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RESUMO

O morbilivirus canino (também conhecido como CDV), é considerado um patégeno de
uma doenca infecciosa emergente em animais selvagens e tem demonstrado alta
capacidade de infectar diferentes espécies animais. No entanto, a patogénese da
doenca em espécies selvagens ainda néo esta esclarecida e ha poucas descricbes
de infeccbes por CDV e outros patdégenos virais de doencas infecciosas em animais
selvagens no Brasil. Consequentemente, este estudo investigou a possivel ocorréncia
de doencas virais em quatis (Nasua nasua) no Sul do Brasil, comparando os padrdes
histopatolégicos observados nos quatis com o cdo doméstico e utilizando um
protocolo imuno-histoquimico (IHQ) para identificar a presenca intralesional de
antigenos do CDV, podendo entédo associa-lo a infeccdo. Fragmentos de tecido de
quatis (n = 13) que morreram no Refugio Bioldgico Bela Vista, Foz do Iguagu, Parang,
sul do Brasil, entre 1993 e 2012, foram rotineiramente processados para
histopatologia, a fim de identificar os principais padrdes histopatolégicos em
comparacao aos do cdo domestico. Seccdes duplicadas desses tecidos (pulméo,
figado, bexiga e intestino delgado) foram usados em ensaios IHQ para identificar os
antigenos do CDV, a partir de parafina fixada em formalina (FFPE). Além disso,
seccOes de tecidos FFPE selecionados desses quatis foram utilizados em ensaios
IHQ projetados para identificar antigenos de adenovirus canino tipo 1 e 2 (CAdV-1 e
2) e parvovirus canino tipo 2 (CPV-2). Também foram usados métodos histoquimicos
para possivel identificacdo de agentes de doencas bacterianas e fangicas. Os
principais padrdes histopatolégicos identificados foram pneumonia intersticial (9/13;
69,2%), nefrite intersticial (6/13; 46,2%), enterite atrofica (4/13; 30,8%) e degeneracao
balonosa no epitélio urotelial (3/13; 23,1%). Trés quatis demonstraram
imunorreatividade intralesional e intracitoplasmatica positivas para antigenos de CDV
(3/13; 23,1%). A coloracédo IHQ positiva para antigenos do CDV foi identificada no
citoplasma das células epiteliais dos bréonquios no pulmao, associado a pneumonia
intersticial em todos os quatis (3/3; 100%) que continham os antigenos de CDV.
Adicionalmente, a imunorreatividade intracitoplasmatica positiva para antigenos de
CDV foi identificada nos enterdcitos das criptas de Lieberkhun, nas vilosidades da
mucosa intestinal e nos neurdnios mientéricos do intestino delgado (2/3; 66,7%),
também nas células epiteliais uroteliais da bexiga (2/3; 66,7%). Antigenos de CPV-2,
CAdV-1 e CAdV-2 nao foram identificados em nenhuma amostra de tecido testada e
a coloracdo histoquimica ndo demonstrou organismos fangicos e/ou bacterianos
associados as lesdes descritas acima. Esses achados indicam que esses quatis foram
infectados por CDV e desenvolveram lesbes com padrdes histopatolégicos
semelhantes aos observados nos cdes domesticos, sugerindo que essa espécie
selvagem pode atuar como hospedeiro potencial para o CDV.

Palavras-chave: Virus da cinomose. Doencgas infecciosas emergentes. Patologia
comparada. Carnivoros silvestres. Procionideos.
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ABSTRACT

Canine morbillivirus (also known as canine distemper virus, CDV), is considered as an
emerging infectious disease pathogen for wild animals and has demonstrated elevated
capacity to infect different species of animals. However, the pathogenesis of the
disease in wildlife species remains unclear and there are few descriptions of infections
due to CDV and other viral infectious disease pathogens in wild animals from Brazil.
Consequently, this investigated the possible occurrence of viral disease in coatis
(Nasua nasua) from Southern Brazil, by comparing the histopathological patterns
observed in coatis with those of the domestic dog and then used an
immunohistochemical (IHC) protocol to identify the intralesional presence of antigens
of CDV; thereby, associating CDV with infection. Tissue fragments (n = 13) of coatis
(Nasua nasua) that died at the Bela Vista Biological Refuge, Foz do Iguagu, Parana,
southern Brazil, between 1993 and 2012, were routinely processed to identify
histopathologic patterns associated with infectious disease agents of the domestic dog.
Duplicate sections of these tissues (lung, liver, urinary bladder and small intestine)
were used in an IHC assay designed to identify antigens of CDV from formalin-fixed
paraffin-embedded (FFPE). Additionally, selected FFPE tissues sections from these
coatis were used in IHC assays designed to identify antigens of canine adenovirus
type 1 and 2 (CAdV-1 and 2) and canine parvovirus type 2 (CPV-2). Furthermore,
histochemical methods were used to identify possible bacterial or fungal disease
agents. The main histopathological patterns observed were interstitial pneumonia
(9/13; 69.2%), interstitial nephritis (6/13; 46.2%), atrophic enteritis (4/13; 30.8%) and
ballooning degeneration of urothelial epithelium (3/13; 23.1%). Three coatis (3/13;
23.1%) demonstrated positive intralesional, intracytoplasmic immunoreactivity to
antigens of CDV. A positive immunohistochemical staining for CDV antigens was
identified in the bronchial epithelial cells of the lungs diagnosed with interstitial
pneumonia in all coatis (3/3; 100%) that contained CDV antigens. Additionally, positive
intracytoplasmic immunoreactivity to CDV antigens were identified within the
enterocytes of the Lieberkhun crypts, intestinal mucosa villus, and myenteric neurons
of the small intestinal (2/3; 66.7%) and in the degenerated urothelial epithelial cells of
the urinary bladder (2/3; 66.7%). CPV-2, CAdV-1 and CAdV-2 antigens were not
identified in any tested tissue sample; while, the histochemical stain did not identify
fungal or bacterial organism associated with the above described lesions. These
findings indicate that these coatis were infected by CDV and developed similar
histopathologic patterns as observed in the domestic dog, suggesting that this wild
species may serve as a potential host for CDV.

Key words: Canine distemper virus. Emerging infectious diseases. Comparative
pathology. Wild carnivores. Procionids.
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1 INTRODUCAO

A cinomose é uma doenga infectocontagiosa que vem sendo
estudada ha mais de dois séculos e ainda n&o esta completamente compreendida (De
Vries et al., 2014). O virus da cinomose (CDV) é membro da familia Paramyxoviridae,
género Morbillivirus, intimamente relacionado com outros morbilivirus (Headley et al.,
2012), como o virus do sarampo e o virus da peste bovina, todos responsaveis por
epidemias devastadoras (De Vries et al., 2014; Uhl et al., 2019). Esses trés virus séo
considerados como primordiais do género (Uhl et al., 2019) e atualmente o género
tem mais quatro espécies; o virus da peste dos pequenos ruminantes, virus da
cinomose das focas, o morbilivirus cetaceo e o morbilivirus felino (Woo et al., 2012;
Nambulli et al., 2016). O CDV, assim como o virus do sarampo e da peste bovina,
possui RNA ndo segmentado, de sentido negativo, com genoma de fita simples
contendo sete genes que codificam os mesmos grupos de proteinas (Rima e Duprex,
2006).

A doenga induzida por morbilivirus € semelhante entre as espécies,
variando de subclinica a letal (Uhl et al., 2019). A doenga clinica geralmente resulta
em febre, problemas respiratorios, gastrointestinais e, por vezes, dermatites (Beineke
et al., 2009). Com excecao do virus da peste bovina, os morbilivirus produzem lesdes
no sistema nervoso central, podendo desenvolver a doenga crénica (Summers e
Appel, 1994; Vandevelde e Zurbriggen, 1995; Headley et al., 2009; Uhl et al., 2019).
O CDV é considerado um virus emergente mundialmente em espécies selvagens e
tem sido relatado causando infecgdo em diversas espécies diferentes, incluindo
primatas ndo humanos (Martinez-Gutierrez e Ruiz-Saenz, 2016; Loots et al., 2017).

Investigagdes sorolégicas demonstraram a magnitude do virus da
cinomose na vida selvagem, como por exemplo no Parque Nacional do Serengeti,
Tanzania, onde o cao doméstico foi considerado responsavel pela disseminacado do
CDV aos ledes (Panthera leo) e também a outros carnivoros selvagens, que
permaneceram como hospedeiros subclinicos e fontes potenciais de infeccdo dentro
desse ecossistema (Viana et al., 2015). No Brasil, poucos estudos investigaram a
participacdo de patdgenos de doencgas infecciosas na fauna silvestre quando
comparados a Europa e América do Norte. No entanto, a maioria dos estudos
publicados, confirma a participagéo de infecgdes induzidas por CDV na vida selvagem,

como por exemplo em furdo-grande (Galictis vittata), cachorro do mato, Cerdocyon
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thous (Megid et al 2010, Rego et al 1997) e lobo guara, Crisocyon brachyurus (Rego
et al., 1997), raposa do campo, Lycalopex vetulus (Megid et al., 2010), furdo-pequeno,
Galictis cuja (Megid et al., 2013) e tamandua-mirim, Tamandua tetradactyla (Lunardi
et al., 2018). O cdo doméstico € considerado uma fonte de infec¢do para trés doengas
infecciosas virais que tém o maior impacto sobre as populagdes de carnivoros
selvagens em todo o mundo: raiva, cinomose e parvovirose, conhecidas como “The
big Three” (Viana et al., 2015).

A ocorréncia da cinomose em cades domésticos do Brasil esta
relacionada a nao vacinacdo e a grande quantidade de cdes errantes nas areas
urbanas (Headley e Graca, 2000; Amude et al., 2007; Silva et al., 2009) e rurais
(Whiteman et al., 2007). O contato entre animais silvestres e domésticos, assim como
a proximidade ao homem, resultam na transmissao de diferentes tipos de doencas
infecciosas, sendo um risco a saude publica e uma ameaga a fauna silvestre
(Whiteman et al., 2007; Sepulveda et al., 2014). O risco de transmissdo de doencas
entre populagdes de carnivoros domésticos e selvagens € diretamente proporcional a
frequéncia de interagao e proximidade entre essas popula¢des (Acosta-Jamett et al.,
2011; Woodroffe et al., 2012). Essas doencas infecciosas frequentemente resultam
em elevada morbimortalidade entre carnivoros selvagens, aumentando o risco de

extingdo para varias espécies (Viana et al., 2015; Curi et al., 2016).

Dentre os poucos estudos brasileiros sobre infeccdo por CDV em
animais silvestres, a maioria utilizou detec¢do molecular seguida por sequenciamento
genético para confirmar a infeccdo e a filogenia do morbilivirus, respectivamente.
Essas analises moleculares foram importantes para demonstrar que a cepa viral
encontrada nesses carnivoros selvagens investigados era a mesma cepa de caes
domésticos (Megid et al., 2009; Megid et al., 2010; Megid et al., 2013). Adicionalmente,
dados sobre ocorréncia de infecgdes causadas por CDV em quatis (Nasua nasua) néo
foram encontradas quando os principais bancos de dados online foram pesquisados
e informacgdes relativas a evidéncia imuno-histoquimica em espécies silvestres da
fauna brasileira foi demonstrada em um relato de infecgdo por CDV em um tamandua,
Tamandua tetradactyla (Lunardi et al., 2018). O uso de técnicas imuno-histoquimicas
permite relacionar as lesdes histopatologicas observadas com a presencga do virus
intralesional, confirmando que o CDV foi responsavel pelas lesdes teciduais nas quais

esta inserido.
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O adenovirus canino (canine adenovirus, CAdV) também tem sido
descrito em caes domésticos (Headley et al., 2018b) e selvagens participando de
coinfec¢gdes com CDV (Akerstedt et al., 2010; Balboni et al., 2013). CAdV pertence a
familia Adenoviridae, género Mastadenovirus e sdo virus DNA ndo envelopados
(Greene, 2012). Existem dois tipos de adenovirus canino, o tipo 1 (CAdV-1) e o tipo 2
(CAdV-2), que sao distintos por suas caracteristicas genéticas, antigénicas e
patogénicas (Greene, 2012; Balboni et al., 2013). O CAdV-1 é o agente etioldgico da
hepatite infecciosa canina e causa necrose hemorragica no parénquima hepatico
(Greene, 2012; Headley et al., 2018b). O CAdV-2 é um dos agentes associados a
traqueobronquite infecciosa canina (tosse dos canis) e causa doencga respiratéria
aguda, predominantemente em filhotes de cades (Maclachlan et al., 2011; Headley et
al., 2018b). Ambos adenovirus foram descritos em carnivoros selvagens através de
métodos sorologicos (Akerstedt et al., 2010) e moleculares (Balboni et al., 2013) de
diagndstico.

O parvovirus canino do tipo 2 (canine parvovirus, CPV-2) é um virus
DNA né&o envelopado que infectam as células epiteliais com alta taxa mitotica, como
os enterocitos, causando enterite necro-hemorragica principalmente em filhotes de
caes (Greene, 1998). Carnivoros selvagens sao susceptiveis a infecgao por CPV-2 e
ha descricdes de infecgdo em areas antropicas do Brasil (Furtado et al., 2016).

Os objetivos deste estudo foram: determinar a ocorréncia de possiveis
alteracdes histopatolégicas nos quatis; caracterizar achados histopatologicos em
quatis do Refugio Biolégico Bela Vista de ltaipu; verificar se os achados séao
semelhantes aos padrdes descritos nos caes domésticos; associar os padroes
encontrados com possiveis agentes infecciosos e usar técnicas histoquimicas e
imuno-histoquimicas para identificar agentes infecciosos intralesionais. O presente
referencial tedrico enfoca a epidemiologia associada a ocorréncia de morbilivirus

canino em animais silvestres no mundo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MORBILIVIRUS CANINO: BREVE HISTORICO

Estudos histéricos investigativos sugerem que o virus da peste bovina
talvez seja o mais antigo morbilivirus e antecede o virus do sarampo (Nambulli et al.,
2016). De acordo com estudos matematicos, para manter a endemia, necessita-se de
populagdes de 250 a 400 mil individuos (Keeling e Grenfell, 1997). Acredita-se que
ungulados infectados tinham maior densidade populacional que a de humanos na Asia
ha pelo menos 3 mil anos, data dos primeiros relatos da peste bovina (Barrett e
Rossiter, 1999; Uhl et al., 2019). Posteriormente, o virus da peste bovina se espalhou
para o Oriente Médio e, na sequéncia, para a Europa (Uhl et al., 2019).

O sarampo tem como descrigdo mais antiga, um relato feito por um
médico persa chamado Rhazes (860 — 932 d.C.) que, durante um surto
contemporaneo da doenga, distinguiu 0 sarampo da variola, chamando-a “doenca
menor”, ou “morbili” que é diminuto de morbus (Uhl et al., 2019). Essa data de 860 —
932 d.C., se correlaciona aos resultados de um estudo que utilizou analise filogenética
bayesiana de sequéncias de nucleotideos do virus da peste bovina e do sarampo,
demonstrando que eles divergiram entre os séculos 11 e 12 (Furuse et al., 2010).
Porém, nao ficou claro se os parametros utilizados neste estudo também serviriam a
outros morbilivirus, devido as variagdes e imprevisibilidade das mutagdes as quais o
RNA viral foi submetido pela pressao de sele¢do ao longo dos anos (Furuse et al.,
2010). Em 2011 a United Nations Food and Agriculture Organization (FAQO) anunciou
a erradicacao do virus da peste bovina, sendo a segunda doenca infecciosa, apos a
variola, globalmente erradicada, tornando-se uma data memoravel para a Medicina
Veterinaria (Horzinek, 2011; Maclachlan et al., 2011).

Dentre as possibilidades de transmissao dos morbilivirus, cita-se a
Rota da Seda, que acontecia entre o Mediterraneo, o subcontinente indiano e a Asia,
que favorecia a endemia no Velho Mundo e posteriormente, com as novas rotas
comerciais para o Novo Mundo no século 16, causando devastagao nas populagdes
pré-colombianas na América do Sul e em muitas ilhas do Caribe (Nambulli et al.,
2016).

Ao contrario da peste bovina e do sarampo, que foram relatadas
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primeiro no Velho Mundo, a cinomose foi descrita pela primeira vez no Novo Mundo
por um cientista membro da Missdo Geodésica Francesa, chamado Don Antonio de
Ulloa, no ano de 1746, quando observou a doenga em cdes na Ameérica do Sul
(Blancou, 2004; Nambulli et al., 2016; Uhl et al., 2019). Durante suas observagdes,
Ulloa comparou a severidade da cinomose a variola em humanos, fatos também
observados por relatos subsequentes (Fleming, 1871; Blancou, 2004). Ainda relatou
gue a cinomose comecgava com tristeza e perda de apetite para depois evoluir para
convulsdes, vémitos com sangue, fraqueza muscular e incapacidade de se manter em
pé, assim como descreveu as caracteristicas da encefalite por CDV, dizendo que os
caes com manifestacdes neuroldgicas ndao eram tao agressivos como 0s caes com
raiva e que a doenga n&o era transmitida por mordidas (Blancou, 2004; Uhl et al.,
2019). Ulloa observou ainda que os cées geralmente contraiam a doenga quando
eram pequenos € 0S que Se recuperavam nunca mais apresentavam a doenga,
demonstrando que, na época de 1746, a cinomose provavelmente estava bem
estabelecida e era endémica (Blancou, 2004; Uhl et al., 2019).

Segundo registros historicos, os cées europeus foram introduzidos no
Novo Mundo por Cristévao Colombo em 1493, durante as navegacdes de descoberta
das Américas, porém, curiosamente, a chegada desses caes nao foi acompanhada
por epidemias registradas, com mortalidade nas popula¢gdes dos caes europeus ou
nas populag¢des nativas durante o periodo de 1500 a 1600 (Fleming, 1871; Varner e
Varner, 1983; Uhl et al., 2019).

Acredita-se que houve uma importagao reciproca de morbilivirus na
época em que a cinomose foi descrita na América do Sul (1746), onde os navios que
vinham do Velho Mundo trazendo o sarampo, voltavam ao seu local de origem levando
o CDV (Blancou, 2004; Nambulli et al., 2016). A cinomose foi relatada pela primeira
vez na Europa em 1760, causando a morte de 900 cdes em Madrid (Blancou, 2004).
Nos 10 anos subsequentes, houve relatos na Italia, na Russia e em 1767 houve
registro de um grande numero de caes mortos na Louisiana EUA, porém néo ficou
esclarecido se o virus era oriundo da Europa ou América do Sul (Blancou, 2004; Uhl
et al., 2019). Na Gra-Bretanha, por volta de 1800, a cinomose se desenvolveu em
meio a um estilo de vida que envolvia a caga esportiva e criagdes comerciais de caes
de raca pura, estreitando os lagos familiares com o cdo doméstico (Bresalier e
Worboys, 2014).

Esse fato, fez com que houvesse maior interesse da comunidade



0o N oo o0 A WN -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

19

cientifica em pesquisar a etiologia da doenga, mobilizando grandes valores
econdmicos advindos do governo e de empresas privadas para financiar os estudos
(Bresalier e Worboys, 2014). O envolvimento de pesquisadores veterinarios e da
comunidade cientifica em busca do entendimento da cinomose marcou uma
importante transicao profissional na realidade dos médicos veterinarios, visto que até
entdo, a pratica veterinaria economicamente importante se concentrava na area de
grandes animais (Bresalier e Worboys, 2014). Por volta de 1890, diversos
pesquisadores britanicos, entre eles Everett Millais e Sidney Monckton Copeman (um
dos principais pesquisadores da vacina contra variola), tentavam desenvolver vacinas
contra agentes bacterianos diversos que pensavam ser a causa da cinomose
(Bresalier e Worboys, 2014).

Embora sem sucesso profilatico, essas tentativas fomentavam a
continuidade das pesquisas e iam esclarecendo, aos poucos, dados sobre as
manifestagcdes clinicas e possiveis formas de infecgdo da cinomose (Bresalier e
Worboys, 2014). Em 1905, um patologista francés, Henri Carré, conseguiu transmitir
a cinomose experimentalmente para caes, porém n&o conseguiu isolar o agente
infeccioso (Blancou, 2004; Bresalier e Worboys, 2014). A primeira descri¢gao dos sinais
clinicos classicos foi atribuida a Edward Jenner em 1908 (Maclachlan et al., 2011).
Pesquisadores americanos e britAnicos contestaram a teoria de Carré, pois
acreditavam que o agente etiolégico da cinomose era uma bactéria, chamada na
época de Bacillus bronchisepticus (atualmente conhecida como Bordetella
bronchiseptica), por ser observada com frequéncia no trato respiratorio de caes com
as manifestagdes clinicas da cinomose (Bresalier e Worboys, 2014).

Por volta de 1925, Laidlaw e Dunkin confirmaram a teoria do agente
viral proposta por Carré, fazendo infeccdo experimental em caes e furbes e
desenvolvendo uma vacina comercial para cinomose em 1931 (Gledhill, 1953;
Bresalier e Worboys, 2014). Adicionalmente, Laidlaw e Dunkin descreveram as
manifestagdes clinicas da doenga, caracterizando-a como aguda, com periodo de
incubagcdo de quatro dias, com febre, coriza, conjuntivite, altera¢des intestinais
acentuadas e discretas alteragbes respiratérias e neurologicas (Gledhill, 1953;
Headley et al., 2012).

Quatro novos morbilivirus foram descobertos e classificados: o virus
da peste dos pequenos ruminantes em 1942 (Banyard et al., 2010); do virus da

cinomose das focas em 1988 (Duignan et al., 2014); morbilivirus dos cetaceos em
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1991 (Van Bressem et al., 2014), e recentemente, o morbilivirus felino em 2012 (Woo
et al., 2012).

2.2 MORBILIVIRUS CANINO / ViRUS DA CINOMOSE — CDV

2.2.1 Epidemiologia

O género Morbillivirus inclui virus de importancia para a saude
humana e animal, entre eles, o virus da peste bovina, virus do sarampo, morbilivirus
canino (CDV), virus da peste dos pequenos ruminantes, virus da cinomose das focas,
morbilivirus dos cetaceos e morbilivirus felino (Woo et al., 2012; Martinez-Gutierrez e
Ruiz-Saenz, 2016).

Descoberto inicialmente nos cides, o CDV é o morbilivirus mais
promiscuo dentre todos os outros do género, pois infecta diversas espécies de
diferentes ordens como Carnivora, Cetacea, Artiodactyla, Prosbocidea e Primates
(Sun et al., 2010; Sakai et al., 2013a; Ludlow et al., 2014). E considerado um virus
emergente para espécies selvagens, domeésticas e um risco a ser considerado para
humanos que ndo forem vacinados contra o sarampo (Martinez-Gutierrez e Ruiz-
Saenz, 2016).

Os anticorpos monoclonais desenvolvidos utilizando as proteinas
especificas do virus do sarampo, reconhecem as proteinas correspondentes do CDV
e essa reacao cruzada permite que a vacina contra o sarampo seja eficiente para
proteger contra a cinomose (Sheshberadaran et al., 1986; Uhl et al., 2019). Os
morbilivirus tém alta capacidade de infecgdao cruzada entre espécies e sua
adaptabilidade foi demonstrada em estudos com infec¢des naturais e experimentais
(Cosby, 2012). Em 1985, a ultima populagdo de furbes de pata negra (Mustela
nigripes) foi exterminada depois de uma infec¢gdo natural por CDV, posteriormente
inseridas na natureza através de exemplares de cativeiro (Williams et al., 1996). Em
1987, o CDV causou a morte de milhares de focas (Phoca sibirica) no lago Baikal,
onde o virus isolado continuou circulando até 1992 resultando da morte de diversas
outras focas da mesma espécie (Mamaev et al., 1996). Raposas vermelhas (Vulpes
vulpes) e lobos (Canis lupus) da Escandinavia e as raposas articas (Vulpes lagopus)
de Svalbard foram soropositivas para CDV (Akerstedt et al., 2010). No Brasil, o CDV
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foi diagnosticado em um cachorro do mato, Cerdocyon thous (Megid et al., 2009),
numa raposa do campo, Lycalopex vetulus (Megid et al., 2010) e num furdo-pequeno,
Galictis cuja (Megid et al., 2013).

O fato do CDV ter sido identificado como causador da morte de
primatas ndo humanos aumenta muito a preocupagao em relagao a transmissao para
humanos (Sakai et al., 2013b), visto que existe uma parcela da populagdo humana
nao vacinada para sarampo (Sun et al., 2010; Cosby, 2012). Existem evidéncias que
as células imunes e as células epiteliais possuem receptores de membrana (Signaling
Lymphocytic Activation Molecule - SLAM e Adherens Junction Protein Nectin-4 -
PVRL4, respectivamente) que sédo reconheciveis pelos morbilivirus, possibilitando a
infeccdo cruzada (Cosby, 2012; Noyce et al., 2013). Consequentemente, os
receptores de membrana das células neurais estao sendo investigados para entender

melhor sobre a neuro-invasao (Cosby, 2012).

2.2.2 Transmissao, Patogenia e Sinais Clinicos

Em condicdes naturais, o CDV infecta os animais por aerossois que
infectam as células epiteliais do trato respiratorio superior (Carvalho et al., 2012; Loots
et al., 2017). Nas primeiras 24 horas, o virus se replica em macréfagos, linfécitos T e
B, que distribuem o virus para os tecidos linfoides (Vandevelde et al., 1985; Carvalho
et al., 2012), onde continuam a replicagao, induzindo imunossupressao severa pela
destruicdo das células linfoides (Beineke et al., 2009). Durante a fase aguda da
doenca, o virus também pode ser transmitido pelas excrecdes e secrecdes corporeas
como urina (Silva et al., 2014), fezes e pele (Greene e Vandevelde, 2012; Loots et al.,
2017). A partir da via hematdgena, o virus se distribui pelos tecidos epiteliais (lwatsuki
et al., 1995) e através do liquido cérebro-espinhal, para o sistema nervoso central
(Vandevelde e Zurbriggen, 2005). O animal com cinomose pode apresentar
manifestagbes clinicas sistémicas que incluem anorexia, apatia, conjuntivite,
hiperqueratose dos coxins e plano nasal, bronquite catarral, vémito, diarreia e pustulas
no abdémen e coxas (Beineke et al., 2009; Loots et al., 2017). Quando o sistema
nervoso € afetado, pode-se observar ataxia, paraplegia, quadriplegia, atrofia
muscular, mioclonias, vocalizagao, tremor, incontinéncia fecal e urinaria, convulsées
noturnas, secura de cérnea, cegueira, choro constante e coma (Martella et al., 2008).

O método de invasdo do CDV ao SNC ainda ndo esta totalmente elucidada, no entanto



0o N oo o0 A WN -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

22

ja foram descritas algumas rotas, observadas principalmente em estudos
experimentais, como a via hematdgena (Krakowka, 1989), através do fluido cérebro-
espinhal (Vandevelde et al., 1985; Greene e Vandevelde, 2012) e através do nervo
olfatério em furées (Rudd et al., 2006).

A capacidade de infecgao do virus esta relacionada aos meios pelos
quais esses virus conseguem adentrar as células do hospedeiro, assim como a
capacidade imunolégica desse hospedeiro e a viruléncia da estirpe (Summers et al.,
1984; Takeda e Akira, 2005). Existem dois receptores de membrana que participam
da patogénese do CDV, o SLAM ,CD150 (Tatsuo et al., 2001) e a nectina-4 , PVRL-4
(Muhlebach et al., 2011; Pratakpiriya et al., 2012). O SLAM ¢é expresso na superficie
de membrana dos linfocitos T e B ativados, das células dendriticas e dos macrofagos
(Tatsuo et al., 2001). A nectina-4 é uma proteina de adeséo das células epiteliais e
endoteliais, acredita-se que esteja envolvida na captagcéo e na liberagdo dos virus
depois da amplificacdo (Noyce et al., 2013). Adicionalmente, ha estudos que sugerem
que a nectina-4 desempenhe um papel na entrada do CDV nas células nervosas
(Pratakpiriya et al., 2012), assim como outros dois segmentos proteicos da nectina-4
foram identificadas atuando na disseminagao célula a célula (Noyce et al., 2013;
Delpeut et al., 2014). O morbilivirus canino € muito sensivel a radiagao UV, ao calor,
dessecacgao, agentes oxidantes e solventes lipidicos, mostrando resisténcia quando
protegido por material organico em baixas temperaturas (Greene e Vandevelde,
2012).

Os caes domésticos (Canis familiares) sdo considerados os principais
reservatorios e vetores do CDV (Cleaveland et al., 2000; Alexander et al., 2010). Tanto
em areas urbanas (Headley et al., 2012) quanto nas areas rurais, existe alta densidade
de caes errantes nao-vacinados e ndo-castrados que contribuem para a manutencéao
da circulacao do virus e frequentemente interagem com a fauna silvestre devido ao
comportamento de caga (Butler et al., 2004; Acosta-Jamett et al., 2011). Os sinais
clinicos da infecgdo por CDV em espécies silvestres/selvagens sao muito
semelhantes as descritas nos cdes domésticos, variando de acordo com a viruléncia
da estirpe, idade e estado imunoldgico do hospedeiro (Williams e Barker, 2008).

Em paises desenvolvidos da Europa e na América do Norte, a
infecgao pelo CDV em caes domésticos esta controlada devido a vacinacao eficiente
e baixa populagao de caes errantes (Headley e Graga, 2000). O mesmo ndo acontece

no Brasil e em outros paises subdesenvolvidos, visto que ndo ha vacinagao efetiva e
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a populagao de céaes errantes é grande e descontrolada (Headley e Graga, 2000).
Headley e colaboradores, em 2012, demonstraram uma estimativa sobre o impacto
econdmico causado pelo CDV, tomando como base a prevaléncia de 12% de o6bitos
relacionados ao CDV na rotina do Hospital Veterinario da Universidade de Santa
Maria-RS (Headley e Gracga, 2000; Headley et al., 2012). Os autores estimaram que o
custo referente ao atendimento ambulatorial para tratar as manifesta¢des clinicas
basicas da cinomose (sem internagado), usando como exemplo um cdo com 10kg e

obtiveram um custo estimado em R$258,30 milhdes por ano (Headley et al., 2012).
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Tabela 1 - Espécies selvagens infectadas por CDV
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Familia

Espécie

Tipo de Infeccao

Método de diagndstico

Origem do animal

Regido Geografica

Bibliografia

Procyonidae

Sorologia e histopatologia

(Hoff et al., 1974)

Ledo africano (Panthera leo krugeri)

Tigre siberiano (Panthera tigris altaica)

Tigre de bengala (Panthera tigris tigris)

Tigre hibrido sib/beng

Leopardo (Panthera pardus)

Guaxinin (Procyon lotor) vida livre EUA, América do Norte
Natural Sorologia (Roscoe, 1993)
Quati (Nasua nasua) Histopatologia e imunohistoquimica vida livre e cativo | Brasil, América do Sul (Michelazzo et al. 2020)
Canidae .
! Natural Sorologia vida livre Quénia, Africa (Alexander e Appel, 1994)
Caies selvagens africanos (Lycaon pictus) . Histopatologia e imunohistoquimica ) Alemanha, Europa (Durchfeld et al., 1990)
Vacinal cativo
Isolamento viral e sequenciamento Tanzania, Africa (Van De Bildt et al., 2002)
Cées guaxinins (Nyctereutes procyonoides) Natural Histopatologia e imunohistoquimica vida livre Jap3o, Asia (Machida et al., 1993)
Cachorro vinagre (Speothos venaticus) Vacinal Histopatologia e Microscopia eletrénica " Pretoria, Africa (Mclnnes et al., 1992)
cativo
Histopatologia Rego et al., 1997
IStop L Brasil, América do Sul (Reg )
Lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) sorologia (Furtado et al., 2016)
Sorologia Bolivia, América do Sul | (Deem e Emmons, 2005)
Natural
Isolamento viral e sequenciamento vida livre Megid et al., 2009
Cachorro do mato (Cerdocyon thous) 9 (Meg )
Sorologia Brasil, América do Sul (Furtado et al., 2016)
Raposa do campo (Lycalopex vetulus) Isolamento viral e sequenciamento (Megid et al., 2010)
Felidae
Leopardos negros (Panthera pardus melas)
Onga-pintada (Panthera onca)
Tigre (Panthera tigris)
Natural Imunohistoquimica e isolamento viral cativo EUA, América do Norte | (Appel et al., 1994)




Leopardo chines (Panthera pardus japonensis)
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. . . . . . L vida livre Quénia, Africa (Roelke-Parker et al., 1996)
Ledo africano (Panthera leo krugeri) Histopatologia e imunohistoquimica
cativo 3
Suica, Europa (Myers et al., 1997)
. . Histopatologia e imunohistoquimica cativo
Trigre (Panthera tigris)
Isolamento viral e sequenciamento cativo Jap3o, Asia (Nagao et al., 2011)
Tigre siberiano (Panthera tigris altaica) Imunohistoquimica e sequenciamento L. L. (Seimon et al., 2013)
RUssia, Eurasia
Leopardo de amur (Panthera pardus orientalis) Isolamento viral e sequenciamento (Sulikhan et al., 2018)
Onga-pintada (Panthera onca) . (Nava et al., 2008); (Furtado et al., 2013)
Sorologia
vida livre Furtado et al., 2013
Onga-parda (Puma concolor) ( - )
Histopatologia e imunohistoquimica Brasil, América do Sul (Nava et al., 2008); (Viana et al., 2020)
Gato-maracaja (Leopardus wieidii) Histopatologia e imunohistoquimica (Viana et al., 2020)
Jaguarundi (Puma yagouaroundi) Histopatologia e imunohistoquimica (Viana et al., 2020)
Hyaenidae Hienas pintadas (Crocuta crocuta) Natural Imunohistoquimica e isolamento viral vida livre Quénia, Africa (Haas et al., 1996)
Mustelidae . L . o . vida livre . . .
Furdo de pata negra (Mustela nigripes) Histopatologia e isolamento viral EUA, América do Norte | (Williams et al., 1988; Williams et al., 1996)
Furdo grande (Galictis vittata) Natural Histopatologia cativo ) . (Rego et al., 1997)
Brasil, América do Sul
Furdo pequeno (Galictis cuja) Isolamento viral e sequenciamento vida livre (Megid et al., 2013)
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2.2.3.1 Procionideos

A familia Procyonidae pertence a ordem Carnivora e sdo endémicos
nas Américas (Koepfli et al., 2007). Sao seis géneros que compde os procionideos, o
género Procyon (mao-pelada; guaxinim; guaxinim-pigmeu), o género Nasua (quati de
cauda anelada, quati de nariz branco e quati da ilha), o género Nasuella (cuchucho-
andino), género Bassariscus (bassarisco e cacomistle), género Potos (jupara), género
Bassaricyon (gogo de sola, olingo de allen, olingo da guiana, olingo da costa rica,
olingo ruivo e olinguito) (Koepfli et al., 2007). Os procionideos, embora sejam
carnivoros, apresentam habitos alimentares onivoros e com alta adaptagcao ao local
em que vivem (Beisiegel e Mantovani, 2006). Estudos comportamentais sobre quatis,
descrevem a ampla distribuicido dessa espécie na América do Sul e sua capacidade
adaptativa ao meio que estdo inseridos, assim como sua ousadia de proximidade a
humanos e animais domésticos nas areas antropicas (Beisiegel, 2001; Beisiegel e
Mantovani, 2006; Acosta-Jamett et al., 2011).

Em 1972, houve uma epizootia de CDV no Condado de Sarasota
(EUA), envolvendo 114 guaxinins e 8 raposas, onde os infectados apresentavam
sinais clinicos de doenca sistémica e neurolégica, ndo sendo confirmada a origem da
infeccao (Hoff et al., 1974). Analises soroldgicas concluiram que o CDV é endémico
em guaxinins na regido de New Jersey relatando a ocorréncia de 17 epizootias de
CDV envolvendo 615 guaxinins de 1977 a 1991, ressaltando ainda a importéncia de
diferenciar os casos neurolégicos de CDV dos casos de raiva (Roscoe, 1993). Em
lllinois, EUA, pesquisadores investigaram sorologicamente guaxinins de vida livre de
um parque e de uma fazenda com reservas naturais, encontrando positividade para
CDV em 23% dos 368 guaxinins investigados (Mitchell et al., 1999).

No Brasil, houve investigacdo sorolégica em quatis, ndo obtendo
positividade para CDV, entre outros agentes infecciosos (Furtado et al., 2016; Taques
et al., 2018). Existem estudos demonstrando a presenga de Trypanosoma cruzi
(Herrera et al., 2008; Olifiers et al., 2015), Leptospira spp. (Langoni et al., 2009),
Toxoplasma gondii (Maia et al., 2016), Neorickettsia helminthoeca (Headley et al.,
2018a) e vaccinia virus (Costa et al., 2018). Em comum a todas as pesquisas sobre
agentes infecciosos em quatis, esta o fato de a pressdo antropica ser um fator

importante na transmissao desses agentes infecciosos tanto dos animais domésticos
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para os quatis, quanto dos quatis para os domeésticos e para humanos no caso de

doencas zoondticas.
2.2.3.2 Canideos

Todos os canideos sao susceptiveis a infeccdo por CDV e manifestam
sinais clinicos muito semelhantes aos caes domésticos (Deem et al., 2000). Tanto
infeccbes naturais quanto induzidas por vacinas foram documentadas em caes
selvagens da Africa, Lycaon pictus (Durchfeld et al., 1990; Alexander e Appel, 1994).
A populagdo de caes selvagens da Africa vem declinando devido a causas associadas
a perda de habitat, morte por seres humanos, escassez de presas e doengas
infecciosas como raiva e cinomose (Van De Bildt et al., 2002). Na Tanzania, o governo
financia a manutencdo de um cativeiro para reprodugédo do Lycaon pictus, onde os
filhotes sdo vacinados com vacina de virus mortos, utilizada com sucesso em focas
(Van De Bildt et al., 2002). Porém, na populagao de cativeiro vacinada, houve infecgao
por CDV e 49 dos 52 caes selvagens morreram, sendo a origem da infecgao
relacionada a populagcéo de caes domésticos das redondezas (Van De Bildt et al.,
2002). No Japéo, ha registros de surtos de CDV em cédes guaxinins (Nyctereutes
procyonoides) com manifestacao sistémica e neurolégica da doenca (Machida et al.,
1993). Na Africa do Sul, ha relatos em cachorro-vinagre, Speothos venaticus (Mclnnes
et al., 1992). Na América do Sul, em lobos-guara, Chrysocyon brachyurus (Thomas-
Baker, 1985; Deem e Emmons, 2005; Furtado et al., 2016), em cachorro do mato,
Cerdocyon thous (Megid et al., 2009; Furtado et al., 2016) e numa raposa do campo,
Lycalopex vetulus (Megid et al., 2010). Uma revisao sistematica e documental sobre
o CDV em hospedeiros selvagens, mostrou que a ordem Carnivora representa 87,5%
dos registros encontrados, da qual, os canideos sdo 30% desse total (Martinez-

Gutierrez e Ruiz-Saenz, 2016).
2.2.3.3 Felideos

Duas grandes epidemias de CDV em felinos selvagens s&o
mundialmente conhecidas, uma na California, com indice de mortalidade de 23%, que
isolou o CDV e mostrou que eram idénticos ao CDV isolado anteriormente de caes e

guaxinins (Appel et al., 1994) e a outra no Serengeti, com mortalidade de 30%
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(75/250), que também atribuiu a infeccdo aos caes errantes (Roelke-Parker et al.,
1996). Um estudo retrospectivo demonstrou que o CDV infecta felinos de grande
porte, como ledes e tigres ha muito mais tempo do que se tinha conhecimento (desde
1972 pelo menos) (Myers et al., 1997). Este trabalho investigou todos os tecidos de
grandes felinos formalizados e armazenados na rotina do Laboratério de Patologia da
Universidade de Zurique de 1972 a 1992, totalizando 42 felinos, dos quais 19 foram
positivos para CDV por imuno-histoquimica com anticorpo policlonal (Myers et al.,
1997).

Em 2010, houve relato de uma epidemia de CDV que matou tigres no
zoolégico do Japao, onde o isolamento viral permitiu verificar alta homologia com o
CDV isolado de céaes-guaxinins (Nyctereutes procyonoides) que morreram nos
arredores deste zooldgico (Nagao et al., 2011). No extremo oriente russo, o CDV foi
identificado como causador de encefalite ndo supurativa em tigres de Amur (Panthera
tigres altaica), um felino selvagem ameacado de extingao (Seimon et al., 2013). Esse
estudo investigou tecidos formalizados de cinco tigres que morreram em 2001, 2004
e 2010, onde dois deles apresentavam desmielinizagdo, manguitos mononucleares
perivasculares e inclusdes virais (Seimon et al., 2013). Adicionalmente, a filogenia do
CDV encontrado nos tigres de Amur corresponde com o CDV encontrado nas focas
do Baikal, Phoca siberica (Seimon et al., 2013). Também em territério russo, em 2015
o CDV foi diagnosticado como agente causador da encefalite desmielinizante em um
leopardo selvagem (Panthera pardus orientalis), espécie criticamente ameagada de
extingdo (Sulikhan et al., 2018). Essa equipe de pesquisadores também investigou
amostras de sangue armazenadas e observou a presenga de anticorpos
neutralizantes contra CDV em dois leopardos selvagens a partir de amostras
coletadas em 1993 e 1994, concluindo que ja havia exposi¢gado anterior ao virus
(Sulikhan et al., 2018).

No Brasil, em 2008, pesquisadores do Instituto de Pesquisas
Ecoldgicas, relataram a evidéncia sorolégica de CDV em felinos silvestres de vida livre
em duas reservas pertencentes a Floresta Atlantica, Morro do Diabo e Ivinhema,
respectivamente (Nava et al., 2008). Demonstraram que, em ambas reservas, haviam
ongas-pintadas, 47,4%; 9/19 (Panthera onca) e ongas-pardas, 0,1%; 1/9 (Puma
concolor) soropositivas para CDV, demonstrando também que as amostras colhidas
dos caes domésticos dos arredores de cada reserva foram 35% (45/101) soropositivas

em uma reserva e 100% (10/10) na outra (Nava et al., 2008). Uma pesquisa do
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Instituto Onga-pintada, avaliou a exposi¢céo de ongas-pintadas (Panthera onca), caes
e gatos domésticos a agentes virais, nos biomas Cerrado, Amazénia e Pantanal,
verificando que as ongas do Pantanal e os caes dos trés biomas haviam sido expostos
ao CDV (Furtado et al., 2013). Um estudo recente realizado por nosso grupo de
pesquisa (Viana et al., 2020) avaliou tecidos formalizados de trés felinos silvestres,
uma onga-parda (Puma concolor), um gato maracaja (Leopardus wiedii) € um
jaguarundi (Herpailurus yagouaroundi) derivados do Refugio Bioldgico Bela Vista de
Itaipu e confirmou por imuno-histoquimica a presenga de antigenos de CDV

intralesionais nos pulmdes.
2.2.3.4 Hyaenidae

No Parque Nacional do Serengeti, Tanzania, o CDV também causou
a morte de hienas pintadas (Crocuta crocuta) e o virus identificado, estava relacionado
ao CDV descrito no surto que dizimou 30% da populagao de ledes da mesma reserva
(Haas et al., 1996). Entretanto, um estudo retrospectivo investigou a prevaléncia de
anticorpos para CDV nas hienas de um cla da Reserva de Masai Mara, Quénia
(Alexander et al., 1995), observando que em 1972 as hienas avaliadas n&o tinham
anticorpos contra CDV e, a partir de 1980, o titulo de anticorpos subiu,
consequentemente, a epizootia de CDV em caes domésticos que ocorreu em 1990 e
1991, nao afetou a populagdo de hienas e causou a morte de caes selvagens da Africa
(Lycaon pictus) e chacais, Canis spp. (Alexander e Appel, 1994; Alexander et al.,
1995).

2.2.3.5 Mustelideos

Os animais dessa familia sdo muito susceptiveis ao morbilivirus
canino, sendo utilizados desde 1925, por Laidlaw e Dunkin em experimentos para
analise das manifestacdes da doenca (Gledhill, 1953; Bresalier e Worboys, 2014).
Esses animais quando infectados por CDV, apresentam sinais clinicos sistémicos e
neurolégicos muito semelhantes aos cdes domeésticos, assim como os padrbes
histopatoldgico das lesdes, tendo taxa de mortalidade préxima de 100% (Fox e Marini,
2014).

Uma das epizootias de CDV nos EUA, dizimou a ultima populacéo
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selvagem de furbes de pata negra (Mustela nigripes) em 1985 e a espécie voltou a
ser reintroduzida na natureza ap6s 1991, através da reproducao em cativeiro (Williams
et al., 1988; Williams et al., 1996). Associada a infecgdo por CDV nos furdes, esta a
infeccdo em texugos americanos (Taxidea taxus), devido a interagdo proxima entre
essas duas espécies no ambiente natural, promovendo a facil transmissao do virus
(Goodrich et al., 1994). No Brasil, foi relatado infecgao por CDV em furdo grande,
Galictis vittata (Rego et al.,, 1997) e em furdo pequeno, Galictis cuja (Megid et al.,
2013).
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3 CONCLUSAO SOBRE O REFERENCIAL TEORICO

E fato que o morbillivirus canino infecta diversas espécies selvagens
de diferentes ordens animal em todos os continentes, onde o cdo domeéstico esta
frequentemente envolvido na disseminagdo e manutencdo do CDV e de outros
patdgenos. Dessa forma, € necessario que haja maior engajamento em investigar a
distribuicao dos agentes virais, comuns aos caes domeésticos, nas espécies selvagens
dos diferentes biomas brasileiros. Isso agregaria conhecimentos sobre o impacto que
a pressao antropica vem causando sobre as areas de reserva natural do pais ao longo
dos anos, sobre os prejuizos que a fauna selvagem sofre com as doencas infecciosas

caninas e 0s possiveis riscos a saude publica.
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1 5 HIPOTESE

2 Os quatis (Nasua nasua) infectados pelo morbilivirus canino

3 apresentam lesdes microscopicas semelhantes as observadas em caes domésticos.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar amostras de 6rgaos de 13 quatis (Nasua nasua) autopsiados
entre 1993 a 2012, fixadas em solugdo formalina, para investigar a presenca de
morbilivirus canino, adenovirus canino tipo 1 e 2, parvovirus canino tipo 2, agentes

bacterianos e fungicos.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar achados histopatolégicos em quatis do Refugio Bioldgico Bela
Vista de ltaipu;

e Verificar se os achados sao semelhantes aos padrdes descritos nos caes
domésticos;

e Associar os padrbes encontrados com possiveis agentes infecciosos, como:
morbilivirus canino, adenovirus canino tipo 1 e 2, parvovirus canino tipo 2,
agentes bacterianos e fungicos;

e Usar técnicas histoquimicas e imuno-histoquimicas para identificar os agentes

infecciosos intralesionais.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

The pathological and immunohistochemical (IHC) findings associated with infection
due to canine morbilivirus (canine distemper virus, CDV) are described in coatis (Nasua
nasua). Tissue fragments of coatis (n = 13) that died at the Bela Vista Sanctuary, Paran3,
Southern Brazil, were routinely processed for histopathology to identify the main his-
topathologic patterns as compared to that of the domestic dog. Selected formalin-fixed
paraffin-embedded (FFPE) tissue fragments of the lungs, liver, urinary bladder and small
intestine were used in IHC assays designed to identify the antigens of CDV, canine ad-
enovirus (CAdV-1 and CAdV-2) and canine parvovirus type 2 (CPV-2). The main histo-
pathologic patterns identified were interstitial pneumonia (n = 9), interstitial nephritis
(n = 6), atrophic enteritis (n = 4) and ballooning degeneration of the uroepithelium (n = 3).
Positive immunolabelling for intralesional antigens of CDV was identified in the lung with
interstitial pneumonia (n = 3), in the intestine (n = 2) and in the degenerated epithelium of
the urinary bladder (n = 2). Antigens of CPV-2, CAdV-1 and CAdV-2 were not identified
in any FFPE tissue sections evaluated. These findings indicate that these wild carnivores
were infected by a viral disease pathogen common to the domestic dog and develop sim-
ilar histopathologic findings. Collectively, these findings suggest that these coatis were
infected by CDV and can serve as a potential host for this infectious disease pathogen.

KEYWORDS

canine distemper virus, comparative pathology, emerging diseases, wild carnivores

and other wildlife species to humans and consequently to domestic
dogs may pose a potential health risk to other animals (Whiteman et al.,

The ring-tailed coati (Nasua nasua) is found throughout South America
and predominantly inhabits the Atlantic Forest, the Amazon Rainforest
and Pantanal regions of Brazil (Trovati et al., 2010). Coatis occupy areas
that are in close proximity to humans, frequently invading houses in
search of food (Beisiegel & Mantovani, 2006). The proximity of coatis

*Part of the MSc dissertation of the first author (MMZM).

2007), since contact between domestic and wildlife species may result
in infectious disease transmission (Sepulveda et al., 2014).

The risk of disease transmission between populations of do-
mestic and wild carnivores is directly proportional to the frequency
of interaction and the proximity of these populations (Acosta-
Jamett et al., 2011; Whiteman et al., 2007; Woodroffe et al., 2012).
The domestic dog is considered a source of infection for three viral
infectious diseases that have significant impact on populations of

Transbound Emerg Dis. 2020;00:1-7.
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wild carnivores worldwide. These include rabies, distemper and
parvovirus, referred to as The Big Three (Viana et al., 2015). These
infectious diseases frequently result in elevated morbidity and
mortality among wild carnivores, increasing the risk of extinction
for several species (Curi et al., 2016; Viana et al., 2015).

Canine distemper (CD) s an infectious disease that has been known
to occur since 1735 (Uhl et al., 2019) and is caused by a morbillivirus
that is antigenically similar to human measles virus and rinderpest virus
of cattle. In Brazil, the occurrence of CD in domestic dogs is associated
with inadequate vaccination (Amude, Alfieri, & Alfieri, 2007; Silva et al.,
2009), and the number of stray dogs in urban areas (Silva et al., 2009).
The infection has been described in the domestic dog (Fighera et al.,
2008; Headley & Graga, 2000) and other wild carnivores (Megid et al.,
2010, 2013). Moreover, a new genotype of CDV was identified in rac-
coons (Procyon lotor) and grey foxes (Urocyon cinereoargenteus) after an
outbreak of CDV in domestic dogs that resulted in virus mutation and
infection of wild animals within the same geographical region (Pope et
al,, 2016). The wide dissemination of infections and the resultant mor-
tality in several mammalian hosts has made CDV one of the currently
known most infectious viruses (Uhl et al., 2019).

Serological investigations have demonstrated the magnitude of
the CDV problem in wildlife. In the Serengeti, Tanzania, the domes-
tic dog was considered responsible for the dissemination of CDV to
lions, Panthera leo (Roelke-Parker et al., 1996), while other infected
wild carnivores have remained as subclinical hosts and potential
sources of infection within that ecosystem (Viana et al., 2015). In ad-
dition, free-ranging red foxes (Vulpes vulpes) and wolves (Canis lupus)
from Scandinavia and arctic foxes (Vulpes lagopus) from Svalbard
were seropositive to canine adenovirus type 1 (CAdV-1) and CDV
(Akerstedt et al., 2010).

When compared to Europe and North America, few studies have
investigated the occurrence of infectious disease pathogens in wild-

life in Brazil. However, there are published reports confirming the

presence of CDV in wildlife including the crab-eating fox, Cerdocyon
thous (Megid et al., 2013), the lesser grison, Galictis cuja (Megid et
al., 2013), and the hoary fox, Lycalopex vetulus (Megid et al., 2010).
Molecular analyses have demonstrated that the viral strain of CDV
identified in these wild carnivores is similar to that associated with
CDV in domestic dogs (Megid et al., 2009, 2010, 2013). Information
relative to the occurrence of infections caused by CDV in coatis with
immunohistochemical (IHC) evidence was not found when major on-
line databases were searched. The IHC identification of intralesional
CDV antigens confirms active infection and disease in the host. The
objectives of this study were to investigate in coatis the association
between the histological patterns and the IHC evidence of common
canine viral agents responsible for disease in the domestic dog.

2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Study location and sample collection

This study analysed tissues of coatis originating from the Bela Vista
Biological Sanctuary (BVS), located at the banks of the lake Itaipu,
Foz do lguacu, Parana, Southern Brazil. The city of Foz do Iguacu
suffered major social, structural and demographic changes due to
the construction of the Itaipu Dam in 1980, resulting in an increased
population density from 38.69 to 216.38 inhabitants/km? (Conte,
2013). Additionally, residential villages were created in the defor-
ested areas, housing areas were built according to the social status
of the workers, and Vila C was designed for workers of reduced eco-
nomic activity, this residential area (Figure 1).

The samples collected were derived from autopsies done on co-
atis at the BVS by the local staff without training in diagnostic pa-
thology. The time of the autopsies is given in Table 1 and reflects the
moment of the tissue harvesting at the BVS. The age of the coatis

FIGURE 1 Aerial image by Google
maps demonstrating the proximity
between the urban area and the biological
reserve of the Bela Vista Sanctuary
(accessed on 22 October 2018)
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TABLE 1 Biological data, collection

date, origin and outcome of coatis Sander
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BVS, Bela Vista Biological Sanctuary.

TABLE 2 Description of the

monoclonal antibodies used in the Eriamnantbagy
immunohistochemical analyses cbv

CAdV-1

CAdV-2

CPV-2

Age Autopsy date Origin Cause of death
Adult January/1995 BVS Sepsis
Adult August/2012 BVS Euthanasia
Adult August/2009 Captured Vehicular accident
Adult July/1997 Captured Vehicular accident
Adult June/1993 BVS Undetermined
Adult August/2007 Captured Vehicular accident
Adult September/1993 BVS Euthanasia
Adult June/2010 Captured Vehicular accident
Adult July/2006 Captured Vehicular accident
Adult December/1993 BVS Pneumonia
Adult February/1994 BVS Euthanasia
Adult June/1993 BVS Euthanasia
Adult January/2009 Captured Cardiorespiratory
arrest
Dilution  Clone Tissues Manufacturer
1:1,000 CDV-NP Lungs, urinary bladder, VMRD
small intestine
1:300 20/11 and 2/6 Lungs, urinary bladder VMRD
1:200 20/11 and 2/6 Lungs, urinary bladder VMRD
1:200 A3B10 Small intestine VMRD

Abbreviations: CAdV, canine adenovirus; CDV, canine distemper virus; CPV-2, canine parvovirus

type 2.

was determined based on visual observation and characterized as
juvenile, sub-adult or adult (Beisiegel, 2001). The origins of the coatis
(Table 1) were determined as either captured (captured by several
sources and sent to the BVS for reintroduction) or BVS (those that
were native habitats of the Sanctuary). These data were tabulated
based on the information contained in the autopsy report of each
animal provided by the BVS.

2.2 | Histopathologic and IHC evaluations

Between 1993 and 2012, coatis from the BVS that died had tissues col-
lected at post-mortem which were fixed by immersion in 10% buffered
formalin solution and processed for routine histopathological evalua-
tion (H&E stained). These histological sections were examined to iden-
tify possible disease patterns associated with infectious disease agents
of the domestic dog. Immunohistochemical detection of pathogen spe-
cific antigens was then used to identify the intralesional antigen.

The Gram, Giemsa, Grocott methenamine silver (GMS) and pe-
riodic acid-Schiff (PAS) histochemical stains were used to identify
possible intralesional fungal and bacterial disease agents. Selected
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue sections of the lungs,
urinary bladder, liver, salivary gland (only coati #2) and small intes-
tine were used to identify viral antigens known to cause disease in

dogs by IHC as described (Headley et al., 2018, 2017). Pathogens in-
cluded CDV, canine parvovirus 2 (CPV-2) and canine adenovirus type
1 and type 2 (CAdV-1 and CAdV-2). The list of the antibodies and
the organs targeted in each coati is outlined in Table 2. Blocking of
unspecific protein was facilitated by exposing the sections to 30 min
in a dark chamber flooded with a solution of hydrogen peroxide (6%;
70 ml) and distilled water (80 ml). After washing in distilled water,
the histologic sections were covered with protein block (Abcam) for
30 min. Positive controls included FFPE tissue sections known to
contain antigens of CDV, CPV-2, and CAV-1 and CAV-2 (Headley et
al., 2013, 2018, 2017); negative controls consisted of substituting the
primary antibodies with their respective diluents and made use of
FFPE tissues with known negative immunoreactivity to CDV, CPV-2,
and CAdV-1 and CAdV-2 from the studies cited above. Positive and
negative controls were included in each IHC assay.

3 | RESULTS

3.1 | Biological data and outcome of coatis

Based on the size of the coatis evaluated, all (n = 13) were considered
as adults, and most of these (76.9%; 10/13) were females (Table 1).
Most coatis (53.8%; 7/13) were natural habitants of the BVS, but
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46.2% (6/13) were free-living animals that were captured and taken
to the BVS. Most captured coatis (83.3%; 5/6) were victims of ve-
hicular accidents that died on arrival or during reintroduction at the
BVS. In addition, more than half (57.1%; 4/7) of the coatis that were
inhabitants of the BVS were euthanized due to advanced age and
deteriorating health.

3.2 | Histopathologic patterns

The main histopathologic patterns are graphically presented in
Figure 2. The most frequent lesions diagnosed included interstitial
pneumonia (69.2%; 9/13), charactered by moderate thickening of the
alveolar septa due to a lymphohistiocytic infiltrate and proliferation
of type Il pneumocytes (Figure 3a). Interstitial nephritis was present
in 46.1%16/13) of cases and was characterized by an accumulation of
lymphocytes and plasma cells and a multifocal histiocytic inflamma-
tion at the renal cortex. Chronic atrophic enteritis was seen in 30.8%
(4/13) of cases and was characterized by the fusion and multifocal
blunting of the intestinal villi and an influx of lymphohistiocytic cells
at the lamina propria (Figure 3b). Ballooning degeneration of the tran-
sitional epithelium of the urinary bladder occurred in 23.1% (3/13;
Figure 3c) of cases. Necrotic enteritis characterized by necrosis and
dilation of intestinal crypts was observed in two coatis (Figure 3d).
Parasitic pneumonia characterized by the accumulation of adult
nematodes within the lumen of bronchioles and alveoli admixed with
a lymphobhistiocytic and eosinophilic inflammatory infiltrate was ob-
served in 15.4% (2/13) of cases. Concomitant granulomatous and
interstitial pneumonia were identified in the pulmonary sections of
these coatis.

Other less frequently (7.7%; 1/13) diagnosed lesions were mas-
titis, glomerulonephritis, granulomatous nephritis, cholangitis, chol-
angiohepatitis, pyogranulomatous splenitis and pancreatitis. Fungal
and bacterial microorganisms were not identified in any tissue eval-
uated by the histochemical stains.

Pancreatitiy  S—
Pyogranulomatous splenitls S
Cholangiohepativs =
Cholangitls W——
Granulomatous nephrits  S—
Glomerulonephritys - G—
Masttls Se—

Splenic lymphold depletion  M—

Granulomatous hepatitls  S———

Lymphocytic cysiils  SES—

Histopathological Pattcins

Myocardiis Iymphocytic  S—
Parasitic preumonts  E—

Necrotic enteritls  EE—

4 B o
Number of Coatls

FIGURE 2 Frequency of the principal histopathological
findings observed in 13 coatis

3.3 | IHC demonstration of CDV antigens

Immunohistochemical demonstrated intralesional CDV antigens in
tissues from the coatis. Positive intracytoplasmic immunoreactiv-
ity to CDV antigens was observed in 23.1% (3/13) of the coatis
evaluated. There was positive immunoreactivity to CDV antigens
in the bronchiolar epithelium of the lungs (coatis #2, 4 and 10;
Figure 4a,b). Positive immunoreactivity was also seen in the epi-
thelial cells of the biliary ducts at the portal triad of the liver (coa-
tis #2 and 4; Figure 4c). CDV antigens were also demonstrated
within the epithelial cells of necrotic and dilated intestinal crypts
(coatis #2 and 4; Figure 4d), the neurons of the myenteric plexus of
the muscular layer of the small intestine (coati #2; Figure 4e), the
epithelial cells of the salivary gland (coati #2) and within degener-
ated epithelial cells of the transitional epithelium of the urinary
bladder (coatis #2 and 4; Figure 4f).

Positive immunoreactivity to antigens of CPV-2, CAdV-1 and
CAdV-2 was not identified in the lungs, intestine, urinary bladder or
liver of the coatis evaluated.

4 | DISCUSSION

The results of this study identified CDV infections by means of IHC in
multiple tissues of coatis. In addition, H&E-stained sections of these
tissues demonstrated lesions typical for CDV infection (Headley et
al.,, 2013, 2018; Kobayashi, Ochiai, & Itakura, 1993). Negative im-
munoreactivity to the antigens of CPV-2, CAdV-1 and CAdV-2 sug-
gested that these viral disease pathogens were not associated with
the development of the lesions observed in these coatis. A serologi-
cal study designed to investigate the exposure of several species
of wild carnivores (including coatis) and domestic dogs to CDV and
CPV-2 in Emas National Park, Midwestern Brazil, demonstrated that
10.6% of wild carnivores and 71.4% of domestic dogs were exposed
to CDV; however, the coatis did not reveal serological evidence of
exposure to CDV (Furtado et al., 2016).

To the best of the authors' knowledge, these findings represent the
first documentation of CDV infections and associated lesions in coa-
tis. Previous studies from Brazil have identified CDV in the crab-eat-
ing fox, C. thous (Megid et al., 2009), the hoary fox, L. vetulus (Megid
et al., 2010) (both of which showed systemic disease) and in a lesser
grison (G. cuja) that died suddenly without any manifestation of disease
(Megid et al., 2013). Additionally, phylogenetic analyses from these
studies (Megid et al., 2009, 2010, 2013) have demonstrated that the
strain of CDV affecting wildlife in Brazil was similar to that of the dog.
In the study presented herein, molecular characterization to compare
virus from coatis and domestic dogs was not done. Prolonged fixation
in formalin solution (with some samples having been collected as early
as 1993) made this impossible. However, the IHC findings confirmed
the relatiohship between CDV and the associated typical histopatho-
logic patterns of CDV infection despite prolonged fixation.

The domestic dog is considered to be the source of the dissemina-
tion of CDV to wild animals in several countries. This has been seen in
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FIGURE 3 Histopathological patterns
observed in coatis infected by canine
distemper virus. There is interstitial
pneumonia (a) and atrophic enteritis (b).
Observe ballooning degeneration (arrows)
of the transitional epithelium of the
urinary bladder (c) and necrotic atrophic
enteropathy with the accumulation of
necrotic debris (arrows) within dilated
intestinal crypts (d). HE: bar (a) and
(b)—200 pm; (c)—50 um and (d)—100 pm

FIGURE 4 Immunohistochemical
findings associated with infection by
canine distemper virus in coatis. There

is positive immunoreactivity to CDV
antigens in the epithelium of the bronchi
(a); a higher magnification is provided (b).
There is positive immunolabelling to CDV
antigens at the biliary duct epithelium
(arrows) of the portal triad (PoT) adjacent
to normal (He) hepatocytes (c), at the
enterocytes of the intestinal crypts (d)
and within the neurons (arrows) of the
myenteric plexus (MyP) of the muscular
layer (ML) of the small intestine (e). There
is positive immunoreactivity to CDV
antigens in the degenerated epithelium of
the urinary bladder (f). Inmunoperoxidase
counterstained with haematoxylin: bar, (a,
d, e and f)—50 pm; (b and ¢)—20 pm. CDV,
canine distemper virus

lions in the Serengeti outbreak (Roelke-Parker et al., 1996), free-rang-
ing canids from Scandinavia (Akerstedt et al., 2010), wild carnivores
from Chile (Acosta-Jamett et al., 2011), and wolves and foxes from
Germany (Lempp & Jungwirth, 2017). Although we were unable to
effectively establish the relationship between the infection by CDV
in these coatis and the domestic dog, the proximity of the neighbour-
ing village to the BVS and the large number of roaming dogs in urban
cities of Brazil (Headley & Graga, 2000) may suggest that there was

contact between coatis and infected free roaming dogs. Nearly half
(46%, 6/13) of the coatis that demonstrated CDV antigens in our
study were not native to the BVS. These may have contracted CDV

through contact with free roaming dogs which have foraging habits
in their sedrch for food in urban areas (Beisiegel & Mantovani, 2006).

All coatis that were positive for CDV antigens by IHC were fe-
males; one was free-living and captured following a vehicular acci-
dent, while the other two were native to the BVS. One of these died



50

MICHELAZZO €T AL.

of pneumonia, and the other was euthanized due to advanced age.
Free-living female coatis tend to cluster in groups with other females
and their offspring (Beisiegel & Mantovani, 2006). Separation from
the pack may occur due to old age, illness or both (Beisiegel, 2001;
Beisiegel & Mantovani, 2006). As has been suggested previously in a
case report of CDV in hoary fox, the advanced stage of distemper en-
cephalitis may have contributed to the car accident suffered (Megid
et al., 2010). Likewise, we postulate that the free-living female prob-
ably had neurological disease, such as disorientation and ataxia, and
became separated from the pack and was more susceptible to ve-
hicular accidents. However, since the central nervous system was
not collected during autopsy, the possible role of neurological dis-
temper as a contributing factor to the vehicular accident cannot be
confirmed. Nevertheless, the pulmonary fragments evaluated from
this female coati demonstrated interstitial pneumonia with intrale-
sional idéntification of CDV antigens in the bronchiolar epithelium.
There was also IHC evidence of CDV antigens in the neurons of the
myenteric plexus of the small intestine of this coati, a finding that
is not frequently observed in dogs. These findings suggest that this
coati may have had CDV encephalitis as described in the dog (Lempp
& Jungwirth, 2017) which may contributed to its demise by vehicular
accident.

One of the most frequent histopathological patterns observed
in these coatis was interstitial pneumonia associated with the in-
tralesonal IHC detection of antigens of CDV in three animals (3/13;
23%). These alterations are similar to those described in the domes-
tic dog infected with CDV (Ford, 2012; Greene & Vandevelde, 2012;
Headley et al., 2013). In Brazil, CDV is endemic in populations of
urban dogs, with mixed-breed dogs being more frequently infected
(Headley, Amude, Alfieri, Bracarense, & Alfieri, 2012; Headley &
Graga, 2000). These infected dogs probably act as sources for the
dissemination of the virus to naive and wild animal populations
(Headley et al., 2012). Another interesting finding was the ballooning
degeneration of the transitional epithelium of the urinary bladder in
three coatis. In the domestic dog, this histologic finding is frequently
associated with infections due to CDV (Caswell & Williams, 2016;
Headley et al., 2013; Headley, Shirota, Baba, lkeda, & Sukura, 2009;
Headley & Sukura, 2009), but characteristic eosinophilic intracyto-
plasmic inclusion bodies (Caswell & Williams, 2016) were not iden-
tified in the coati cases herein described. Inclusion bodies are more
frequently observed in the acute viremic phases of systemic CDV
infection (Greene & Vandevelde, 2012), so these coatis may have
been chronically infected by CDV.

The results of this study demonstrate that coatis can be infected
with CDV and develop pathological manifestations of CD, and hence,
the list of CDV susceptible wild animal hosts has grown.
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7 CONCLUSAO

Através desse trabalho foi possivel concluir que os quatis (N. nasua)
apresentavam alteragbes histopatoldgicas sugestivas de infecgdo por morbilivirus
canino e essas alteracdes sao semelhantes as observadas em caes domésticos.

A técnica de imuno-histoquimica adaptada foi efetiva na evidenciagao
de antigenos virais de morbilivirus nos tecidos de quatis formalizados por até 23 anos
(1993 a 2016). Isso permitiu a associagado das lesdes observadas nos quatis a
infeccado por morbilivirus canino.

Sendo assim, podemos afirmar que os quatis sdo susceptiveis a
infeccdo por CDV e desenvolvem lesdes derivadas da doenga, assim como os caes

domésticos.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desse trabalho demonstram que é possivel realizar
estudos retrospectivos com animais selvagens, utilizando amostras teciduais
armazenadas em formol durante longos periodos. A técnica de imuno-histoquimica
passou por diversas adaptagdes, principalmente na fase da recuperacao antigénica,
até que se mostrasse efetiva. O mesmo sucesso nao ocorreu com os estudos

moleculares, onde o tempo prolongado de fixagdo em formol foi um limitante decisivo.

Esses fatos poderiam estimular os 6érgados publicos e privados,
responsaveis pela preservagao da fauna selvagem, a armazenar quaisquer amostras
biolégicas desses animais a fim de permitir que um numero maior de investigagbes
seja realizado. Aumentando assim o conhecimento sobre as diferentes espécies da

fauna selvagem brasileira.



1
2

54

ANEXO |

Declaracao de permissao de uso — ITAIPU Binacional

—

Usina Hidrelétrica de Italpu - Brasil
Avenida Tancredo Neves, 6731
85866-900 Foz do Igyacu, PR
Telefone: + 55 (45) 3520-5505
Fax: + 55 (45) 3520-5346

1]
A N\ ITAIPU [rcorosn2eris e e etdema, 1075

BINACIONAL Usina Hidrelétrica de Itaipu, €C-6919-ASU Asuncion, Paraguay

Teléfono: +595 (21) 248-1000
19 de setembro de 2016 Faa: <595 (21) 2481668

www.itaipu.gov.br

Senhor

SELWYIN ARLINGTON HEADLEY

Rodovia Celso Garcia Cid, PR 445 Km 380
Londrina, PR - Brasil

Atendimento a solicitacdo de parceiria no projeto intitulado, =Determinacac das

epfgrmidades associadas a morte de animais silvestres, carnivoros silvestres, no Refligio
Bioldgico Bela Vista, Paranao.,

Em atencdao ao protocolo 032654/206-32, de 18/08/2016, que solicita a parceria no
projeto intitulado “Determinagdo das enfermidades associadas a morte de animais
silvestres, carnivoros silvestres, no Refligio Biologico Bela Vista, Parand”, é com
satisfacao que informamos que sua solicitacdo foi avaliada por nossa equipe técnica e
gerencial e podera ser atendida.

Esclarecemos, porém, que para a concretizacio desta parceria, a equipe de pesquisa da
UEL/DMVP/LP deve atender as seguintes condicdes:

I. Apresentar previamente a ITAIPU seguro de vida dos pesquisadores no periodo em que
estiverem desenvolvendo atividades nas dependéncias da ITAIPU Binacional.

Il. Arcar com os custos decorrentes do deslocamento, estadia, alimentacao e outras
despesas pessoais dos pesquisadores.

lIl. Redigir relatorio para a ITAIPU ao final do projeto, para que se conhega o resultado
do trabalho. ‘
IV. Incluir na dissertagao de Mestrado e/ou Doutorado a seguinte citagéo: “O resultado

deste trabalho nao reflete a opinido da ITAIPU Binacional”, isso por juridicas



55

[ 1
E/CD/037267/16
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apresentado, pagina 7.
Dessa forma, estaremos estabelecendo uma parceria duradoura, que certamente
resultara em producdo cientifica de qualidade e na boa imagem das instituicoes.

Se de acordo, pedimos que confirme essa parceria e entre em contato com o médico
veterinario Zalmir Silvino Cubas, indicado como supervisor desse projeto, pelo telefone

(45) 3520-5616 ou pelo e-mail zalmir@itaipu.gov.br
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1 ANEXO Il

3  Protocolo da Técnica de Imunohistoquimica para CDV

REAG ENTE‘I’E{]lUl;.El} EQUIPAMENTO | T°C TEMPO
1. Desparafinizacao
Estufa &0*C 10 h
Kilol | Berco da IHO 20 min
Kilol 11 20 mimn
2. Reidratagao
Alcool 100% | 10 min
Alcool 100% I 10 min
Alcool 90% S min
Alcool B0% L min
Ligar a panela de pressao
Alcool 70% & min
Lavar em H:0 corrente Fraca 10 min
ﬁ.gua destilada Mergulho, transporte
3. Recuperagao Antigenica
Panela de
Citrato pH 6,0, cuba azul pressac 86-90°C 4 min
Perda da pressac da panela ~20 min
Retirar da panela com auxlio de luva de cozinha
Estabilizagao da °T do material em °T ambiente 20 mimn
Lavar em H:0 corrente Fraca 10 min

ﬁ.gua destilada

fMergulho, transporte, cuba de vidro

4. Blogueio da Peroxidase Endogena

Agua destilada (30ml) + H:0 oxigenada 30v (30 mi)

*T amb

A0 mim

(utilizar pano do microtomao)

Trabalhar em cuba (solugdo total 150m) e bergo de vidro. Proteger da luz

Descartar solugao

M5

Lavar em H:0 corrente Fraca 10 mimn
ﬁ.gua destilada Mergulho, transporte

. Incubacao com Anticorpo Primario

Secar ao redor dos cortes com papel toalha

Ac Primario diluido em diluents [1-1000) Camara umida 4°C 20-24h
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Apos incubagao

Lawar emn FBS
PBS pH7,2 C min
PBS pH7,2 C min

6. Incubagao com Anticorpe Secundario (superpicture kit polimero— lvitregen)

Secar ao redor dos cortes com papel toalha

Ac Secundario diluido Camara umida *Tamb | 30min
PBS pH7,2 S min
PBS pH7,2 S min
7. 5olucao Cromogena
Secar ao redor dos cortes com papel toalha
DAB (lvitrogen — 1 gota de cada
frasco em 1ml de agua destilada Capela ligada *T amb 3 min
eppendorf)
Parar a reagac em H;0 corrente Culba de vidro + *T amb -
bergo do HE
Descartar em local propric
Lavar em H:0 corrente Fraca 10 min
ﬁ.gua destilada Mergulho, transporte
8. Coloragao e desidratacao
Hematoxilina de Harris Tempo relativo 30 seg

Descartar 2 12 H;0, em descarte de ¢
IHQ. Azulecer 10min em agua corrente

orante. TROCAR O BERGCO PARA O DA

Alcool T0% 5 min
Alcool B0% S min
Alcool 90% S min
Alcool 100% | 10 min
Alcool 100% 11 10 min
Deixar secar as |aminas na capela para nao hidratar o xilo

Xibol | 20 min
Xibol 11 20 min

Montar com laminula (tamanho adequ

ado + resina)
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Solucdes

Tampdo Fosfato Salino (PBS) pH7.2
Ma;HPOs.7H0 3,96¢g
NaH:PO«.HxO 0,72g
MNaCl 16,34g
H:0 g.5.p. 2000mL
Ajustar o pH para 7,20- 7,24

Citrato pH 6,0
Acido citrico  2,1g

Agua destilada 1000mL

Solugdo de Revelagdo - DAB

H:O destilada 1mL
Solugao 1 1 gota
Solucdo 2 1 gota

Solucdo 3 1 gota



