e negativos, de acordo com o kit utilizado.

Tabela 9. Resultados do teste para dete¢éo de anticorpos HVC-1. Grupo 1.

CASO N¢ GENERO IDADE RACA HVC
1 MACHO 4 BULLDOG FRANCES POSITIVO
2 FEMEA 1 BULLDOG FRANCES POSITIVO
3 FEMEA 6 BULLDOG FRANCES POSITIVO
4 FEMEA 4 PINSCHER POSITIVO
5 FEMEA 2 PINSCHER POSITIVO
6 FEMEA 1 PINSCHER POSITIVO
7 MACHO 4 YORKSHIRE TERRIER POSITIVO
8 FEMEA 4 YORKSHIRE TERRIER POSITIVO
9 FEMEA 4 YORKSHIRE TERRIER POSITIVO
10 FEMEA 6 PINSCHER POSITIVO
11 FEMEA 6 PINSCHER POSITIVO
12 FEMEA 6 PINSCHER POSITIVO
13 FEMEA 7 COCKER SPANIEL POSITIVO
14 MACHO 8 BASSET HOUND POSITIVO
15 FEMEA 3 BASSET HOUND POSITIVO
16 FEMEA 5 COCKER SPANIEL POSITIVO
17 FEMEA 7 COCKER SPANIEL POSITIVO
18 FEMEA 8 BASSET HOUND POSITIVO
19 FEMEA 1 COCKER SPANIEL POSITIVO
20 MACHO 2 COCKER SPANIEL POSITIVO
21 MACHO 2 PINSCHER POSITIVO
22 FEMEA 4 PINSCHER POSITIVO
23 FEMEA 4 PINSCHER POSITIVO
24 FEMEA 3 BULLDOG INGLES POSITIVO
25 FEMEA 4 BULLDOG FRANCES POSITIVO
26 FEMEA 3 SHIH TZU POSITIVO
27 FEMEA 4 BULLDOG INGLES POSITIVO
28 MACHO 2 CHIHUAHUA POSITIVO
29 FEMEA 3 PINSCHER POSITIVO
30 MACHO 6 PINSCHER POSITIVO
31 MACHO 3 CHIHUAHUA POSITIVO
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32 FEMEA 7 PINSCHER POSITIVO
33 FEMEA 6 PINSCHER NEGATIVO
34 MACHO 4 BULLDOG FRANCES POSITIVO
35 FEMEA 3 BULLDOG FRANCES POSITIVO
36 MACHO 2 BULLDOG FRANCES POSITIVO
37 FEMEA 3 BULLDOG FRANCES POSITIVO
38 FEMEA 4 BULLDOG FRANCES POSITIVO
39 FEMEA 5 BULLDOG FRANCES POSITIVO
40 FEMEA 2 BULLDOG FRANCES POSITIVO
41 FEMEA 2 PUG POSITIVO
42 FEMEA 2 PUG POSITIVO
43 FEMEA 4 SPITZ ALEMAO POSITIVO
44 FEMEA 4 BULLDOG FRANCES POSITIVO
45 MACHO 7 PUG POSITIVO
46 MACHO 4 SPITZ ALEMAO POSITIVO
47 FEMEA 5 SPITZ ALEMAO POSITIVO
48 FEMEA 3 CHIHUAHUA POSITIVO
49 FEMEA 3 CHIHUAHUA POSITIVO
50 FEMEA 3 BULLDOG FRANCES POSITIVO
51 FEMEA 3 BULLDOG FRANCES POSITIVO
52 FEMEA 1 BULLDOG FRANCES POSITIVO

No que respeita a idade dos animais do grupo 1, a fémea em que néo
foram detetados anticorpos HVC-1 tinha seis anos e era da racga Pinscher. Os
restantes animais foram todos positivos.

Relativamente ao estudo da presenca de anticorpos HVC-1 em cadelas
com historial de problemas reprodutivos e perda de ninhadas, todas revelaram
ser portadoras de anticorpos HVC-1, sendo que a Unica cadela do grupo 1
negativa para esta patologia ndo apresentava nenhum destes problemas.

Em relagdo aos machos, nao foram descritos quaisquer sintomas a nivel
reprodutivo, no entanto todos estes revelaram ser portadores de anticorpos HVC-
1.

Dos sintomas reprodutivos registados em fémeas, verificou-se uma
maior frequéncia da intervencéao de parto distécico (n = 4), morte do recém-
nascido na 12 semana apos o parto (n = 4), e com menor frequéncia cio
silencioso, dificuldade em ficar gestante, morte dos cachorros até as 8 semanas
apos o parto, nados mortos, vaginite e prolapso vaginal, com um caso cada
(Tabela 10).
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Tabela 10. Resultados da detecéo de anticorpos HVC-1, de acordo com a presenca de
problemas reprodutivos para o grupo 1.

CASO N@ HVC PROBLEMAS REPRODUTIVOS
3 POSITIVO Nados mortos
9 POSITIVO Cios silenciosos
15 POSITIVO Parto distécico
24 POSITIVO Vaginite
25 POSITIVO Dificuldade em ficar gestante
27 POSITIVO Parto distécico
35 POSITIVO Parto distécico
39 POSITIVO Parto distécico
41 POSITIVO Prolapso vaginal
43 POSITIVO Morte na 12 semana pds parto
47 POSITIVO  Morte na 12 semana e até as 8 semanas pds parto
48 POSITIVO Morte na 12 semana pds parto
49 POSITIVO Morte na 12 semana pods parto
50 POSITIVO Morte na 12 semana pds parto

Nao foram reportados sinais clinicos respiratérios, oculares ou lesdes
vesiculares. Nenhum dos animais se encontrava a fazer tratamento com
esteroides, sendo que neste caso 0s Unicos fatores de imunossupressao
possiveis 0 stresse e gestacao.

Das 28 amostras do grupo 2, 16 amostras foram positivas evidenciando
a presenca de anticorpos HVC-1, e 12 amostras revelaram ser negativas (Tabela

11), resultando em 57% de cédes seropositivos para o grupo 2 (Figura 10).

Tabela 11. Resultados do teste para detecdo de anticorpos HVC-1. Grupo 2.

CASONe  GENERO IDADE RACA HVC
1 FEMEA 9 LABRADOR RETRIEVER POSITIVO
2 FEMEA 9 SRD POSITIVO
3 MACHO 13 GOLDEN RETRIEVER POSITIVO
4 MACHO 12 WEST HIGHLAND WHITE TERRIER POSITIVO
5 FEMEA 9 SRD NEGATIVO
6 FEMEA 14 WEST HIGHLAND WHITE TERRIER NEGATIVO
7 FEMEA 8 SRD POSITIVO
8 MACHO 12 SRD POSITIVO
9 MACHO 7 FILA'S. MIGUEL POSITIVO
10 MACHO 5 SRD POSITIVO
11 FEMEA 8 LABRADOR RETRIEVER POSITIVO
12 FEMEA 5 SRD NEGATIVO
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13 MACHO 15 COCKER SPANIEL NEGATIVO

14 FEMEA 13 GOLDEN RETRIEVER POSITIVO
15 MACHO 8 SRD POSITIVO
16 MACHO 14 YORKSHIRE TERRIER POSITIVO
17 MACHO 12 SRD POSITIVO
18 MACHO 8 ROTTWEILER POSITIVO
19 MACHO 10 DOG ALEMAO NEGATIVO
20 MACHO 8 PASTOR ALEMAO NEGATIVO
21 MACHO 11 SRD POSITIVO
22 FEMEA 13 ROTTWEILER NEGATIVO
23 FEMEA 17 SRD NEGATIVO
24  FEMEA 11 SRD NEGATIVO
25 FEMEA 10 COCKER SPANIEL NEGATIVO
26 FEMEA 14 SRD NEGATIVO
27 MACHO 13 SRD NEGATIVO
28 FEMEA 14 BEAGLE POSITIVO

TESTE HVC-1 GRUPO 2

= NEGATIVO
= POSITIVO

Figura 10. Gréfico ilustrativo do niumero de animais positivos e negativos para HVC-
1, do Grupo 2.



Relativamente a idade dos animais do grupo 2, a relagdo do numero de

animais positivos e negativos relativamente a faixa etéria, e tendo em conta que

a amostra era composta apenas por animais a partir dos 5 anos de idade, a

distribuicdo de animais com e sem anticorpos para HVC-1 é homogénea dentro

das varias idades, como representado na tabela 12.

Tabela 12. Relacdo da idade como o numero de animais positivos e
negativos para a presenca de HVC-1 no grupo 2.

CASO N2 IDADE HVC CASO N¢  IDADE HVC
1 9 POSITIVO 15 8 POSITIVO
2 9 POSITIVO 16 14 POSITIVO
3 13 POSITIVO 17 12 POSITIVO
4 12 POSITIVO 18 8 POSITIVO
5 9 NEGATIVO 19 10 NEGATIVO
6 14 NEGATIVO 20 8 NEGATIVO
7 8 POSITIVO 21 11 POSITIVO
8 12 POSITIVO 22 13 NEGATIVO
9 7 POSITIVO 23 17 NEGATIVO
10 5 POSITIVO 24 11 NEGATIVO
11 8 POSITIVO 25 10 NEGATIVO
12 5 NEGATIVO 26 14 NEGATIVO
13 15 NEGATIVO 27 13 NEGATIVO
14 13 POSITIVO 28 14 POSITIVO

Em relacéo as racas dos cdes que compunham o grupo 2, a distribuicédo

de individuos positivos e negativos para HVC-1 nos cdes sem raca definida € de

6 negativos e 7 positivos. Os casos n° 19, 13, 25 e 20, da raga Dogue Alemao,

Cocker Spaniel, e Pastor Alemao, foram as Unicas racas que nao apresentaram

animais seropositivos, como demonstra a Tabela 13.
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Tabela 13. Relagdo do niumero de animais positivos e negativos para HVC-1 e respetivas ragas, no

Grupo 2.
CASO N2 RACA HVC CASO N¢ RACA HVC
1 LABRADOR RETRIEVER POSITIVO 15 SRD POSITIVO
2 SRD POSITIVO 16 YORKSHIRE POSITIVO
TERRIER

3 GOLDEN RETRIEVER POSITIVO 17 SRD POSITIVO

4 WEST HIGHLAND POSITIVO 18 ROTTWEILER POSITIVO
WHITE TERRIER

5 SRD NEGATIVO 19 DOG ALEMAO NEGATIVO

6 WEST HIGHLAND NEGATIVO 20 PASTOR ALEMAO  NEGATIVO
WHITE TERRIER

SRD POSITIVO 21 SRD POSITIVO

SRD POSITIVO 22 ROTTWEILER NEGATIVO

FILA S. MIGUEL POSITIVO 23 SRD NEGATIVO

10 SRD POSITIVO 24 SRD NEGATIVO

11 LABRADOR RETRIEVER POSITIVO 25 COCKER SPANIEL  NEGATIVO

12 SRD NEGATIVO 26 SRD NEGATIVO

13 COCKER SPANIEL NEGATIVO 27 SRD NEGATIVO

14 GOLDEN RETRIEVER POSITIVO 28 BEAGLE POSITIVO

Em relacdo ao género, a distribuicdo de casos positivos e negativos

revela uma maior concentracdo de casos positivos em machos e casos negativos

em fémeas, ou seja 66% dos animais negativos para anticorpos anti HVC1 séo

fémeas e 63% dos animais positivos sdo machos, (Figura 11), como demonstra
a Tabela 14.

Tabela 14. Relagdo do numero de animais positivos e negativos para
HVC-1 e respetivo género, no Grupo 2.

CASO N2  GENERO HVC CASO N2 HVC
1 FEMEA  POSITIVO 15 MACHO POSITIVO
2 FEMEA  POSITIVO 16 MACHO POSITIVO
3 MACHO  POSITIVO 17 MACHO POSITIVO
4 MACHO  POSITIVO 18 MACHO POSITIVO
5 FEMEA NEGATIVO 19 MACHO NEGATIVO
6 FEMEA NEGATIVO 20 MACHO NEGATIVO
7 FEMEA  POSITIVO 21 MACHO POSITIVO
8 MACHO  POSITIVO 22 FEMEA NEGATIVO
9 MACHO  POSITIVO 23 FEMEA NEGATIVO
10 MACHO  POSITIVO 24 FEMEA NEGATIVO
11 FEMEA  POSITIVO 25 FEMEA NEGATIVO
12 FEMEA NEGATIVO 26 FEMEA NEGATIVO
13 MACHO NEGATIVO 27 MACHO NEGATIVO
14 FEMEA  POSITIVO 28 FEMEA POSITIVO
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Figura 11. Gréfico representativo do nimero de animais positivos e negativos para
HVC-1 consoante o género, no Grupo 2.

Em relacdo ao estado reprodutivo dos animais que compde este grupo

foi possivel verificar que a maioria dos animais, positivos para HVC-1, sdo

animais inteiros (n=13), ou seja, fémeas e machos que nao foram esterilizados

(Tabela 15). Relativamente aos animais esterilizados, que se tratavam apenas

de fémeas, a distribuicdo de casos positivos e negativos revela-se homogénea,

como demonstrado na Figura 12.

Tabela 15. Relagcdo do niumero de animais positivos e negativos para HVC-1 e respetivo
estado reprodutivo, no Grupo 2.

CASO HVC ESTADO CASO HVC ESTADO
Ne REPRODUTIVO 2 REPRODUTIVO
1 POSITIVO  OVH/CASTRAGAO 15 POSITIVO INTEIRO
2 POSITIVO  OVH/CASTRAGAO 16 POSITIVO INTEIRO
3 POSITIVO INTEIRO 17 POSITIVO INTEIRO
4 POSITIVO INTEIRO 18 POSITIVO INTEIRO
5 NEGATIVO INTEIRO 19 NEGATIVO INTEIRO
6 NEGATIVO OVH/CASTRAGAO 20 NEGATIVO INTEIRO
7 POSITIVO INTEIRO 21 POSITIVO INTEIRO
8 POSITIVO INTEIRO 22 NEGATIVO INTEIRO
9 POSITIVO INTEIRO 23 NEGATIVO OVH/CASTRAGAO
10 POSITIVO INTEIRO 24 NEGATIVO INTEIRO
11 POSITIVO  OVH/CASTRAGAO 25 NEGATIVO INTEIRO
12 NEGATIVO INTEIRO 26 NEGATIVO OVH/CASTRAGAO
13 NEGATIVO INTEIRO 27 NEGATIVO INTEIRO
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Figura 12. Grafico representativo do nimero de animais positivos e negativos para
HVC-1 consoante o estado reprodutivo, no Grupo 2.

No que toca a sintomatologia apresentada, no momento do diagnostico
pelos animais que compreendem o Grupo 2 (Tabela 16) ndo apresentavam
registo de sinais clinicos carateristicos de HVC-1. Relativamente a outros
sintomas, verificou-se um maior nimero de animais positivos sem sintomatologia

(n=11), como se pode verificar na Figura 13.
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Tabela 16. Relagdo do nimero de animais positivos e negativos para HVC-1 e
sintomatologia.

CASO N¢ HVC SINAIS CLINICOS
1 POSITIVO Assintomatico
2 POSITIVO Assintomatico
3 POSITIVO Anorexia, Prostracao
4 POSITIVO Assintomatico
5 NEGATIVO Anorexia, Dispneia
6 NEGATIVO Assintomatico
7 POSITIVO Assintomatico
8 POSITIVO Anorexia, Vémitos
9 POSITIVO Assintomatico
10 POSITIVO Vémitos, Diarreia
11 POSITIVO Assintomatico
12 NEGATIVO Diarreia, Vomitos, anorexia
13 NEGATIVO Tosse, Anorexia
14 POSITIVO Tosse, Prostragao
15 POSITIVO Assintomatico
16 POSITIVO Assintomatico
17 POSITIVO Anorexia, Prostracao
18 POSITIVO Assintomatico
19 NEGATIVO Diarreia
20 NEGATIVO Assintomatico
21 POSITIVO Assintomatico
22 NEGATIVO Cegueira, Anorexia, prostragao
23 NEGATIVO Anorexia, Vomitos
24 NEGATIVO Anorexia, Prostracao
25 NEGATIVO Assintomatico
26 NEGATIVO Anorexia
27 NEGATIVO Vémitos, Diarreia
28 POSITIVO Assintomatico
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Figura 13. Gréfico representativo do numero de animais positivos e negativos para

HVC-1 consoante a sintomatologia, ho Grupo 2

Com o estudo da prevaléncia do HVC-1 em comparacédo com o estadio

clinico em que se encontrava cada animal (Tabela 17), verificou-se uma maior

tendéncia de animais positivos para HVC-1 durante o estadio “IV a” (n=10), e

animais negativos no estadio “IV b” (n=8) (Figura 14).

Tabela 17. Relacdo do nimero de animais positivos e negativos para estadio clinico (OMS).

CASO N¢ HVC Estadio Clinico CASO HVC Estadio Clinico
(OMS) e (OMS)
1 POSITIVO IVa 15 POSITIVO IVa
2 POSITIVO IVa 16 POSITIVO IVa
3 POSITIVO IVb 17 POSITIVO IVb
4 POSITIVO IVa 18 POSITIVO IVa
5 NEGATIVO IVb 19 NEGATIVO IVb
6 NEGATIVO IVa 20 NEGATIVO IVa
7 POSITIVO IVa 21 POSITIVO IVa
8 POSITIVO Vb 22 NEGATIVO IVb
9 POSITIVO IVa 23 NEGATIVO IVb
10 POSITIVO Vb 24 NEGATIVO b
11 POSITIVO IVa 25 NEGATIVO IVa
12 NEGATIVO Vb 26 NEGATIVO IVb
13 NEGATIVO IVb 27 NEGATIVO IVb
14 POSITIVO Vb 28 POSITIVO Il a
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Figura 14. Grafico representativo do niumero de animais positivos e negativos para
HVC-1 consoante o estadio clinico, no Grupo 2.

4.3. DISCUSSAO

Ambos o0s grupos apresentaram seroprevaléncia elevada, superior a
95% no Grupo 1, e 57% no Grupo 2, o que esta de acordo com os trabalhos que
tém vindo a ser desenvolvidos por varios autores, que revelam uma
seroprevaléncia de cerca de 40% a 88%, do HVC-1, na populagdo mundial
canina (Rijsewijk et al., 1999; Morresey, 2003; Ronsse et al., 2005; Acar et al.,
2009; Evermann&Kennedy, 2010; Kawakami et al., 2010; Krogenaes et al.,
2012).

Em relagdo ao grupo 1 verificou-se existéncia de apenas um animal que
nao apresentava anticorpos HVC-1. Corresponde ao caso n° 33, uma fémea com
6 anos de idade, de raca Pinscher. O facto de existir neste grupo mais animais
desta raca, idade e sexo, que apresentaram anticorpos HVC-1, impossibilita a
averiguacao da possibilidade de existir ou ndo predisposicao, para presenca de

HVC-1 consoante a raga, idade e sexo.

63



Os animais que compdem o Grupo 1 pertencem a dois canis diferentes
de proprietarios independentes, em que cada canil era composto por mais de 20
animais cada, tendo-se observado uma seroprevaléncia de 95%, 0 que esta de
acordo com o demonstrado por Ronsee et al (2005), que provou o facto de o
namero de animais positivos para herpesvirus ser bastante superior quando se
tem grupos de 20 ou mais animais, em detrimento de grupos de animais de
menor dimensédo, devendo-se a particularidade de que a vida em grupo potencia
a propagacao deste virus.

Foi possivel verificar que todas as fémeas portadoras de sintomas
reprodutivos suspeitos, eram positivas para o HVC-1 mas que, além dessas, um
n° muito elevado e maioritario de fémeas assintométicas também foram
positivas, indicando elevada prevaléncia do virus em fémeas que vivem em
canis, independentemente de possuirem sintomatologia suspeita. Estes
resultados estédo de acordo com um estufo preconizado por Ronsee et al (2005),
que estudou 27 cadelas de reproducdo, ao longo do ciclo reprodutivo, e
constatou que havia fémeas negativas para HVC-1, que ao longo ciclo, sofreram
alteracdes nos titulos de anticorpos HVC-1 e foram consideradas positivas. A
permanéncia e infecciosidade deste virus, exige a implementacao de medidas
sérias para o seu controlo.

A maioria das perdas das ninhadas, ocorreram durante a primeira
semana de vida dos cachorros, confirmando assim o0 que varios autores tém
vindo a descrever, ou seja, grande parte dos cachorros portadores de HVC-1
acabam por morrer entre a primeira e a terceira semana de idade (Carmichael,
2004; Evermann&Kennedy, 2010; Rootwelt et al., 2011; Greene, 2012; Holst et
al., 2012; Kustritz, 2012).

Os animais que compunham o grupo 1 pertenciam a canis de dimensao
consideravel, coabitando com mais de 20 animais. Estes animais ndo tem a uma
relacdo tao proxima com o dono como 0s animais pertencentes ao grupo 2. A
este facto pode estar associada a auséncia de sinais clinicos respiratérios,
oculares e reprodutivos, ndo pela sua inexisténcia mas pela possibilidade de
poderem passar despercebidos.

No grupo 1, 3 cadelas estavam vacinadas para HVC-1. Apenas a n° 3
apresentava sinais clinicos e por isso foi vacinada, as outras duas foram

vacinadas como medida de prevencdo. No caso da cadela n® 44 a criadora
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registou um aumento do numero de crias por ninhada, visto que antes a media
era de um cachorro por ninhada e apos vacinacao passou a uma média de 3-5
cachorros por ninhada

Seria interessante a realizacao de estudos quantitativos de herpesvirus,
com determinacao de anticorpos HVC-1, consoante o estado reprodutivo em que
a fémea se encontra, avaliando assim a influéncia deste fator, bem como a
realizacdo de testes periddicos para avaliar a seroconversao descrita por alguns
autores, como Ronsee et al (2005), que descreveram que um grupo de caes
inicialmente revelou ser negativo para herpesvirus canino, tendo 40% dos caes
deste grupo sofrido seroconverséo, com presenca de anticorpos HVC-1. Neste
mesmo estudo foi demonstrada uma variagdo nos titulos apresentados.

Em relacdo ao Grupo 2, a seroprevaléncia ndo foi tdo elevada como no
grupo 1. Esta diferenca pode dever-se ao facto dos cdes que compunham a
amostra do 2 pertencerem a donos individuais e ndo a uma colénia como no
Grupo 1, e de ndo apresentarem historial de problemas reprodutivos.

Quanto ao fator idade, este grupo era composto por animais com mais
de 5 anos de idade, sendo que todas as faixas etarias apresentaram animais
positivos e negativos de forma homogénea, exceto 0os animais com 8 e 12 anos
de idade que apresentam 4 e 3 animais positivos para HVC-1, respetivamente,
resultados que se podem dever ao facto de estas duas faixas etarias terem mais
animais representados na amostra do que as restantes.

As ragas representadas neste grupo obtiveram tanto resultados
negativos, como positivos, evidenciando a maioria dos casos positivos e
negativos em animais sem raca definida, no entanto o grupo 2 € composto por
13 animais sem raca definida, pelo que ndo é possivel provar a existéncia de
predisposicao racial visto que quase metade da amostra era composta por
animais sem raca definida.

Relativamente ao género, os resultados obtidos revelam uma clara
tendéncia para animais positivos do sexo masculino, tendo em conta que a
amostra era equitativa em relacdo a ambos os sexos (14 fémeas e 14 machos),
estes resultados vao de encontro aos resultados obtidos por Ronsee et al (2005),
que obteve mais animais, do sexo masculino, positivos para HVC-1.

A maioria dos animais positivos para HVC-1 nao apresentavam qualquer

tipo de sintomatologia (n=11). Apenas nos casos n° 3, 8, 10, 13 e 17, foram
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detetados sinais como anorexia, prostracdo, tosse, vOmito e diarreia, no
momento de diagnostico. E ainda de realcar que todos os animais que indicaram
ser negativos para a presenca de HVC-1 tinham historial de sintomatologia
associada ao linfoma, sendo que havia apenas 3 animais assintomaticos.
Através da comparacéo do estadio (segundo a OMS) em que o animal
se encontrava e da presenca do HVC-1, foi possivel verificar que 10 dos animais
positivos para HVC-1 se encontravam no estadio “IV a” e 8 dos animais negativos
para HVC-1 no estadio “IV b”. Ou seja 63% dos animais positivos apresentava
todos os ganglios periféricos palpaveis mas com auséncia de sinais clinicos, e
66% dos animais negativos apresentava todos os ganglios periféricos palpaveis
com presenca de sinais clinicos, sugerindo assim uma influéncia na presenca do

virus na manifestacao de sinais clinicos.
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5. INFORMACAO A DAR AO PROPRIETARIO

Antes de apresentar os protocolos aos proprietarios devem ser fornecidas
algumas nocodes base, para que estes possam compreender melhor as medidas

gue vao implementar. Segue-se um exemplo da informacao que deve ser dada:

1. Umavez que, nos primeiros dias de vida, o neonato dependente da
progenitora, ndo so para alimentagdo mas também para controlo de temperatura,
conforto, incentivo para a mic¢do e defecacdo, ndo se esqueca de que é
essencial respeitar todos estes parametros quando ndo € possivel ter a

progenitora junto dos cachorros

2. Nao podemos esquecer que no Utero, 0 neonato se encontrava sujeito
a um ambiente com temperatura controlada e constante, agora, depois de
nascer, encontra-se exposto a variacées de temperatura e, como também ainda
dispde de pouca gordura subcutanea, isoladora contra as variacdoes de
temperatura, € essencial ajuda-lo a manter a temperatura corporal.

Naturalmente a progenitora também ajuda os recém-nascidos na
manutencdo da temperatura corporal, no entanto, € necessario controlar a
temperatura ambiental. Para isso, deve:

2.1. Manter nas primeiras 24 horas de vida do neonato uma temperatura
ambiental que deve rondar os 30 a 33°C. Esta deve ser reduzida para os 26 a
30°C nos 3 a 4 dias seguintes.

2.2. Deve ser mantido um registo diario da temperatura corporal, por
forma a confirmar que segue a linha padrao:

a) Na altura do parto € de cerca de 36°C;

b) Poucas horas apdés o parto baixa para os 30°C, voltando depois a subir
para os 38°C;

c) Deve manter nos 7 dias seguintes os 38°C.

3. E essencial monitorizar a alimentacdo dos neonatos e reconhecer
guando é necessario suplementar ou alimentar por outra vias que néo o leite

materno. Quando a fémea estd ausente ou quando por algum motivo nao
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consegue fornecer a quantidade de leite necessaria aos cachorros é essencial
administracao de substitutos deste.

5.1. IMPLEMENTACAO DE UM PROTOCOLO DE CUIDADOS DE
ENFERMAGEM EM NINHADAS SUSPEITAS DE HERPESVIRUS

1. Registar a temperatura dos cachorros diariamente. O proprietario deve manter
0 registo da temperatura (Tabela 18) dos cachorros, de preferéncia sempre a
mesma hora, utilizando um termometro lubrificado com vaselina e
devidamente desinfetado com alcool apos cada utilizacdo. A area que 0s
abrange deve ser devidamente aquecida com recurso a fontes de calor como

luz infravermelha (Figura 11).

Figura 15. Ninhada de bulldog franceses acondicionados com controlo de temperatura e recurso a luz de

infravermelhos (fotografia gentilmente cedida pelo Hospital Veterinario de Viseu SOS Animal)
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Tabela 18. Sugestdo de apresentacdo de um quadro

para registo da temperatura rectal dos neonatos

REGISTO DIARIO DA TEMPERATURA RETAL

DIA  TEMPERATURA DIA  TEMPERATURA

1 16
2 17
3 18
4 19
5 20
6 21
7 22
8 23
9 24
10 25
11 26
12 27
13 28
14 29
15 30

2. A area onde se encontram os cachorros deve contemplar uma area distante
da fonte de calor, para onde a progenitora se possa dirigir para evitar
sobreaquecimento. Deve optar-se por uma estrutura de madeira, em forma de
caixilho, com largura, comprimento e altura adequada a raca em questao,
permitindo assim que a fémea consiga entrar e sair facilmente, sem que 0s

cachorros consigam sair.

3. O proprietario deve certificar-se de que todos os cachorros ingerem o colostro.
Durante os primeiros dez dias de vida, o sistema imunitario do neonato ainda
se encontra em desenvolvimento, pelo que deve ingerir o colostro da méae
imediatamente apds parto, conferindo alguma imunidade a infegdes,
causadas por virus e bactérias, através dos anticorpos da progenitora. Os

cachorros devem comecar a mamar pouco depois de nascerem. O
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proprietario deve assegurar que todos os cachorros tém acesso ao colostro

nas primeiras 24 horas de vida.

4. Os neonatos tém poucas reservas de gordura e a capacidade metabdlica de
gerar glucose a partir dos seus percursores € limitada. No caso de cachorros
alimentados com dietas de substituicdo, as doses recomendadas sao cerca
de 133 calorias por quilo por dia, na primeira semana, 155 calorias na segunda
semana, 175 a 198 na terceira semana, e por fim, 220 calorias na quarta
semana. Os cachorros devem ganhar cerca de 2 a 7g por dia, ou seja
aumentar o se peso corporal em 5 a 10%, sendo que 10 a 12 dias ap0s o parto
0 Seu peso a atingir deve ser o dobro do peso do primeiro dia de vida.

/_\

semana

© 133 kcal/Kg/dia

42 semana

. 14-49dga 2;:;120 fim 155 kcal/Kg/dia *175-198 kcal/Kg/dia
eno fim desta semana o 220 kcal/Kg/dia

animal deve pesar o
dobro do que pesava

- no 12 dia de vida
IENCINERE!

RENIENRE!

Ex: um cado de raca média, deve ter entre 250 gramas a 350 gramas
guando nasce.

Assumindo o valor de 350 gramas de peso vivo do cachorro este deve
ingerir cerca de 47 kcal no primeiro dia. Devido ao rapido crescimento devem ser
pesados diariamente e as quantidades ajustadas. Se no final da semana o cao
tiver mais 25 gramas a energia requerida € de cerca de 50 kcal.

Este exemplo deve ser aplicado para as semanas seguintes, ajustando

0 peso e a energia requerida consoante a idade.

70



5. Assim, para se certificar que o cachorro vai aumentando de peso, de forma
equilibrada, o proprietario deve registar diariamente o peso dos cachorros,
sempre a mesma hora, antes da amamentacdo, durante as 2 primeiras

semanas, e, posteriormente, de 3 em 3 dias até as 4 semanas (Tabela 19).

Figura 16. Alimentagdo com recurso a biberon (fotografia gentilmente cedida por Hospital Veterinario de
Viseu-SOS Animal)

Tabela 19. Sugestédo de apresentacdo de um quadro para registo do
peso vivo dos neonatos.

REGISTO DO PESO NAS PRIMEIRAS DUAS SEMANAS DE VIDA

DIA PESO KG

I |IN|[O|UV | |WIN|F
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10
11
12
13
14
15

REGISTO DO PESO A PARTIR DAS 2 SEMANAS ATE AS 4
SEMANAS DE IDADE

DIA PESO KG
18
21
24
27
30

Figura 17. Monitorizac&o do peso do neonato (Adapptado de Moxon &
England, 2012)

. Os cachorros devem ser mantidos em boas condi¢des de higiene e longe de
possiveis focos de infecdo como outros cdes do canil, idealmente em
compartimentos isolados, sem acesso a outros animais. A limpeza dos canis
deve ser feita diariamente. Um exemplo eficaz € a limpeza com lixivia diluida

(1litro de lixivia em 30 litros de agua) ou a clorohexidina.
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No caso de desenvolvimento de sinais clinicos de HVC-1 nos
cachorros, devem ser prestados cuidados adicionais, através do médico e

enfermeiro veterinério, os quais incluem:

1. Principalmente quando a progenitora ndo tem anticorpos contra HVC-1, a
administracdo de soro de um céo seropositivo pode conferir alguma
imunidade aos cachorros. Para tal & necesséario o controlo de animais
seropositivos atraves de testes seroldgicos regulares. Pode ser feita também
a administracdo de soro da progenitora se esta for seropositiva, em conjunto
com o colostro, reforgando assim a imunidade dos cachorros. Esta medida s6
é eficaz quando a infecdo ndo € generalizada. A partir do momento em que
surgem o0s sinais clinicos, a administracdo de soro subcutaneo ndo tem

qualquer influéncia no decorrer da infecéo.

2. Se 0 neonato nao tiver o reflexo de mamar, pode administrar-se uma solucéo
aguecida de lactato de ringer e com solucao de glucose a 5% via subcutanea,
na dose de 1mM por cada 30 gr de peso vivo, até que o cachorro consiga
mamar ou ser alimentado com férmulas especificas de substituicdo do leite
materno. Pode também recorrer-se ao uso da sonda nasogastrica, para forcar

a alimentacéo.
3. No caso de se comprovar que uma fémea gestante é seropositiva e por forma

a evitar a passagem do HVC-1 para o cachorro, via canal do parto, deve optar-

se por fazer a cesariana e separar a progenitora dos cachorros.
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Proprietario

Regulacgdo e registo
da temperatura dos Venterinario/Enfermeiro vet
cachorros

Cuidados de nutrigdo e
registo do peso
vivo/colostro

5.2. APLICACAO DE UM PROTOCOLO DE CUIDADOS PREVENTIVOS
PARA O HERPESVIRUS CANINO

Para manter as ninhadas viaveis e também toda a colonia saudavel, os

principais cuidados preventivos a aplicar incluem:

1. Aplicacdo do protocolo vacinal para HVC-1, em todas as fémeas de

reproducao, para conferir protecdo a progenitora e também aos neonatos.

2. Realizar inseminagéo artificial, em detrimento da monta natural, para diminuir
a probabilidade de transmissdo de herpesvirus canino A recolha de sémen &

feita pela ajuda do médico ou enfermeiro veterinario. A inseminagéo da fémea
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pode ser realizada logo de seguida, evitando necessidade de recorrer a

métodos de conservacdo do sémen.

3. Isolar animais seropositivos, evitando o contacto com 0s animais saudaveis,

com o intuito de diminuir a probabilidade de haver transmisséo do virus.

4. Para os animais seropositivos, é também recomendavel a a castragdo dos
machos e a esterilizacdo das fémeas, eliminando-os, assim, do programa de

reproducao.

5. Testar os animais recém-adquiridos antes da sua introdu¢do nos canis.

6. Manter instalac6es com ventilacdo e higienizacdo adequada. Sugere-se a
limpeza diaria com desinfetantes comuns, como a lixivia e dissolventes lipidicos,
como &lcool, éter e acetona.

7. Isolar os cachorros dos outros animais pertencentes ao canil, devendo, para
isso, a maternidade estar separada das restantes instalacfes, por forma a
evitar o contacto entre animais e a transmissao do virus, mesmo que a
ninhada seja saudavel e proveniente de parto normal, com a progenitora

saudavel.

8. As fémeas gestantes ou macho e fémea na altura da copula, ndo devem ser

sujeitos a fatores de stresse como viagens, concursos e manipulacéo.
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Cuidados preventivos

Animais Instalacoes

Protocolo vacinal Castracao/OVH higiene adequada

L e isolamento da
Inseminacao artificial

maternidade

Castracao/OVH

Testes HVC-1

Evitar stress




6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que a seroprevaléncia elevada
no grupo 1 se encontra relacionada com a vida em grupo, ja que cada um dos
canis amostrados possuia cerca de 50 animais cada, em contacto uns com 0s
outros, o que é potenciador da transmissdo do virus via oronasal e via genital,
atraveés da copula.

N&o foi encontrada qualquer relagdo significativa entre a
seropositividade ao HVC-1 e o sexo, idade ou raga.

Foi também possivel encontrar uma associacdo positiva de 100% entre
o historial de problemas reprodutivos e perdas de ninhadas com a
seropositividade ao HVC-1, contudo a elevada seropositividade em fémeas
assintomaticas demonstrou a elevada prevaléncia do virus em fémeas de vida
comunitaria, independentemente de possuirem sintomatologia suspeita. Logo, a
permanéncia e disseminacao da infecdo deste virus, exige a implementacao de
medidas sérias para o seu controlo.

N&o foi detetada relacdo entre a seroprevaléncia do herpesvirus e a
presenca de linfoma.

Conclui-se assim, que € imprescindivel que 0s proprietarios ou
responsaveis de canis sejam consciencializados para importancia do HVC-1 e
que o enfermeiro veterinario tenha um papel dindmico na apresentacdo bem
fundamentada, numa fase inicial, e implementacdo, numa segunda fase, de
protocolos de saude, prevencdo e monitorizacdo junto dos mesmos. Estes
protocolos devem incluir um conjunto de medidas eficazes que constituam uma

ajuda prética e objetiva na prevencao da doenca e suas perdas associadas.
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8. ANEXOS

8.1. ANEXO A

PROTOCOLO UTILIZADO NA DETECAO DE
ANTICORPOS HVC-1

CHV ANTIBODY TEST EIT

AnELTSA test to detect anfibodies
against Camine Harpes Vims
in serum ar plasma

(Catmo.: D10M-ABOT)

7-1947
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amd decreass antibody thar.
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VI TUASHMNG PROTOCOL

InFTIEA s teercoevplaned componants paest he mamnmed offi ciarshy bebwnan each feshation s, This is
anhshﬁdh]wumhﬂmddh 'h'mnd.ﬂ:a:laﬂ:.'mﬂmgﬁpmﬁn ot with s o

i reproducib e inar- mim:m:.fmn]:r..I 5 essantial o ﬁ:]]mrﬂn whing procdimes outtined below.
el

Dfarmon] mrashivg

Erypy cach wmll by fromiveg tho meicrosier plam upride doon, Sollowed brya S vertical dowmmad
mooRman 5o e the tarSar

Fill all the wwells with X5 pl wasking sohtion.

This nashing oycle {1 2nd X) sheeeld be carmied oot & ks 4 fimgs,

Trm the plaie tpside dowm and emphy fho wells bya fime vartiol] mecamenr

Placg B0 mared plam on alwortont papar toosl: 2z op So plax Smehy o meamg: amy reidid pashing

sebtios o 2o wnlli
Talkm cam ot nowo of the wells dros o befies the e reagent 15 dispansed.

[

ia e bad b3

=

Taskiog i . .
Thom mrimevorsic plois: i tnused, chock that all vmll are aspirsed hy o] that the
sohfion is comecthy di thie rire of gach well dring wach rincing cycle. The washar dhrmld he

programmed 10 emins 3t ket = maskimg Sk
VI  TESTPROTOCOL

1. Opan fho paciot of sitps. and i out the siope 0 o med. Cover the remoinieg sirps with a part of te
pernaded sead and shore e 2t ~4"C. and nss Soen within 1) &

II.’H.'I:.'EI- o5 e o ooy :h:q:l{:-] mﬂ:rn.'.rJ:lmE m]:h-:n, accoming mmmw

[ )

Mk & ditniSon 1-1{H) of sach srmpls m FITEA buffer in a roumed botiomed ther plais. Meke
a ditetion 1-H) of the (k) pordthe amd negye camtrol
Cumpiiive: Make 3-uep dilwfioes of sach sampls in FTISA beffar, stertng 136 (30; 270 Elljina
rowed hottomed seaother plat. Maks also a 3-aep dilnsion of the posiths and oot control.

i Trensfor 10{) il of this ditetoms o te CHY coaod neicnotir sips.

4. ool amed toabais for 60 mn. 2t 37C

i Washaml
. Disparso 100 pl comgoried anfi-gpacios amtihody do all well
T. Scal amd noohat 60 min at 37C.

g Washam L

1600l srmbrstravis: sofurtiom 1o each wall Incobain 1525 min. at roons emporatme: (211 °C).

chw

85



-1-

10. Add 5l step wobrtion to sach well: powwmll

11. Ead e stvortercy vaban immodtviedy iwitin L0zen 1) a2 430 oes. Useas 2 reforence 2 wannlangth of
i &1

VI PREECAITICNS

- Handdls 2l biclogical patarial 25 though cpabis of manevttng CETV

- Do mant pipertss: iy minrth.

- Do oot et drinke. ek or prapars foods. or apphy cownsetics within the deci proed wor arma

- T is tomic by misbtion, throngh contact with skim or when elloeed:; cteans cam whan handling the
sohema.

- Do mot s compomenis. past the expin dabe and do not mis compomens, fiom difforat serial lots iogether.

- Dptimal resuhts wdll be chbzmed by mﬂn‘mtnﬂmpm:ﬂicnﬁdmﬂmhu

this amw o T

- WEIML uhnmﬂjr% uu;“m-:pum]mm ﬂn:-nulmuﬂ'&nm:\r:mhmdﬂu

mecrotier plag and profect B foem demape: md dint.

Ix VALMATION OF THE TEST

In order 10 confirm apprpria et conditions, the wealk posites comrol shenld pho an armcion = 03060 OD s
o an and point i = #0. The negotive comfrol sheeld grvem an O = 0350 and an ond point o = 30,

X DITERPRETATION OF TESTRESUNLTS

Tz st can be used i tom warys:
2 qalisiroeiy: positive or negA

b ity and point tiar

a A omplo 5 soored positive B e O is highar than 3,5 x 00 of tho negetivg: comml

k. This and peoine tter of the wampls 5 the dilation ndich phes 2 extinctics fust abows (LN 0D i
{45im)

Antthody titers of % and ighar in diwsased anirml: thomimg bms mpgedros of CHL o considared pocitos and

the diong walll be mspecied of sheddimg CHV. A riw in anfibody tiar in a dog with CEH ropresant: am cxgpared,

sk 11 g i

In mmemry: =¥ = o anfihodiss. fomd
o Esgaved. amthodion formd, probably sheddng CEIV, motest In 3 moms
oot divgased. Jowr s, movmalby fivend in complehy recovaned do g o tey
wtill paight b vims camiars.
=Bl0 = kigh ey of anfibodies found in vome sivals ecouered disessed anirml

T aire risk & 0 T parfomeans of thess prodecn i5 assmed by the pechaser. FVT. shall not b lishle for
izmdiTect, special o comsequant©ial dywmapes of 2y kind realing froe me of te podecs.

el
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8.2. ANEXO B

FORMULARIO UTILIZADO NA RECOLHA DE DADOS

DOS CAES UTILIZADOS NO ESTUDO

HERFES VIRUS: )
CUIDAD 05 DE ENFERMAGEM VETERINARIA

modran®

Home do amimal:

Idade:

Eara;

Macto D Femea D
Erado reprodutira;

Higaial d doergas efmmedicasfios:

Preencher se for femea:

Wit para herpesTing s O wio O
Historil reprodaaro:

Hmero de pirbadas e aspa rivhada;

Lhortos?

Difinaldade em ficar pretiva ?

Mirdadas que raoforam bem-axedidas?

T Mhor oo oo

Froblem as reproditimo:
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8.3. ANEXOC

FORMULARIO PREENCHIDO PELO CRIADOR/DONO
DA ASSOCIACAO OU HOTEL

HERFES VIRUS: i
CUIDAD 05 DE ENFERM AGEN VETERINARTA

Cail para fixs de:
1. ibrigp & wimyissbmdorades
b. Hotel (|
. Criagdode dles deraca D
Mimero total de arnrmas:

Mamero de femeas:

Mharero de macheos:

Mharero de mias:

Chsermodes:
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