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Resumo

O herpesvirus canino tipo | (HVC-1) estd amplamente disseminado entre caes,
com uma seroprevaléncia na Europa de 40 a 90%, sendo encontrado principalmente em
canis de reproducdo. Em animais adultos, a infecdo varia de assintomatica a doenca
ligeira, com sinais clinicos genitais, respiratorios e oculares. E também considerada uma
causa frequente de infertilidade, disturbios reprodutivos e mortalidade neonatal. Numa
grande parte da populacéo canina adulta, a infecdo permanece latente e pode ser reativada
durante eventos causadores de stress. No entanto, a correlacéo entre a disseminacao do

virus e a fase do ciclo éstrico é ainda desconhecida.

O presente trabalho teve como objetivo identificar a presenca de HVC-1 em
cadelas e correlacionar a presenca do virus com as diferentes fases do ciclo éstrico, a sua
salde reprodutiva, parametros epidemiolégicos e condicBes de maneio que possam
constituir fatores de risco que favorecam a transmissdo da infecdo. Entre Setembro de
2021 e Abril de 2022, foram recolhidas amostras por zaragatoa vaginal de 60 cadelas de
varias idades e racas, apresentadas a consulta de reproducdo no Centro de Reproducéo
Veterinaria da Anicura Atlantico (CRVA). Para cada animal, foi determinada a fase do
ciclo éstrico, realizada um esfregaco vaginal, através de zaragatoa, solicitando aos
proprietarios o preenchimento de um questionario sobre a salde das cadelas e 0 seu
historial reprodutivo. Através das zaragatoas vaginais, foi realizada a extracdo de acido
desoxirribonucleico (DNA, do inglés “Deoxyribonucleic acid”’) e uma reacdo em cadeia
polimerase (PCR, do inglés “Polymerase chain reaction’”) em tempo real para detecdo da
presenca do DNA HVC-1.

O DNA HVC-1 foi detetado em 2 das 60 amostras (3,3%). Ambas as amostras
pertenciam a animais adultos em fase de estro, sem vacinagdo contra 0 HVC-1,
pertencentes a canis reprodutores, apresentando ambas historico de infertilidade. Que seja
do conhecimento da autora, o presente trabalho constitui a primeira descrigéo da detecéo

molecular de HVC-1 em cadelas em Portugal.

O facto do virus ter sido identificado em animais em fase de estro, sem vacinagao
contra 0 HVC-1 e pertencentes a coletividades pode indicar que estes fatores podem ter
favorecido a transmisséo da infe¢do. O facto de ambos os animais positivos para HVC-1
terem historial de distdrbios reprodutivos &€ também de realcar. Globalmente, os

resultados obtidos evidenciam a necessidade de mais estudos que permitam aprofundar o



conhecimento sobre a transmissdo do virus e a sua relagdo com a saude reprodutiva das

cadelas.

Palavras-chave: herpesvirus canino; infertilidade; PCR



Abstract

Canine herpesvirus type | (CHV-1) is widely spread among dogs, with a 40-90%
distribution in Europe, mainly found in breeding kennels. In adult animals, the infection
ranges from asymptomatic to mild illness with genital, respiratory and ocular clinical
signs. It is also considered to be a major cause of infertility, reproductive disorders and
neonatal mortality. In a large part of the adult canine population, infection remains latent
and can be reactivated during stressful events. However, the correlation between the

shedding of the virus and the phase of the oestrous cycle is still unknown.

The present study aimed to identify the presence of CHV-1 in bitches and to
correlate the presence of the virus with the different phases of the oestrous cycle, the
bitches' reproductive health, epidemiological parameters and management conditions that
may constitute risk factors that favour infection transmission. Between September 2021
and April 2022, vaginal samples were taken from 60 bitches of various ages and breeds
attending the reproduction consultation at Anicura Atlantico Veterinary Reproduction
Centre. For each animal, the phase of the estrous cycle was determined, a vaginal swab
was performed and the owners filled in a questionnaire about the bitches’ health and
reproductive history. The vaginal swabs were submitted to deoxyribonucleic acid (DNA)
extraction and real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) to detect the presence
of CHV-1 DNA.

CHV-1 DNA was detected in 2 of the 60 samples (3,3%). Both were adult animals
in estrus, without vaccination against CHV-1, belonging to breeding kennels and both
with history of infertility. As far as the author is aware, the present study constitutes the

first description of CHV-1 molecular detection in female dogs in Portugal.

The fact that this virus was identified during estrus and in non-vaccinated animals
against CHV-1 belonging to communities, may lead to hypothesize that these points may
favour the disease transmission. Moreover, the observation that both animals positive for
CHV-1 have a history of reproductive disorders should also be highlighted. Overall, the
results obtained show the need for more studies that allow for a deeper understanding of
the transmission of the virus and its relationship with the reproductive health of female

dogs.

Keywords: canine herpesvirus; infertility; PCR



Abreviaturas, siglas e simbolos
< - Menor que
> - Maior que
° C — Graus Celsius
% — Percentagem
® — Marca registada
10x — Objetiva com ampliacdo de 10 vezes
40x — Objetiva com ampliacdo de 40 vezes
ML — Microlitro
[-actina — Beta-actina
ALT — Alanina aminotranferase

BLAST - Ferramenta basica de pesquisa de alinhamento local , do inglés “Basic Local
Alignment Search Tool

C- — Controlo negativo

C+ — Controlo positivo

CBIOS - Research Center for Biosciences & Health Technologies

Cm — Centimetros

CRVA — Centro de Reproducdo Veterinario do Anicura Atlantico

Ct — Limiar de detecdo, do inglés “Cycle threshold”

DNA — Acido desoxirribonucleico, do inglés “Deoxyribonucleic acid”

dNTP’s — Desoxiribonucleétidos trifosfato, do inglés “Deoxynucleotide triphosphate”

ECAR — Colégio Europeu de Reproducao Animal, do inglés “European College of
Animal Reproduction”

ELFA — Ensaio enzimético fluorescente ligado a enzima, do inglés “Enzyme-linked
fluorescent assay”.

ELISA — Ensaio de imunoabsorcéo enzimatica, do inglés “Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay”

Et al. — E outros, da locugdo latina “et alli”

FMV-ULus6fona — Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Lusofona


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

FSH — Hormona foliculo-estimulante , do inglés “Follicle-stimulating hormone”
g — Grama

g — Aceleracdo gravitacional (unidade de forca centrifuga relativa)
GH — Hormona de crescimento, do inglés “Grown hormone”

H — Horas

HVA — Hospital Veterinario Anicura Atlantico

HVC-1 — Herpevirus canino tipo 1

HVF — Herpevirus felino

ICNF — Instituto de Conservacdo da Natureza e das Florestas

IgG — Imunoglobulina G

INIAV — Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria

IPMA — Teste da imunoperoxidase em monocamada, do inglés “Immunoperoxidase
Monolayer Assay”

LACH — Laboratério de Analises Clinicas e Histopatologia

MDCK — Células Madin Darby de rim canino, do inglés “Madin- darby canine kidney
cells”

Mg — Miligramas

mL — Mililitros

Mm — Milimetros

m/v — Ré&cio massa:volume

Ng — Nanograma

Nm — Nanometro

Pb — Pares de bases

PBS — Tampao Fosfato Salino, do inglés “Phosphate Buffered Saline”
PCR — Reagdo em cadeia da polimerase, do inglés “Polymerase Chain Reaction”
Pg — Picograma

PGE2 — Prostaglandina E2

pH — Potencial de Hidrogénio
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pmol — picomole

PO — Por via oral, da locucao latina “per 0s”

P4 — Progesterona

SPR — Recetaculo de fase solida, do inglés “Solid phase receptacle”
U — unidade

TAC — Tomografia Axial Computorizada

TBE — Tampdo Tris-borato EDTA

TM — Temperatura de Melting

ULuso6fona — Universidade Luséfona
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l. Casuistica do Estagio

O estagio curricular para conclusdo do Mestrado Integrado em Medicina
Veterinaria teve a duracao de 5 meses, no periodo compreendido entre 15 de Setembro a
15 de Fevereiro de 2022, no Hospital Veterindrio Anicura Atlantico (HVA), sob a
orientacdo do Professor Paulo Borges, com o acompanhamento da Dra. Rita Antunes e
do Dr. Ruben Silva, Meédicos Veterinarios responsaveis pelo acompanhamento dos
estagiarios no HVA.

Ap0s o estagio no HVA, 0 mesmo teve seguimento no Laboratdrio de Analises
Clinicas e Histopatologia (LACH) da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
Lus6fona (FMV-ULuso6fona), onde durante 4 meses foi realizada a parte experimental do
estudo conducente a presente Dissertacdo. O estagio no Laboratorio do Hospital da
ULusdfona, foi orientado pela Professora Doutora Margarida Alves e Professora Doutora
Ana Amaral, fomentando o desenvolvimento de competéncias na préatica laboratorial e
permitindo o acompanhamento de todas as fases do estudo desta Dissertacdo, que sera

descrito com maior detalhe no Capitulo 2 (Material e Métodos).
1. Hospital Veterinario Anicura do Atlantico

O HVA é um Hospital de referéncia situado no concelho de Mafra que se destaca
pela formacdo continua da sua equipa multidisciplinar e pela inovacgdo tecnoldgica,
encontrando-se na vanguarda da Medicina Veterindria em Portugal, oferecendo um
servico de exceléncia.

O Centro de Reproducdo Veterinario Anicura Atlantico (CRVA), funciona
estruturalmente em paralelo com o HVA, e é coordenado pelo Dr. Paulo Borges,
especialista pelo Colégio Europeu de Reproducdo Animal (ECAR, do inglés European
College of Animal Reproduction), recebendo animais de pequeno porte de todo o Pais.
Oferece um servico de consultas de reproducdo assistida para seguimento de cio,
inseminacao artificial, acompanhamento ecogréafico de gestacao, realizacao de cesarianas,
cirurgias laparoscépicas na area da reproducéo e recolha e acondicionamento de sémen
no banco de sémen do CRVA, para além de todo o apoio na area da patologia da
reproducéo.

No decorrer do estagio, a distribuicdo dos horarios era realizada com base numa

rotacdo quinzenal pelos diversos Médicos Veterinarios, permitindo a passagem pelas
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diversas especialidades, com duas folgas semanais, um turno noturno semanal e turnos
de fim de semana quinzenais.

Dia 21 de Fevereiro foi iniciado o estagio extra-curricular exclusivamente no
CRVA com a duracdo de 6 semanas, realizando o horario em paralelo com o Dr. Paulo
Borges, que correspondia a 3 vezes por semana das 9h as 18h. Com este estagio foi
possivel solidificar os conhecimentos na area da reproducdo de pequenos animais e
recolher um maior nimero de amostras para esta dissertagdo. Foi possivel observar e
participar, também, na realizacdo de consultas, seguimentos de cio, diagndsticos de
gestacdo, acompanhamento ecografico de gestacdo, inseminacfes, vaginoscopias e
cirurgias na area da reproducdo, incluindo cirurgias através de técnica laparoscopica.

Ao longo de todo o periodo de estagio foram observados 915 animais, onde 60%
eram cdes (n=552), 39% (n=361) gatos e 0,22% (n=2) corresponderam a animais

ex0ticos, como se encontra descrito no Grafico 1.

= Cdes Gatos Exoticos

Exot

0,2
Gatos
40%

Grafico 1 — Distribuicdo relativa dos animais observados no HVA durante o periodo de

estagio.

Consultas

Durante o estdgio foi possivel acompanhar os Médicos Veterinarios na
realizacdo de varias consultas nas diversas areas. Foram acompanhadas 983 consultas.
Nas mesmas, observou-se e realizaram-se anamnese, exame fisico, recolha de material
para analise e discussdo com o Médico Veterinario, diagndsticos diferenciais, plano de
tratamento, complicacOes e prognostico. As diversas consultas de especialidade estdo

descritas com mais detalhe na Tabela 1.

19



Tabela 1 — Distribuicdo absoluta e relativa das consultas por especialidade durante o

periodo de estagio.

Especialidades Frequéncia Frequéncia

absoluta relativa

Neurologia 10 1,01%

Oftalmologia 9 0,92%

Otorrinolaringologia 5 0,51%

Gastroenterologia 91 9,26%

Pneumologia 86 8,75%

Cardiologia 78 7,93%

Urologia/Nefrologia 76 7,73%

Dermatologia 14 1,42%

Endocrinologia 37 3,76%

Oncologia 13 1,32%

Ortopedia e Sistema Musculo- 14 1,42%

esquelético

Doencas Infeciosas 73 7,43%

Reprodugdo 235 23,91%

Urgéncias 76 7,73%

Animais exdticos 2 0,20%

Consulta de Reavaliagdo Pés-Cirurgica 7 0,72%
Medicina Preventiva 143 14,55%

Medicina Paliativa 3 0,31%

Eutandsias 11 1,12%

Total 983 100%

Internamento

O internamento encontra-se dividido por area de cdes, gato, unidade de doencas
infetocontagiosas e servico de neonatologia. No internamento foi possivel a realizacdo de
exames fisicos aos animais: avaliacdo do estado mental, coloracdo das membranas
mucosas, medi¢do do tempo de replecdo capilar, medicdo da frequéncia cardiaca,
medicdo da frequéncia respiratoria, avaliacdo do pulso e medicdo da temperatura.
Ajudou-se também na realizagdo de todas as medicacdes e alimentacOes e na realizacao
de exames complementares laboratoriais ou de imagiologia.

Todos os exames complementares de diagndstico realizados no momento da
consulta e em internamento estdo descritos na Tabela 2. Todos os atos médicos assistidos

estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 2 — Distribuicdo absoluta e relativa de exames complementares de diagndstico

realizados durante as consultas e internamento.

Exames de diagndstico Frequéncia absoluta Frequéncia relativa

Hemograma 380 18,71%

Microhematdcrito 20 0,99%

Esfregaco de sangue 4 0,20%

lonograma 203 10,00%
Andlises bioquimicas 364 17,93%

Andlises endocrinas 24 1,18%

Medig¢éo do valor de progesterona 150 7,39%
Tempos de coagulagéio 3 0,15%

Gasimetria 2 0,10%

Testes rdpidos (FIV e FelLV; Leishmaniose; Parvovirus) 38 1,87%
Citologia auricular 3 0,15%

Citologia vaginal 195 9,61%

Espermograma 29 1,43%

Radiologia 198 9,75%

Ecocardiografia 76 3,74%

Eletrocardiografia 5 0,25%
Ecografia abdominal 220 10,84%

Tomografia computorizada e mielografia 14 0,69%
Pungéo aspirativa por agulha fina 2 0,10%
Teste de fluoresceina e shirmer 6 0,30%
Fluoroscopia 4 0,20%

Cistocentese 56 2,75%

Abdominocentese 22 1,08%

Pleurocentese e pericardiocentese 12 0,59%
Total 2030 100%
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Tabela 3 — Distribuicdo absoluta e relativa de atos médicos acompanhados durante as

consultas e internamento.

Atos Médicos

Preparagéo e administragdo de medica¢éo
Colheita de sangue

Cateteriza¢do venosa

Preparacgdo sistema de soro

Transfusdo de sangue / plasma
Administra¢do de quimioterapia
Colocagdio de Microchip

Algaliagéo

Lavagem vesical

Descompressdo Gdstrica

Lavagem Gastrica

Colocag¢do e administragdo de alimentagéo
por entubagdo nasogdstrica e esofdgica
Drenagem Pleural /Abdominal
Inseminagdo Artificial Transcervical
Cuidados Neonatais

Recolha de sémen

Congelagdo de sémen

Entubacgdo Endotraqueal

Pensos

Lavagem auricular

Total

Cirurgia

Frequéncia absoluta
2100
95
95

Y]
(6]

o000 N 0O W N

18

70

14

19

2577

Frequéncia relativa
81,49%
3,68%
3,68%
3,68%
0,31%
0,16%
0,12%
0,31%
0,16%
0,31%
0,31%
0,23%

0,16%
0,70%
2,72%
0,54%
0,16%
0,23%
0,74%
0,31%
100%

Nas cirurgias foi possivel desempenhar diversas fungdes tais como a funcao de

circulante, cirurgido assistente, preparacao anestésica (que inclui cateterizacdo, entubacdo

endotraqueal, sedacdo, tricotomia, limpeza e assepsia do campo cirurgico), ajuda na

selecdo dos farmacos anestésicos mais adequados, monitorizacao anestésica e auxilio no

recobro (extubagdo, monitorizacdo da frequéncia cardiaca e respiratoria no pos-

cirurgico). Foi possivel observar e auxiliar os Médicos Veterinarios em diversas cirurgias

— tecidos moles, ortopédicas, de minima invasdo e endoscopia - programadas e algumas

de urgéncia. Nas cesarianas realizadas, foi possivel auxiliar na reanimacéo neonatal e

prestar cuidados neonatais nas primeiras horas de vida dos cachorros.
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A distribuicdo entre as diversas areas cirurgicas esta descrita com maior detalhe

no Gréfico 2.

m Cirurgia de tecidos moles = Cirurgia ortopedica = Cirurgia Minima Invasao Endoscopia

Gréafico 2 — Distribuicdo relativa das diferentes areas cirargicas acompanhas no HVA

durante o periodo de estagio.
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Il. Detecdo molecular de herpesvirus canino no trato genital das cadelas nas
diferentes fases do ciclo éstrico

1. Introdugéo
1.1 Herpesvirus canino
1.1.1 Etiologia

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

E um virus de acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés “Deoxyribonucleic
Acid”), com envelope e com capacidade de réapida replicacdo intracelular, caracteristica
comum a todos os Herpesvirus. Esta replicacdo é seguida por um efeito citopatico
acompanhado por formacéo de inclusdes intranucleares e, em alguns casos, responsavel
pela inducdo de sincicios intra-celulares (Greene, 2012).

Devido ao seu invélucro, este virus € facilmente inativado por desinfetantes e
solventes lipidicos, tais como o éter e o cloroférmio. A inativacdo ocorre em algumas
horas quando exposto a temperaturas superiores a 37 graus Celcius (°C). Apresenta a
capacidade de permanecer estavel a temperaturas de -20°C durante 5 dias. Este virus é
também sensivel a variacdes no potencial de hidrogénio (pH), sendo inativado quando
exposto a valores de pH inferiores a 5 ou superiores a 8 (Parzefall, 2011; Rootwelt et al.,
2011).

O ambiente 6timo para a sua replicacdo ocorre em temperaturas com valores
entre 0s 35 a 37°C. Estes valores de temperatura coincidem com a temperatura encontrada
nas mucosas do aparelho reprodutivo e vias respiratorias, e em cachorros durante as
primeiras semanas de vida. Tal esta relacionado com os potenciais locais de excrecdo
viral e 0 modo de contaminacdo horizontal deste agente patogénico, implicando
normalmente proximidade entre animais (Parzefall, 2010; Rootwelt et al., 2011; Greene,
2012).

Uma caracteristica relevante comum a todos os Herpesvirus, consiste na sua
capacidade de laténcia. Quando infetado, o hospedeiro permanece portador do virus na
sua forma latente, sem replicacéo viral. O HVC-1, durante o periodo de laténcia, localiza-
se principalmente no tecido ganglionar e linfoide, em zonas de contagio como a mucosa

reprodutiva e a mucosa oral (Rootwelt et al., 2011).
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Segundo Carmichael (1999), o virus latente persiste nos ganglios do nervo
trigémeo, ganglios lombo sagrados, amigdalas e glandulas salivares parétidas.

Quando o virus entra em estado de laténcia ndo h& manifestagdo de sinais
clinicos, o que dificulta o seu diagndstico. Quebras na imunidade do animal que poderédo
dever-se a fatores tais como o stress, presenca de outras patologias, gestacdo ou
administracdo de determinados farmacos, poderdo ser suficientes para causar reativacao
do virus (Ledbetter et al., 2009; Greene, 2012). Quando o anterior acontece, ocorre
replicacdo e excrec¢do viral, levando ao aparecimento de sinais clinicos ligeiros ou mesmo
ausentes, possibilitando uma transmissdo viral de forma eficaz entre hospedeiros
suscetiveis (Franco et al, 2012). Como ja foi referido, esta replicacdo ocorre no nucleo
das células, originando corpos de inclusdo intranucleares que sdo achados citoldgicos
importantes para o diagndstico de animais portadores (Greene, 2012).

O HCV-1 apresenta como hospedeiros um grupo restrito de espécies, sendo que

apenas € patogénico em animais domésticos e animais selvagens da familia Canidae.

1.1.2 Epidemiologia e fatores de risco
O HVC-1 e um virus ubiquitario e a sua prevaléncia varia bastante, quer entre
diferentes canis, como também entre diferentes paises (Kawakami et al., 2010). E um
virus que pode ser encontrado comummente na populacdo canina, estando relatado a sua
presenca em todos os continentes (Krogenaes et al., 2012).

Estudos realizados por Ledbetter em 2013, sugerem que a infecdo pelo HVC-1
se distribui a nivel mundial e a seroprevaléncia varia bastante entre paises, com valores
compreendidos entre 6 e 100%.

As maiores taxas de seroprevaléncia sdo encontradas na Europa, com especial
foco nos canis de criacdo. De acordo com Greene (2012), este facto podera ser explicado
pelo aumento da disseminagdo do virus, devido ao maior agrupamento de cées nos
sistemas de criagao.

Estd descrita a presenca de titulos de anticorpos superiores em sistemas de
criacdo com préticas de higiene questiondveis quando comparadas a sistemas de criagdo
com boas préticas de higiene (Okuda et al., 1993). Estes relatos reforcam a importancia
da transmisséo oronasal (Kawakami et al., 2010).

A prevaléncia de HVC-1 entre sistemas de criacdo e animais de propriedade

privada varia bastante entre autores. Babaei et al. (2010) e Ronsse et al (2004) relataram
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que ndo existe diferenca significativa observada entre propriedade privada e canil. Estes
autores sugeriram que a prevaléncia de HVC-1 ndo é necessariamente maior em
coletividades de cées e que a superlotacdo ou fatores de gestdo poderdo desempenhar
papeis que sdo mais importantes. Por outro lado, Dalhbom et al. (2009) descreveram a
presenca de cdes em canis com elevado numero de animais apresentavam titulos de HVC-
1 mais elevados do que cées de unidades menores. Segundo um estudo realizado por
Ronsse et al. (2005), onde foram investigados fatores que poderiam influenciar a
seroprevaléncia deste virus, ndo foram descritas diferencas entre raca e género. No
entanto, foram encontradas grandes variagdes nos niveis de anticorpos, quando
comparando amostras de cdes com diferentes idades. Animais com menos de seis meses
ndo apresentavam anticorpos, no entanto a partir dos 2 anos de idade, os titulos
aumentavam consideravelmente (Acar et al., 2009; Kawakami et al., 2010; Krogenaes et
al., 2012; Yesilbag et al., 2012). Possiveis explicagdes encontradas para estes achados
poderdo ser o reduzido tempo de exposi¢cdo dos animais jovens ao virus ou podera estar
também relacionado pela ocorréncia da puberdade e dos seus efeitos hormonais que
poderdo reativar o virus e produzindo consequentemente maior numero de anticorpos
(Ronsse et al., 2004). Dahlbom et al. (2009) relatou a relacdo entre a infecdo por HVC-1
e a ocorréncia de patologias reprodutivas, como é o caso de problemas de infertilidade de
acordo com Van Gucht et al. (2001), dado que cées de coletividade com titulos elevados
de HVC-1 apresentaram maior nimero de patologias reprodutivas comparativamente a
caes com titulos inferiores.

Foi também observada uma semelhanga entre os padrdes de titulacdo de
anticorpos existentes entre fémeas nunca sujeitas a cobricdo e fémeas ja cobertas,
sugerindo que a principal via de transmissao do virus sera a via oronasal (Krogenas et
al., 2014; Ronsse et al., 2005). No entanto, de acordo com Babaei et al. (2010), do ponto
de vista epidemioldgico a transmissdo venérea apresenta maior relevancia.

Ronsse et al. (2005) ndo detetou diferencas significativas entre padrdes de titulos
de anticorpos consoante a fase do ciclo em que a cadela se encontrava. A titulagdo tende
a variar durante a vida do animal e, apesar de ndo haver correlagéo direta com a fase do
ciclo, sabe-se que durante o diestro algumas fémeas tendem a apresentar um nivel de

anticorpos mais baixo (Ronsse et al., 2005).
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Segundo Pratelli et al (2014) o HVC-1 é considerado pouco imunogenico, pelo
que os anticorpos, geralmente, estdo presentes em maiores concentragcdes durante 4 a 8

semanas ap6s o contacto com o virus, dificultando o céalculo da sua prevaléncia real.

1.1.3 Patogenia e sinais clinicos

Em cachorros, a infecdo pelo HVC-1 podera ocorrer através do contacto direto
com outros cachorros infetados; por via transplacentaria; na passagem pelo canal vaginal;
no contacto com as secre¢des oronasais da mae ou ainda, apesar de menos comum, através
de fomites. O seu periodo de incubacdo esta compreendido entre 3 a 10 dias (Morresey,
2004). A mortalidade é bastante elevada em recém-nascidos com menos de uma semana,
dado que séo bastante suscetiveis a infe¢des generalizadas. Cachorros com mais de 3
semanas, geralmente desenvolvem apenas sintomatologia leve ou até assintomaticos,
tornando-os mais resistentes a infecdo (Decaro et al., 2008).

Em cées adultos, o virus desenvolve-se nas mucosas do trato genital, amigdalas,
e nasofaringe, com disseminacdo posterior para 6rgaos alvo como baco, rins, linfonodos
retrofaringeos e brénquicos, e menos frequentemente pulmdes. Em adultos com uma
resposta imunitaria competente contra o virus, este integrar-se-4 no DNA celular do
hospedeiro e, com poucos ou nenhuns sinais clinicos, desenvolvendo laténcia em tecidos
nervosos e linféides de forma créonica (Fontbonne, 2011; Green, 2012).

De acordo com alguns autores, acredita-se que os locais de laténcia do HVC-1
estdo associados a sua via de transmissdo. Quando existe laténcia nas glandulas salivares
parotidas, amigdalas, ganglios do nervo trigémio ou linfonodos retro-faringeos, pensa-se
que a transmissao € geralmente realizada através das secrec@es da mucosa oronasal. Por
outro lado, quando existe laténcia nos ganglios lombo-sagrados, pensa-se que a sua
transmissdo é realizada principalmente através do trato reprodutivo. O virus é detetado
mais frequentemente em tecidos relacionados com a mucosa oronasal, o que €
concordante com a sua principal via de transmisséo (Burr et al., 1996).

Em caso de reativacao, a disseminagdo do virus geralmente dura apenas poucos
dias, enquanto que, em casos de infecdo primaria, a disseminacao € mais prolongada e as

titulagcGes mais altas (Ronsse et al., 2005).
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1.1.3.1 Cachorros recém-nascidos

O HVC-1 esta descrito como sendo a infecdo viral mais comum e grave em
cachorros neonatos, podendo atingir taxas de mortalidade de 100% numa ninhada
(Carmichael, 2004; Decaro et al., 2008). Em casos menos graves, nem todos os cachorros
da ninhada sdo infetados, podendo os sinais clinicos e a gravidade dos mesmos variarem
entre animais da mesma ninhada (Sykes, 2014). Displasia da retina e encefalite
granulomatosa sdo alguns exemplos de sequelas graves que os cachorros, que
sobrevivem, poderdo apresentar (Greene, 2012; Percy et al., 1971).

Estudos comprovaram que este virus esta presente de uma forma persistente nos
linfonodos lombo-sagrados, entrando em circulagdo quando reativado. Da-se
posteriormente a sua replicagdo nas mucosas e consequente excrecdo pelas mucosas
genitais contaminando os neonatos durante o parto e provocando possivel transmissdo do
virus (Green, 2012).

Geralmente as fémeas que tém cachorros que morreram com infecéo pelo HVC-
1 tornam-se portadoras assintomaticas. A localizacéo genital em cadelas faz com que seja

transmitido, ndo apenas sexualmente, mas também no momento do parto (Greene, 2012).

1.1.3.1.1 Infec&o transplacentaria

O contacto com o virus por cadelas gestantes que ndo tenham titulos protetores
de anticorpos consiste uma ameaca a gestacdo (Fontbonne, 2011). Caso ocorra infecédo
priméaria ou reativacdo viral durante a gestacdo da cadela, esta podera originar ndo s
infecdo do feto por via transplacentaria mas também originar lesbes degenerativas e
necrosantes na placenta (Morresey, 2004; Ronsse et al., 2004; Noakes et al., 2008;
Forsberg, 2010; Maclachlan & Dubovi, 2011).

A transmissdo placentaria ocorre geralmente entre o periodo médio e o periodo
final da gestacdo, apresentando diferentes consequéncias, dependendo do periodo
gestacional. A infecdo atraves desta via poderad resultar em reabsorcdo embrionaria,
aborto, morte fetal, mumificagdo, nascimento prematuro, nados-mortos ou nascimento de
cachorros debilitados (Evermann et al., 2011).

Caso a infecdo ou reativacdo ocorra nos primeiros 30 a 40 dias de gestacdo, esta
podera provocar reabsorcdo ou morte fetal (Hashimoto et al., 1983). E importante referir
que, por vezes, 0s criadores apenas se queixam de problemas de fertilidade, porque nem

sempre detetam a presencga de uma gestacdo e a perda da mesma (Fontbonne, 2011). A
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reabsorcdo embrionaria podera ser detetada com recurso a ecografia (Ronsse et al., 2005).
InfecBes mais tardias, entre 0s 40 a 55 dias de gestacdo, podem ser responsaveis por
mumificagdes, nascimentos prematuros, nados mortos ou nascimento de cachorros fracos
que poderdo morrer até 2 semanas ap0os 0 nascimento (Hashimoto et al., 1982).

Pode acontecer também, na mesma ninhada nascerem cachorros infetados e outros
ndo, no entanto, os cachorros que nascem vivos, geralmente apresentam menor tamanho
comparativamente a restante ninhada e apresentam fraqueza (Greene, 2012).

As placentas poderdo também ser afetadas, apresentando necrose multifocal,
com antigénio viral e corpos de inclusdo no epitélio do trofoblasto e nas células
endoteliais. O virus pode ser também responsavel por vasculite e degenerescéncia da
parede dos vasos sanguineos alantéicos (Hashimoto et al., 1982).

1.1.3.1.2 Infecdo pds-natal em cachorros

Os sinais clinicos séo inespecificos. A maioria dos cachorros desenvolve infecdo
sistémica fatal, até nove dias apos o nascimento. No entanto, alguns cachorros podem
sobreviver a infecdo sem evidenciar quaisquer sinais clinicos, mantendo somente o virus
latente nos seus tecidos (Green, 2012).

Nas primeiras 24 horas ap0s a exposicao viral, a replicacdo primaria ocorre nas
células epiteliais das mucosas, entrando depois na corrente sanguinea através dos
macrofagos. A presenca do virus nas células fagocitarias mononuleares dos linfonodos e
no baco, resultam numa disseminacdo celular conduzindo a uma hiperplasia linféide com
necrose hemorragica multifocal em varios 6rgdos, nomeadamente nos rins, baco,
pulmdes, figado e glandulas adrenais (Green, 2012).

Cachorros, durante a primeira e segunda semanas de vida podem desenvolver
doenca fatal hemorragica e necrosante, de aparecimento agudo e progresséo fatal, o que
torna este periodo, 0 mais critico na progressdo da infecdo (Oliveira et al., 2009).

Cées a partir das 2-3 semanas de vida geralmente sdo assintomaticos (Greene,
2012). A partir desta idade, os animais geralmente sobrevivem a infecdo, passando por
um breve periodo de excrecdo do virus, com sintomatologia clinica ligeira ou mesmo
nula, ficando o virus posteriormente presente nos tecidos em estado latente (Evermann et
al., 2011). No entanto, segundo Brumitt et al., (2005) existem relatos de infe¢des fatais

nestas idades.
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A nivel de sinais clinicos, cachorros com menos de 3 semanas de idade infetados
com HVC-1, poderdo apresentar disturbios gastrointestinais e respiratorios graves,
hipotermia, hipoglicemia, necrose hemorrdgica multifocal progressiva, necrose das
extremidades provocada por fendmenos de vasculite. A circulagdo deste virus em
ninhadas representa grandes perdas a nivel economico, sobretudo em canis de reproducao
(Evermann & Kennedy, 2011; Fontbonne, 2011; Krogenaes et al., 2012).

Os cachorros recém-nascidos sdo incapazes de regular eficientemente a sua
temperatura corporal podendo entrar facilmente em hipotermia. Geralmente apresentam
temperatura rectal de 35°C£1°C, inferior a dos cdes adultos que se compreende entre 0s
38.4°C e 39.3°C (England & Heimendahl, 2010). Por esta razdo, sdo mais suscetiveis a
infecdo pelo HVC-1, uma vez que a temperatura 6tima para replicacdo viral varia entre
0s 35°C e 36°C (Fontbonne, 2011).

Outro fator responsavel pela alta suscetibilidade dos neonatos a infecdo viral
consiste na sua incapacidade de provocar um estado de pirexia e resposta inflamatoria,
néo sendo, portanto, capazes de reduzir de replicacdo viral (Lee et al., 2014).

Segundo Greene (2012), os cachorros com infecdo sistémica apresentam sinais
clinicos tais como prostracao, depressdo, anorexia, perda de peso, dispneia, fezes com
coloragdo amarelo-esverdeado, choro incessante e desconforto a palpacdo abdominal.
Podem-se observar hemorragias petequiais nas mucosas, € as regides inguinal e
abdominal apresentam, por vezes, eritemas papulares ou vesiculares com edema
subcutaneo.

O processo de infegdo por este virus € normalmente seguido de trombocitopénia
generalizada. O HVC-1 pode ainda ser transportado posteriormente ao longo dos axonios
até ao sistema nervoso central, causando meningoencefalite. No entanto, os cachorros
geralmente morrem antes de poderem ser observadas manifestacdes clinicas neuroldgicas
(Carmichael, 2004).

Por norma, o cachorro pode sobreviver 1 a 3 dias, desde a manifestacdo dos
sinais clinicos até a morte, sendo que, com base nos dados descritos anteriormente, sabe-
se que o periodo de maior risco € no periodo de trés semanas antes ou ap0s o parto
(Evermann & Kennedy, 2011).

Antes da morte, pode instalar-se um quadro de convulsGes, opistotonos e perda
de consciéncia (Greene, 2012). Cegueira, alteracdes de equilibrio e ataxia sdo algumas

das manifestacGes clinicas que poderdo persistir em cachorros que sobrevivam. Quando
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sdo infetados pelo HVC-1 somente a partir da terceira semana de vida, caso desenvolvam
meningoencefalite poderdo desenvolver secundariamente lesfes oftalmoldgicas e
neuroldgicas (Rootwelt et al., 2011; Greene, 2012).

O facto de a cadela ser portadora de herpesvirus ¢ um fator importante na
progressdo da infecdo nos cachorros, uma vez que a transmissao do virus a ninhada por
outros animais do canil por via oronasal durante este “periodo critico” tera consequéncias
muito mais graves do que em casos de transmissao do virus pela progenitora seropositiva,
dado que neste ultimo caso a ninhada esta protegida pelos anticorpos da progenitora
(Rootwelt et al., 2011).

1.1.3.2 Jovens e adultos
Cachorros com mais de 3 ou 4 semanas e cdes adultos, quando infetados,
geralmente ndo demonstram qualquer sintomatologia ou apenas desenvolvem sinais
respiratorios ou oculares ligeiros (Everman et al., 2011). No entanto, estdo documentados
casos em que a infecdo sistémica podera ocorrer também em adultos com manifestacdes

clinicas semelhantes a infecéo sistémica neonatal (Gadsden et al., 2012).

1.1.3.2.1 Sinais clinicos respiratorios

Embora o papel do HVC-1 ainda néo esteja totalmente esclarecido, sabe-se que
este € um dos virus presentes no complexo de doencas respiratéria infeciosas. Varios
autores descrevem uma relacéo entre o0 HVC-1 e a traqueobronguite canina. Sabe-se que
0 virus da parainfluenza canina e a Bordetella bronchiseptica sdo agentes infeciosos
frequentemente envolvidos no desenvolvimento desta patologia respiratdria, no entanto
ainda ndo foi clarificado o papel do HVC-1 na traqueobronguite infeciosa canina
(Evermann & Kennedy, 2011; Fontbonne, 2011).

Segundo Reagan and Sykes (2020), este virus infeta as células epiteliais da
mucosa respiratoria superior e o periodo de incubacéo é de 6 a 10 dias.

Além das infe¢Bes sistémicas provocadas pelo HVC-1, estdo também descritas
infecBes respiratorias com manifestagdes clinicas tais como rinite, broncopneumonia,
corrimento nasal, tosse seca, dispneia, ou pirexia podendo tornar-se fatais em casos mais
graves (Kumar et al., 2014), principalmente no caso de animais imuno-comprometidos
(Evermann et al., 2011; Kawakami et al., 2010).
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Segundo Green (2012), o HVC-1 tem sido isolado de pulmdes de cdes com o
virus da esgana e com conjuntivite aguda. Existem relatos de animais onde se encontrou
HVC-1 no trato respiratério acompanhado por rinite necrosante, necrose alveolar

multifocal e pneumonia bronco-intersticial (Bunavoglia & Martella, 2007).

1.1.3.2.2 Sinais clinicos oculares

O virus instala-se em ganglios sensoriais do nervo trigémio levando a afe¢oes
oculares recorrentes devido a infecdo e replicacdo viral. A manifestacdo ocular mais
comum na infecdo por HVC-1 é a conjuntivite e pode ocorrer de forma isolada ou
associada a outras patologias da palpebra e cornea (Ledbetter, 2013).

Apesar dos sinais clinicos de conjuntivite serem frequentemente indistinguiveis
de outras etiologias, as petéquias conjuntivais sao frequentemente relatadas em cdes com
infecdo por HVC-1. Embora ndo seja especifica da infecdo por este agente, este achado
clinico ndo é comum na maioria das outras etiologias da conjuntivite e deverad ser
considerado sugestivo de infe¢do por HVC-1 (Evermanm et al., 2011).

Sinais clinicos, tais como conjuntivite, blefarite e queratite ulcerativa e nédo
ulcerativa consistem em manifestagdes comuns de animais adultos infetados (Malone et
al., 2010). Além destes sinais mais tipicos de conjuntivite, podem também apresentar
Ulceras e hemorragias petequiais conjuntivais. A inoculagdo topica de HVC-1 comeca
com uma conjuntivite auto-limitante, podendo posteriormente disseminar o virus pela
mesma via (Ledbetter et al., 2009).

Estas lesGes podem ser uni ou bilaterais, sendo que, infe¢des oculares primarias
apresentam lesfes tipicamente bilaterais enquanto que as lesdes recorrentes podem
manifestar-se de forma uni ou bilateral (Ledbetter, 2013). A gravidade das manifestactes
clinicas podera ndo ser simétrica entre os olhos. Geralmente, a infecdo ocular priméaria
por este agente resolve-se espontaneamente e sem lesGes oculares permanentes, no
entanto os cdes recuperados correm o risco de desenvolver doenca ocular recrudescente
associada a reativagdo do virus latente (Evermann et al., 2011).

E comum neonatos apresentarem panuveite associada a infecdo intraocular, no
entanto, as manifestacfes oculares ndo sdo muito valorizadas neste grupo etario, uma vez
que a progressdo da doenga ocorre de forma muito rapida (Ledbetter, 2013).

A idade e o estatuto imunitario do animal sdo fatores que influenciam as infe¢6es

oculares. Les6es subclinicas ou lesdes ligeiras auto-limitantes séo tipicas de cées adultos
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imunocompetentes, enquanto que, lesbes oculares mais graves e persistentes sao
geralmente encontradas em cées imunodeprimidos ou em neonatos (Ledbetter, 2013).

Os animais afetados para além da conjuntivite, poderdo ter também alguns sinais
tipicos de desconforto ocular tais como blefarospasmo, fotofobia, protusdo da membrana
nictitante e prurido (Ledbetter, 2013).

1.1.3.2.3 Sinais clinicos genitais

Hemorragias submucosas ou petéquias, hiperplasia linfoide folicular, lesdes
papulo-vesiculares e hiperémia da mucosa sdo achados frequentemente encontrados a
nivel genital em fémeas infetadas (Decaro et al., 2008).

Durante o periodo de proestro poderdo ser observadas lesdes vesiculares
vaginais na fémea, que poderdo sofrer involucdo durante o periodo de anestro (Holst et
al., 2012).

Segundo Green (2012), os machos podem ter lesbes semelhantes na base do
pénis e apresentarem corrimento prepucial. O HVC-1 podera provocar também
balanopostite vesicular e hiperplasia linfoide folicular dos bulbos penianos, ou apenas
existir nos tecidos em estado de laténcia sem qualquer manifestacdo clinica (Green,
2012).

1.1.3.2.3.1 Infertilidade na cadela

As principais causas de infertilidade na cadela podem classificar-se de acordo com
a sua origem como estruturais, fisioldgicas, neoplasicas ou infeciosas (Zubair et al.,
2014). As doencas infeciosas sdo provavelmente um dos fatores mais relevantes na
infertilidade da cadela, apesar de serem frequentemente sub-diagnosticadas e poderao ser
causadas por agentes bacterianos, fangicos ou virais (Fontbone, 2011).

Estas doencas podem provocar infertilidade através de varios mecanismos:
influenciar a motilidade espermatica, acao espermicida na vagina, provocar cilioestase ou
aumentar a penetracdo de agentes infeciosos no uUtero durante o proestro e estro
(Fontbone, 2011).

A infecdo uterina conduz a infiltracdo da parede uterina por linfécitos, criando um
ambiente hostil tanto para o sémen, interferindo no desenvolvimento do zigoto ou
provocando a morte embrionéria precoce. Mais tarde, durante a gestacéo, podera ocorrer

placentite, endometrite ou infegcbes placentérias, podendo provocar consequentemente
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reabsorcOes fetais. Varias viroses demonstraram ter um papel importante na fertilidade
canina, como é o caso do HVC-1. Quando uma cadela gestante € infetada, o virus
propaga-se ate ao feto podendo causar aborto, mumificagéo, nascimentos prematuros e
nados-mortos (Johnston, Kustritz & Olson, 2001).

Abortos por infecdo por HVC-1 geralmente sdo auto-limitantes apos a cadela
desenvolver imunidade. E sabido que cadelas com perda fetal ou mortalidade neonatal
ndo tém de afetar as ninhadas seguintes. Apesar de muitos animais adultos j& terem sido
expostos aos virus e criado imunidade, € muito importante evitar a exposicao de cadelas
gestantes sem imunidade, como € o caso de cadelas jovens ou cadelas que ndo tenham
contacto com outros cées (Johnston, Kustritz & Olson, 2001).

A historia pregressa da cadela deveré ser recolhida, de modo a tentar identificar a
etiologia do problema. E importante recolher nfo apenas o histérico reprodutivo, mas
também o historico geral incluindo questdes sobre o ambiente, contacto com outros
animais, profilaxia (vacinacOes e desparasitacdes), patologias, medicacOes e realizagdo
de viagens recentes. De grande relevancia consta a idade da cadela, a periodicidade dos
cios, métodos de determinacdo de ovulacdo usados no passado, datas de
cruzamento/inseminacdo, gestacbes prévias, método de diagnostico de gestacao,
ocorréncia de reabsor¢es ou abortos, nimero e tamanho das ninhadas e histérico
reprodutivo dos restantes animais da ninhada da fémea (Grundy et al., 2002). Os mesmos
autores recomendam, apés esta recolha detalhada de historia pregressa, a realizacdo de
um exame fisico geral e direcionado para o sistema reprodutivo, acompanhado de
ecografia abdominal para visualizacdo dos ovarios e Utero e realizacdo de andlises —

hemograma, bioquimicas, analise urinaria e despiste de Brucella canis.

1.1.4 O herpesvirus noutras espécies

Herpesviridae ¢ uma familia de virus que apresenta diversos hospedeiros e
encontra-se presente ndo so no ser humano, mas em varias espécies de mamiferos, aves e
répteis, estando descritas atualmente, cerca de 130 espécies diferentes deste virus
(Maclachlan & Dubovi, 2011).

Segundo Griffin et al. (2010), a maioria dos Herpesvirus de importancia médico-
veterinaria fazem parte do género Varicellovirus da subfamilia Alphaherpesviridae.

Algumas destas espécies podem ter grande impacto zoondtico, como é o0 caso do

Herpesvirus simiar (herpesvirus B), que possui como reservatério natural o macaco
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rhesus e que pode ser transmitido ao homem através da saliva, por mordeduras ou ainda
por aerossais através do nariz, faringe e conjuntiva (Hofmann-Sieber et al., 2010). Caso
ocorra infe¢cdo no homem, recomenda-se fortemente tratamento com farmacos antivirais,
uma vez que a taxa de mortalidade podera chegar aos 80% (Hofmann-Sieber et al., 2010).
Alguns estudos descrevem também a possibilidade de infecao de animais por herpesvirus
humanos (Milman et al., 2011).

O HVC-1 tem como hospedeiros um grupo restrito de espécies, sendo que apenas
¢ patogénico em animais domeésticos e animais selvagens da familia Canidae. Esta
especificidade para determinadas espécies deve-se a presenca de 20 recetores especificos
existentes na superficie das células. Conhece-se a existéncia de proximidade genética
deste virus com o Herpesvirus felino (Greene, 2012), partilhando cerca de 51% do seu
genoma (Rota & Maes, 1990), no entanto, até hoje ndo foi descrita nenhuma infecdo do
HVC-1 em gatos (Appel, 1987). Um estudo realizado por Evermann et al., (1982), sugere
uma reacdo antigénica unidirecional entre o herpevirus felino tipo 1 (HVF-1) e o HVC-
1, uma vez que se observou uma sero-neutralizagdo consistente e baixa do HVC-1 pelo
soro hiper-imune anti HVF-1, no entanto, a mesma sero-neutralizacdo nao ocorreu
aquando da utilizacdo do soro hiper-imune anti-HVC contra o HVF-1.

Segundo Griffin (2010), os herpesvirus sdo altamente especificos da espécie, o
que explica o facto de o c&o néo ficar naturalmente infetado com as estirpes humanas e o

agente canino ndo infetar humanos.

1.1.5 Diagnostico

O HVC-1 pode ser fortemente suspeito através da combinacdo da historia
clinica, sinais clinicos e evolucdo da infecdo. No periodo neonatal é importante ter em
consideracdo o quadro de diagnosticos diferenciais, contemplando patologias causadas
por agentes infeciosos para além do HVC-1 tais como: Brucella canis, Mycoplasma spp.,
parvovirus canino, entre outros; e patologias ndo infeciosas, tais como: malformacoes
congénitas, intoxica¢fes ou traumas. O diagnostico definitivo é realizado através de
achados de necropsia e pela dete¢cdo de DNA viral nos érgdos (Rootwelt et al., 2011).

A historia pregressa do animal é importante na suspeita da ocorréncia de infecéo
pelo HVC-1. As alterages em exames laboratoriais como hemograma e bioquimicas séo

inespecificas, no entanto esta descrito observarem-se frequentemente alteracdes tais como
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trombocitopenia e aumento da alanina aminotransferase (ALT) em neonatos infetados
(Green, 2012).

1.1.5.1 Isolamento viral

O teste de triagem para o diagnostico de HVC-1 consiste no isolamento viral,
principalmente a partir dos rins, baco, pulmdes, linfonodos, glandula adrenal e figado de
cachorros que morreram por infegdo sistémica. Além disso, é possivel obter o crescimento
viral em cultura de linhas celulares imortalizadas obtidas originalmente a partir de rim
canino, designadas de células de rim canino Madin-Darby (MDCK, do inglés “Madin
Darby canine kidney cells”) uma vez que em caso de infe¢do, podem ser observadas
nestas células efeitos citopaticos e citoliticos (Lara et al., 2016).

Um dos aspetos negativos deste teste passa pelas necessidades exigentes de
condi¢Bes do meio de cultura e armazenamento de amostra. As amostras para cultura
deverdo ser frescas ou congeladas, uma vez que a deterioracdo dos tecidos no periodo
post-mortem dificulta a detecdo viral. E importante ter em consideragdo, no caso de
recolha de material através de zaragatoas, o local de recolha das amostras coincidir com
o local de excrec¢do viral, isto €, no caso de o animal apresentar sintomas respiratorios,
devera colher-se material da mucosa nasal, caso apresente sintomas de patologia genital,
a amostra devera entdo ser colhida na mucosa genital (Fontbonne, 2011; Rootwelt et al.,
2011).

No entanto, este método de diagndstico apresenta frequentemente resultados
falsos negativos, visto em diversas situacBes nao conseguir detetar o virus, como por
exemplo, caso a excrecao seja baixa, de forma intermitente ou quando ocorra degradacéo
de particulas virais (Reagan & Sykes, 2020). Para além do anterior, o isolamento viral
ndo tem a capacidade de detetar o virus no seu estado latente (Burr et al., 1996). Assim,
apos o periodo de infecdo aguda, este teste apenas seria fiavel caso fosse realizado num
periodo de 2 a 3 semanas apds a infe¢do. Assim, s se justifica realizar esta técnica quando
existem sinais clinicos ativos a nivel respiratério e/ou reprodutivo. A confirmacgéo do
isolamento viral em cultura de células pode ser efetuada através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR, do inglés “Polimerase Chain Reaction™), microscopia eletronica ou

imunofluorescéncia (Green, 2012).
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1.1.5.2 Serologia

Os dois testes serologicos mais utilizados s&o o teste de sero-neutralizacéo viral
e 0 ensaio de imunoabsor¢do enzimética (ELISA, do inglés “Enzyme-linked
immunosorbent assay”). Este ultimo, devido a sua facilidade de realizagcdo, alta
especificidade e sensibilidade € o teste mais utilizado (Ronsse et al., 2002).

Os titulos de anticorpos detetados em animais previamente expostos podem ser
muito variaveis e o limiar de reatividade (cut-off) pode variar conforme os diferentes
testes seroldgicos. No entanto, segundo Morresey (2004), devido ao facto do HVC-1 ser
pouco imunogénico, um titulo superior a 1:2 associado a sinais clinicos pode ser
considerado sugestivo de diagndstico clinico. O titulo de anticorpos aumenta apds a
infecdo e pode permanecer elevado durante 1 a 2 meses. Apos este periodo, o nivel
comeca a diminuir, no entanto ainda é possivel detetar anticorpos num periodo até 2 anos
(Greco & Davidson, 2017).

Os cdes seropositivos assintomaticos sao animais que ja foram expostos ao virus
e que, apesar de ndo terem uma infecdo ativa, tornam-se portadores. Tendo em conta a
laténcia do virus e o facto do periodo de duracdo dos anticorpos circulantes ser curto, ha
que considerar a possibilidade de ocorréncia de resultados falsos negativos, sendo que
animais seronegativos nao significa forcosamente que ndo possuam o virus (Greene,
2012; Ronsse, 2005).

Tendo isto em consideracdo, de forma a obter maior fiabilidade na interpretacao
dos resultados exige-se a realizacdo de analises seriadas em cada animal. Este método de
diagnostico ndo é normalmente utilizado em neonatos com menos de 3 semanas, devido
ao curto espaco de tempo entre a exposicao ao virus e a manifestacdo dos sinais clinicos
(Fontbonne, 2011).

A utilizacdo deste teste € limitada, uma vez que 0s anticorpos que se
desenvolvem em resposta a vacinacdo ndo ser distinguidos dos produzidos, devido a
infecdo ou a infecdo subclinica (Reagan & Sykes, 2020).

Para além do teste ELISA e teste da sero-neutralizacdo, para detecdo de
anticorpos contra o HVC-1 poderédo ser também utilizadas a imunofluorescéncia direta
(Sonne, 2009) e indireta (Géngora et al., 2007), o teste da imunoperoxidase em
monocamada (IPMA, do inglés “imunoperoxidase monolayer assay”) (Krogenas et al.,
2012; Krogenas et al., 2014), a inibicdo da hemaglutinacdo (Nemoto et al., 1990) e

seroneutralizacdo viral com e sem adicdo de complemento (Ronsse et al., 2002). No
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entanto, os anteriores ndo sdo testes padronizados e tém sido observadas discrepancias

entre resultados de testes realizados em diferentes laboratérios (Green, 2012).

1.1.5.3 Diagnostico molecular por PCR

Segundo Everman et al. (2011) a técnica de reacdo em cadeia de polimerase é a
mais sensivel quando comparada com outros testes diagndsticos e evidencia a natureza e
a extensdo do virus latente. Decaro et al. (2010) verificaram o sucesso da utilizacdo da
técnica PCR para identificar o HVC-1 em varios tecidos de cdes adultos que ndo tinham
tido exposicdo evidente ao HVC-1, nem sinais clinicos causados pelo mesmo. Esta
consiste huma técnica que permite a multiplicacdo em milhGes de cdpias do genoma de
qualquer organismo (Decaro et al., 2010). Consiste, por esta razdo, numa ferramenta Gtil
para confirmar o diagndstico, e representa um 6timo método na avaliacdo da eficacia de
vacinas e farmacos antivirais (Decaro et al., 2010).

A colheita de amostras para realizagdo de PCR consiste na recolha de secrec6es
de fémeas suspeitas atraves de zaragatoas oculares, nasais ou vaginais (Kawakami et al.,
2019). Tal como acontece com a testagem por isolamento viral, a localizacdo da recolha
da amostra é um fator importante, uma vez que poderdo ocorrer falsos negativos, caso a
amostra ndo seja recolhida de um local onde o virus esteja presente ou caso existam
poucas copias do genoma viral (Burr et al., 1996). A auséncia de lesdes e reduzida
excrecdo viral durante a fase de laténcia poderdo criar resultados falsos negativos (Greco
& Davidson, 2017).

Dado isto, € importante tentar perceber se 0 momento da realizacéo do teste ird
influenciar o seu resultado. Devemos ter entdo em conta que, animais com serologia
negativa ndo é indicador direto de auséncia de contacto com o virus ou gque nao o
contenham em laténcia nos seus tecidos. O titulo de anticorpos podera ser positivo ou
negativo, e caso seja positivo, podera apresentar titulos altos ou baixos desta titulagdo
(Andre-Fontaine, 2015).

Para além destes fatores, a existéncia de varios testes seroldgicos ndo
estandardizados, pode ainda resultar numa variacdo significativa dos resultados e
consequentemente afetar as conclusdes relativamente a prevaléncia dos mesmos (Greco
& Davidson, 2017).
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De todas as técnicas de PCR, a técnica de reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real utilizada por Decaro et al. (2010), com possibilidade de quantificagdo viral, é,

até ao momento, 0 que apresenta maior sensibilidade.

1.1.5.4 Necrépsia

Segundo Green (2012), na necrdpsia podem observar-se sinais de hemorragia e
locais de necrose multifocal no parénquima de alguns 6rgdos como rins, figado, baco,
pulmdes e glandulas adrenais. As cavidades abdominal e toracica poderdo apresentar
fluido sero-sanguinolento. Os intestinos e omento poderdo demonstrar hemorragias
petequiais ao nivel das serosas e podera observar-se uma espleno e linfoadenomegalia
generalizada devido a hiperplasia do sistema mononuclear fagocitario. Os pulmdes
poderdo encontrar-se hiperémicos, firmes e edemaciados, com hemorragias focais e com
lesBes histologicas compativeis com broncopneumonia intersticial (Green, 2012; Kumar
etal., 2014).

Histologicamente, as lesdes por HVC-1 sdo caracterizadas por focos de necrose
no parénquima pulmonar, renal e hepatico, acompanhadas frequentemente por
hemorragias periféricas com infiltracdo de macrofagos e linfécitos. Um achado
importante na necropsia para diagnostico de HVC-1 consiste na presenca de corpos de
inclusdo intranucleares eosinofilicos, que se originam devido a rapida destruicdo e
replicacdo viral (Ronsse et al., 2003; Rootwelt et al., 2011; Greene, 2012). Segundo Lara
et al., (2016) a nivel neuroldgico poderd ocorrer congestdo vascular grave,
meningoencefalite difusa ndo supurativa grave, infiltracdo linfocitica perivascular e a
presenca de corpos de incluséo intranuclear nos neurénios. Dependendo do estadio da
infecdo celular e do método de fixacdo, inclusdes basoéfilas ou acidofilas poderdo ser
encontradas, no entanto, estas ndo séo tdo comuns como em infe¢des causadas por outros
herpesvirus. Quando observadas, estas poderdo ser mais facilmente encontradas no
epitélio nasal ou renal comparativamente ao pulmao e rim, uma vez que estas Ultimas
consistem em areas de maior necrose (Green, 2012).

As lesdes mucocutaneas vesiculares que por vezes se observam, consistem em
acantolise resultante da degenerescéncia epitelial profunda.

Testes de imunofluorescéncia em neonatos a partir de criossec¢des de rins,

figado ou pulmdes também poderdo ser realizados em cadaveres, para tentar obter a
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confirmacéo do diagnostico (Parzefall, 2010). A microscopia eletrénica pode também ser
usada para evidenciar a presenca de particulas virais em tecidos infetados. No entanto,
esta técnica é pouco utilizada por se tratar de um processo demorado (Parzefall, 2010).

1.1.6 Tratamento e Progndstico

Atualmente néo existe nenhum tratamento 100% efetivo para o HVC-1.

Esta descrita a administracdo de aciclovir, um farmaco antiviral com atividade
inibitdria in vitro e in vivo contra os herpesvirus simplex em humanos (Wiebe, 2015). Em
neonatos em que a infecdo sistémica ainda ndo esteja totalmente instalada, existem relatos
de tratamentos eficazes com este farmaco (Green, 2012). A dose recomendada por este
autor para cachorros € de 7-10 miligramas (mg) com administracdo por via oral (PO, da
locucdo latina per 0s) a cada 6 horas até as 3 semanas e meia de vida (Evermann et al.,
2011). No entanto, segundo Green (2012), a dose terapéutica em Medicina Veterinaria
ainda ndo esta estabelecida e requer mais estudos. E importante ter em consideragao que
este farmaco, devido ao seu efeito toxico no miocardio e sistema nervoso central,
apresentam algumas consequéncias negativas a nivel cardiaco. Para além disto, encontra-
se descrito que doses elevadas de aciclovir apresenta uma pandplia de efeitos secundarios
que incluem anorexia, alteracGes gastrointestinais e nefropatias obstrutivas (Rootwelt et
al., 2011). Recomenda-se entdo, a discussdo com o tutor sobre a administracdo deste
farmaco e a sua utilizacdo cautelosa (Greco & Davidson, 2017; Krogenes et al., 2017).

Como alternativa, varios estudos sugerem a administracdo intraperitoneal de 1-
2 mililitros (ml) de soro hiper-imune, um soro rico em anticorpos que pode ser obtido a
partir de cadelas que tenham tido recentemente ninhadas infetadas ou cadelas
seropositivas para este virus, tendo demonstrado uma reducdo da mortalidade em
ninhadas infetadas pelo HVC-1. Devido ao curto periodo de suscetibilidade, apenas é
necessaria uma unica injecdo. Este tratamento demonstrou provocar uma reducdo das
perdas em ninhadas expostas ao virus, mas o seu sucesso estd muito dependente da
presenca em niveis suficientes de anticorpos no soro hiper-imune, bem como da sua
administracdo antes da progressao da doenga a nivel sistémico (Sykes & Davidson, 2014;
Green, 2012).

Um estudo realizado por Mila et al. em 2014 sugeriu a suplementacéo oral de

plasma hiper-imune, numa dose de 1,5 ml/100 gramas (g) nas primeiras 4 horas de vida
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dos cachorros, seguida por uma segunda administracdo da mesma quantidade nas 4 horas
seguintes. Esta administracdo seria simultanea a alimentacdo dos cachorros, de modo a
evitar a digestdo das imunoglobulinas sanguineas devido aos inibidores da tripsina
presente no colostro. A administracdo pode ser realizada também por via subcutanea (2-
4 ml/100g), no entanto foram relatadas lesGes consequentes a esta via de administracdo
(Mila et al., 2017).

A reversdo torna-se menos provavel nos casos onde exista manifestagao de sinais
neuroldgicos. Regra geral, a terapia em cachorros que apresentem sintomas de infecao
por HVC-1 é muito limitada e ndo tem grande relevancia no prognéstico (Greene, 2012).

De acordo com Green (2012), um fator que diminui substancialmente a
replicagéo viral consiste no aumento da temperatura da maternidade e tem demonstrado
influenciar positivamente o tratamento e diminuir a manifestacdo dos sinais clinicos.

Segundo Green (2012), em condi¢bes experimentais onde, ap6s terem sido
expostos ao virus, aumentaram a temperatura da maternidade, foi observada uma
diminuicdo da gravidade dos sinais clinicos e uma reducdo da mortalidade. O autor
concluiu entdo que, a manutencéo da temperatura corporal dos cachorros a 38° C diminui
significativamente a replicacéo viral.

Para isto, segundo o mesmo autor, deverd manter-se as maternidades a uma
temperatura superior a 30° C e com uma percentagem de humidade compreendida entre
45 e 55% (Green, 2012). No entanto, caso a infecdo sistémica ja esteja instalada, o
aumento da temperatura das maternidades ndo ¢ suficiente para influenciar a recuperagédo
(Green, 2012).

Segundo Evermann et al. (2011), testou-se um tratamento com 5-iodo-2-
desoxiuridina, um anti-viral, mas que ndo foi bem sucedido. Num estudo posterior, 2
cachorros com 15 dias de vida foram infetados por HVC-1 e morreram, tendo sido
administrada vidarabina quando se identificou o agente, tendo os restantes sobrevivido
todos (Greene, 2012).

Por fim, esta demonstrada a utilizacdo da lactoferrina, que pode ser administrada
oralmente para proteger cachorros clinicamente saudaveis que tenham sido expostos ao
virus ou que haja suspeita da sua exposicdo. A lactoferrina consiste numa proteina
globular multifuncional isolada inicialmente de leite bovino que parece ter um efeito
imunomodelador na cavidade oral, uma vez que esta tem capacidade para aumentar a

atividade fagocitica das células (Green, 2012). No entanto, A lactoferrina demonstrou, in
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vitro, atividade antivirica contra o HVC-1 (Tanaka et al., 2003), no entanto, 0 mesmo nao
foi conseguido in vivo (Evermann et al., 2011).

No caso da existéncia de manifestacBes clinicas respiratdrias ou genitais,
recorre-se ao tratamento sintomatico, com recurso a antibidticos no caso do aparecimento
de infecdes bacterianas concomitantes.

Segundo um estudo realizado em 2016 por Spertus et al., “no caso das infe¢Oes
oculares para alem da utilizacdo de antimicrobianos topicos para prevencdo destas
mesmas infecdes e de atropina tdpica como midriatico, foi possivel realizar, com sucesso,
tratamento antiviral composto por uma solucdo oftalmica de 0,1% de idoxuridina ou de
trifluridina a 1%”. A idoxuridina e a trifluridina sdo andlogos de nucle6tidos, sdo bons
antiherpéticos e sdo bem tolerados pelos cdes quando aplicados topicamente como
formulacGes oculares. Ambos os antivirais sdo administrados 6 a 8 vezes por dia durante
as primeiras 48 horas e depois 4 vezes ao dia até a resolucdo dos sinais clinicos oculares.
Como antiviral oftalmico alternativo, podera administrar-se a solucdo oftalmica de
aciclovir 0,5%, com duas administragdes por dia (Evermann et al., 2011).

Para os casos onde existam manifestacGes clinicas oculares, Evermann et al.,
(2011) recomenda terapia imunossupressora, incluindo corticosterdides oculares topicos,
ciclosporina ocular topica, corticosteroides sistémicos e uma variedade de quimioterapias
antineoplésicas (por exemplo, ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina). No entanto, é
de notar que corticoterapia sistémica prolongada podera causar maior imunossupressao
nestes animais.

Caso apresente sinais clinicos genitais, em 2016 foi patenteado um duche vaginal
com componente antivirico como € o caso do aciclovir, que ndo s6 diminui as
manifestacdes genitais do virus, como elimina a sua excre¢do e consequente transmissao
(US20160051663 Al, 2016).

O progndstico é muito variavel uma vez que se trata de uma patologia cronica,
cuja gravidade dependera da idade do animal, da evolucdo da doenca, da fase em que o

virus é detetado, do sistema imunitario do animal e da sua resposta ao tratamento.

1.1.7 Profilaxia
O HVC-1 atualmente apresenta seroprevaléncias elevadas e distribuidas
mundialmente, o que torna a sua erradicacdo, por enquanto, muito dificil (Green, 2012).
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Evermann et al. (2010), identificaram como fatores de risco: canis de criacéo;
idade; animais que tenham reproduzido ou ndo; fase do ciclo éstrico; presenca de
patologia respiratdria (tosse do canil); dimensdes do canil; gestdo de criagdo (utilizacdo

de machos fora da coletividade) e higiene e biosseguranca.

1.1.7.1 Gestéo da coletividade

De acordo com Rootwelt et al. (2011) é importante que os animais do canil se
encontrem em boas condicGes de salde e que cumpram o plano vacinal em vigor, uma
vez que qualquer infecdo poderd levar a reativacdo do virus, caso este se encontre no seu
estado latente.

A higiene do canil consiste num ponto de enorme relevancia tanto para o HVC-1
como para todas as doencgas de caracter infecioso.

O HVC-1, dadas as suas caracteristicas, é facilmente inativado pelos
desinfetantes tais como a lixivia ou clorexidina, pelo que a limpeza regular ajudara na
diminuicdo da propagacao do virus (Rootwelt et al., 2011).

E importante ter em consideracdo que o ser humano, apesar de ndo contrair 0
virus, poderd dissemina-lo através das fomites, pelo que é de grande relevancia a
desinfecédo de todas as pessoas que estdo em contacto com o0s neonatos (Evermann et al.,
2011).

Segundo varios autores, o numero de animais por canil é um fator com grande
importancia. Segundo Ronsse et al. (2004), uma maior densidade de animais por canil
aumenta o risco de infecdo por herpesvirus canino e, sempre que possivel, esta deve ser
reduzida. Para além disto, devera evitar-se o contacto de animais que apresentem sinais
de patologia respiratoria, ocular ou genital com neonatos (Green, 2012).

A introducédo de novos animais no canil pode desencadear stress, contribuir para
a reativacdo do virus (Ronsse et al., 2004), pelo que se devera isolar as fémeas
reprodutoras nas semanas imediatamente antes e depois do nascimento dos cachorros
(Fontbonne, 2011).

Para os cachorros, o periodo mais critico de infecéo € a gestagéo e logo apos o
parto. Assim, o isolamento das cadelas gestantes e dos neonatos de outros cdes é uma
medida pratica importante. As cadelas deverdo ser isoladas durante a gestagdo

(principalmente durante as Gltimas 3 semanas) e até pelo menos 3 semanas depois do

43



parto, as cadelas (especialmente as que ndo foram previamente expostas ao virus) e 0s
neonatos, devem ser isolados de outros cées para evitar que haja exposi¢do durante este
periodo (Sykes & Davidson, 2014).

Como ja foi referido, este virus estando no seu estado de laténcia pode ser
reativado em situacdes de stress. Como tal, é fundamental evitar que as fémeas
reprodutoras sejam sujeitas a situagdes de stress como € o caso de exposi¢des, viagens
longas e mudancas de ambiente. Deverdo ser também evitadas gestagcbes em todos os
ciclos e oferecer uma alimentacéo nutritiva e adequada para a fase de gestacdo, de modo
a garantir que as suas necessidades energéticas sejam cumpridas, garantindo deste modo
a eficiéncia do seu sistema imunitério (Green, 2012).

A transmissdo atraves do sémen dos é uma possibilidade, no entanto existem
poucos estudos sobre o tema (Torres et al., 2015). Assim, acredita-se que a inseminacao
artificial consista numa op¢éo mais segura para protecdo do macho ou quando se suspeita
que este possa ser portador (Green, 2012).

De acordo com Fontbonne (2011), a realizagcdo de cesarianas eletivas como
medida preventiva é desnecessaria, uma vez que esta apenas previne a contaminacao
através do canal de parto, mas ndo impede a transmissdo transplacentaria, nem a oronasal
apos 0 nascimento.

Em 2016, Sanjay Kapil patenteou uma manga vaginal que impede os cachorros
de contrair HVC-1 por contacto com a parede vaginal da mée durante o parto. A manga
é inserida na vagina da fémea gestante, antes do parto, e ao atravessarem o canal de parto,
através da manga, evitando assim o contato direto com o tecido vaginal de modo a
evitarem a infecdo (US20160051663 Al, 2016).

De acordo com Green (2012), uma vez que a maioria dos cées ja foi exposto ao
virus, ndo se justifica a realizacdo de exames a todos os cdes do canil para determinar o
seu estatuto serolégico. No entanto, a realizacdo de exames na altura do cruzamento ou
durante a gestacdo apresenta mais relevancia, uma vez que o estatuto serologico pode
mudar a qualquer altura, isto €, os animais testados negativos poderdo passar a ser
positivos (Green, 2012).

Pensa-se que expor cadelas jovens a cdes mais velhos (que muito provavelmente
ja foram expostos ao virus) antes da primeira gestacdo, podera dar oportunidade a que
desenvolvam anticorpos protetores de HVC-1 e consequentemente transmiti-los aos seus

descendentes (Greco & Davidson, 2017). Esta primeira exposicdo devera ser realizada
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sempre, antes da primeira gestacdo e nunca durante 0 cruzamento, gestacdo ou

amamentacao (Green, 2012).

1.1.7.2 Imunidade passiva

Durante a gestacdo, apenas uma pequena parte dos anticorpos sdo transferidos
para o feto, sendo 90% dos anticorpos obtidos através do colostro da mée. Pensa-se que
Isso se deva ao facto da placenta destes animais ser endoteliocorial zonal. Segundo Stoffel
& Hartmann (2000), a transferéncia materno-fetal de imunoglobulina G (IgG) durante o
ultimo trimestre de gestacdo ocorre atraves de uma subpopulacdo de vasos sanguineos
maternos provenientes apenas da zona labirintica da placenta, ndo tendo sido
demonstrado nenhum transporte transplacentério a partir de outras regides placentarias.
Assim, o colostro, nas primeiras horas de vida, é essencial para a protecdo contra as
infecdes, conferindo quantidades adequadas de imunoglobulinas nas primeiras 8 horas
ap6s o nascimento (Carmichael, 2004). E importante assegurar que todos os cachorros da
ninhada ingiram o colostro, uma vez que até as 24 horas de vida, as células intestinais dos
neonatos sdo substituidas por células mais maduras e o espaco intercelular diminui, o que
impede a absorcdo das imunoglobulinas colostrais (Barreto & Prestes, 2014), sendo
importante ter em conta que esta ingestao devera ocorrer nas primeiras horas dado que o
pico de absorcdo destas imunoglobulinas ocorre nas primeiras 12 horas de vida (Capuzzi,
2010).

Pensa-se que a imunidade adquirida pela mée possa ser uma importante condicédo
para a sobrevivéncia dos cachorros infetados. Segundo Green (2012), os neonatos que
ingerem o colostro de maes seropositivas geralmente mantém-se assintomaticos apés o
contacto com o virus, enquanto 0s neonatos que ingerem colostro de mées seronegativas
desenvolvem mais frequentemente uma infecdo com maior gravidade caso contactem
com o virus, tal como ja foi referido anteriormente. 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).

1.1.7.3 Vacinacéo

Segundo varios autores, o0 melhor método profilatico para neonatos é atraves da

imunizacdo passiva com colostro, apds imunizacéo ativa das fémeas. Esta contraindicado,
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pela possibilidade de o virus ficar latente nos tecidos, da utilizagcdo de vacinas vivas,
mesmo atenuadas (Green, 2012). Uma vez que a vacina se trata de uma vacina de
subunidade, esta ndo terd interferéncia com o teste PCR ou com o teste por isolamento
viral (Green, 2012).

A vacina inativada contra o0 HVC-1 estd atualmente licenciada na Europa
(Eurican Herpes 205®, Merial, Franga). Esta vacina deverd ser administrada por via
subcutanea, a cadelas reprodutoras antes do parto, de modo a assegurar um nivel de
anticorpos minimo na altura do parto. E aconselhada a administracdo da primeira dose no
periodo do estro ou 7 a 10 dias ap0s o cruzamento e a segunda dose cerca de 6 a 7 semanas
apos a primeira, coincidindo com o periodo 2 semanas antes do parto (Rootwelt et al.,
2011). Segundo Green (2012), esta vacina demonstrou uma eficacia alta. Quando testados
por PCR, neonatos que nasceram destas cadelas vacinadas, quando expostos ao virus por
via oronasal com 3 dias de idade, 100% estavam protegidos das manifestacdes clinicas e
93,5% n&o demonstraram infecdo viral. Em contraste, 81% dos cachorros do grupo de
controlo morreram quando infetados com HVC-1 entre o0 6° e 14° dia de vida.

E aconselhado repetir a vacinacio a cada gestacdo, uma vez que esta nio
demonstra uma protecdo a longo prazo. No entanto, esta vacina nao consta no plano de
vacinacdo, uma vez que é apenas administrada na altura da concecéo e parto, tendo por
base estas datas. S6 assim é possivel proteger os cachorros neonatos durante as 2 a 3
primeiras semanas de vida (Rootwelt et al., 2011; Krogenaes et al., 2012).

Dada a baixa prevaléncia de manifestacdes clinicas e pouca gravidade de sinais
clinicos em animais adultos, a vacina torna-se justificavel maioritariamente em canis
problematicos, isto é, canis com condicBes de higiene fracas, com grandes densidades

populacionais ou elevada percentagem de animais com doencas infeciosas (Green, 2012).

1.2 Aspetos da fisiologia ovarica e uterina da cadela

A identificacdo correta das altera¢fes ovulatorias consiste num dos fatores mais
importantes para conseguir determinar-se com precisdo o estado reprodutivo fisioldgico
das cadelas, tornando a fisiologia reprodutiva um enorme desafio para 0 maneio
reprodutivo (Groppetti et al., 2015).

A observacéo de sinais clinicos, a citologia vaginal, a vaginoscopia, doseamento

hormonal e a ecografia abdominal, sdo alguns dos métodos utilizados para monitorizar as
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alteracdes nas estruturas do trato reprodutivo relacionadas com o periodo peri-ovulatorio.
(Moxon et al., 2012; Levy, 2016).

Tendo em conta as variacOes fisiologicas e caracteristicas individuais de cada
cadela, tais como a duracdo de cada fase do ciclo, o intervalo inter-éstrico e as diferentes
manifestacdes clinicas, é de enorme importancia a realizacao de interpretac6es cautelosas
correlacionando toda a histéria pregressa e achados clinicos de meios complementares de
diagndstico tais como a citologia vaginal e a medicao da progesterona (P4). Esta é a Unica
forma de ser preciso no maneio reprodutivo, uma vez que todas as cadelas demonstram
entre elas diferencas nas manifestacdes clinicas, duracdo de cada fase do ciclo éstrico e

intervalo entre cios (Wilborn & Maxwell, 2012).

1.2.1 Ciclo éstrico

As cadelas sdo monoéstricas, tipicamente ndo-sazonais e ovulam de forma
espontanea (Concannon, 2011).

Apresentam intervalos de interestro de 5-12 meses e 0 estro pubertal ocorre entre
0s 6-14 meses na maioria das racas. Sabe-se que o0 estro pubertal esta correlacionado
positivamente com o tamanho da raca, isto é, quanto maior o tamanho da raca mais tarde
serd 0 mesmo. O ciclo éstrico da cadela esta dividido em quatro fases: o proestro com
duracgéo de 5 a 20 dias; o estro com duracédo de 5 a 15 dias; o diestro com duragéo de 50
a 80 dias; e o anestro que dura geralmente 80 a 240 dias (Evans & Cole, 1931).

Segundo Schaefers-Okkens (2005), também se pode realizar uma classificacéo
divida em: fase folicular (proestro), fase pré-ovulatoria e ovulatoria (estro), fase lutea
(diestro) e anestro. No entanto, hé autores que consideram a fase folicular como a fase
correspondente ao proestro e estro (Concannon, 2011). Para esta dissertacdo,
consideremos os estudos mais recentes que consideram a fase folicular como
correspondente a fase de proestro e estro.

O ambiente endometrial esta sob o controlo de hormonas sexuais durante o ciclo
reprodutivo. Para além disto, estas hormonas estdo também envolvidas no influxo e
localizacdo de células imunitarias no endométrio (Chotimanukul & Sirivaidyapong,
2011).

O estrogenio tem efeitos pré-inflamatorios no Utero e tem sido associado a um
influxo de leucdcitos na fase de estro. Por outro lado, a progesterona tem sido associada

a atividade anti-inflamatoria e suprime a resposta imune tornando o Utero mais suscetivel
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a infecdo bacteriana. Em humanos, roedores e bovinos, a progesterona suprime a fungéo
imunitaria e uterina ao diminuir a capacidade proliferativa dos linfocitos (Chotimanukul
& Sirivaidyapong, 2011).

Outro estudo, conduzido por Watts e colaboradores em 1996, demonstrou que
bactérias sdo frequentemente encontradas no interior do Utero de cadelas durante o
proestro e estro e raramente sdo encontradas nas restantes fases. Este aumento de bactérias
na fase folicular podera dever-se a maior facilidade de acesso das bactérias ao Gtero e da
existéncia de condi¢bes mais propicias para o crescimento bacteriano.

O aumento das concentracdes de prostaglandina E2 (PGE2) no Iimen uterino
podem contribuir para a diminuicdo da imunidade celular durante o diestro (Silva et al.,
2009). Sabe-se que esta prostaglandina, cujas concentra¢cdes aumentam apés estimulagédo
pelas endotoxinas (Helliwell et al, 2004), tem efeitos imunossupressivos, os quais foram
observados em linfdcitos, monadcitos, macrofagos e neutrofilos (Rocca & FitzGerald,
2002).

1.2.1.1 Proestro

A fase do proestro tem uma duracdo média de 9 dias e ocorre quando comegam
a ser observados sinais externos devido a influéncia de estrogénios (Feldman & Nelson,
2004a). Estes sinais podem manifestar-se como corrimento sero-sanguinolento vulvar;
aumento progressivo de tamanho e turgor vulvar; proliferacdo do epitélio vaginal,
cornificacdo e edema; presenca de células epiteliais nas citologias vaginais; e secrecdo
vaginal de feromonas atrativas para machos (Davidson & Feldman, 2004).

O perfil das células epiteliais vaginais altera-se ao longo do ciclo, desde células
parabasais (acompanhadas eventualmente pela presenca de neutrdfilos) até serem
dominadas sucessivamente por pequenas células intermédias; grandes intermédias;
grandes células cornificadas até finalmente serem inteiramente cornificadas e haver
auséncia visual de neutrdfilos por estes ndo serem capazes de atravessar o epitélio
espessado (Johnston, Kustritz & Olson, 2001). O pico de cornificagdo celular varia entre
1 a 6 dias antes do pico de hormona luteinizante (LH, do inglés “luteinizing hormone”).
E observado nesta fase uma quantidade variavel de eritrocitos intactos e lisados que se
devem a diapedese no utero. No entanto, ndo nos devemos guiar pelas alteracbes na
guantidade e aparéncia destes eritrocitos, uma vez que variam entre animais (Concannon,
2011).
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Vaginoscopicamente, a mucosa aparece edematosa, mudando progressivamente
de uma coloracdo rosada para palida, com presenca de fluido sero-sanguinolento na
superficie e no aprofundamento das pregas vaginais que se tornam mais proeminentes em
ambos 0s eixos, criando a aparéncia de paralelepipedos (Concannon, 2011).

A nivel comportamental, ocorre um declinio progressivo na resposta agressiva
ao interesse de machos. A refusa as tentativas de monta alteram progressivamente desde
agressiva, a ambivalente, a “brincalhona”, até passivamente se deitarem receptivamente
(Concannon, 2011).

Segundo Pérez-Rivero e colaboradores (2009), foi identificado metil p-
hidroxibenzoato (metilparabeno) nas secre¢cfes vaginais de cadelas em estro como um
atraente sexual, que juntamente com as feromonas é responsavel pela atracdo do macho.

Na cadela, durante esta fase, podem ser observados 3 tipos de reflexos sexuais:
resposta da pele dorsal da vulva ao toque; a curvatura ipsilateral das pernas traseiras em
resposta ao toque junto a regido vulvar; e o desvio vertical ou contralateral da cauda em
resposta ao toque junto a regido vulvar. Estes reflexos sexuais estdo ausentes durante o
anestro, aumentam durante o proestro e atingem o seu pico no inicio do estro (Johnston,
Kustritz & Olson, 2001).

Endocrinologicamente, o proestro consiste na fase do ciclo éstrico em que as
concentragdes séricas de estradiol aumentam para niveis que resultam nos sinais clinicos
do proestro anteriormente mencionados (Johnston, Kustritz & Olson, 2001). Segundo
Concannon (2011), o estradiol sérico aumenta de 5 a 15 picogramas (pg)/ml inicialmente,
até atingir picos de comportamento recetivo ocorrendo tipicamente 0,5 a 3 dias ap6s o
pico de estradiol e um dia antes do pico pré-ovulatério de LH. O proestro fisioldgico
termina com o pico pré-ovulatorio de LH.

Apds este aumento, as concentracdes de estradiol sérico diminuem antes da
cadela se tornar recetiva ao acasalamento, marcando o inicio do estro. As concentracoes
de progesterona encontram-se em niveis basais (<1 a 2 nanongramas (ng)/ml) até ao
proestro tardio, momento em que as concentracdes de progesterona comegam a aumentar,
devido ao inicio da luteinizagdo pré-ovulatoria folicular (Johnston, Kustritz & Olson,
2001).

As concentracdes séricas de testosterona aumentam durante o proestro tardio,
atingindo concentragdes de 0,3 a 1,0 ng/ml no momento do pico de LH, niveis que séo

semelhantes aos valores encontrados em cdes machos inteiros. As concentragdes sericas
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de LH permanecem perto dos niveis basais durante a maior parte do proestro (Johnston,
Kustritz & Olson, 2001).

A foliculostatina (inibina), hormona que € produzida pelos foliculos ovéaricos em
desenvolvimento e que, devido ao seu mecanismo de retro-controlo negativo, suprime a
hormona foliculo-estimulante (FSH, do inglés follicle-stimulating hormone) provocando
a sua diminuicdo (Johnston, Kustritz & Olson, 2001).

A prolactina poderé ter influéncia sobre o inicio do anestro e inicio do proestro,
embora as concentragdes sejam variaveis durante todo o proestro. A supressdo da
prolactina, através do uso de uma molécula dopaminérgica (por exemplo, a
bromocriptina) durante o anestro precoce, podera resultar num proestro precoce, visto

este ser marcado por uma diminuigéo da prolactina (Johnston, Kustritz & Olson, 2001).

1.2.1.2 Estro

O comportamento de estro é caracterizado por uma recetividade proativa, onde
a fémea aumenta a procura de machos até aceitar ser montada e o seu inicio é marcado
pelo pico de LH. Esta fase tem uma duracdo média de 9 dias, no entanto € muito variavel
e depende das caracteristicas fisioldgicas de cada cadela (Feldman and Nelson 2004a;
Schaefers-Okkens 2005).

Clinicamente, o estro dura até a anatomia e citologia vaginal ndo refletirem
maéaxima cornificacdo, mas sim extensa descamacao regional; aparecimento de células ndo
cornificadas; e diminuicdo do espessamento epitelial com migracao de neutrofilos para o
lumen, alteracBes que ocorrem tipicamente entre os dias 6 a 11 dias ap6s o pico de LH
(Concannon, 2011).

E importante salientar que o inicio do estro citoldgico nem sempre coincide com
o inicio da recetividade sexual ou com o pico de LH. Citologicamente, define-se o inicio
do estro quando mais de 90% das células epiteliais vaginais sdo células superficiais
(Concannon, 2011).

A vulva permanece aumentada durante o estro, mas geralmente é mais macia do
que durante o proestro. Podera observar-se presenca de corrimento vulvar durante esta
fase, no entanto em menor quantidade e com uma coloracdo mais escura (Johnston,
Kustritz & Olson, 2001).

O inicio do estro fisiologico ndo é distinguido citologicamente, mas
anatomicamente é refletido pelo inicio do enrugamento e crenulagcdo da mucosa vaginal,

observado endoscopicamente, que ocorre como resposta a inversao do racio
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estrogenio:progesterona 1 dia apos o pico de LH. O méximo enrugamento ocorre entre o
dia 4 e 5 de estro (Concannon, 2011).

A duracéo do pico pré-ovulatorio de LH pode variar de 24 a 66 horas. Ap6s o
pico de LH, as concentracdes de LH diminuem. De modo geral, a ovulacdo ocorre 36 a
50 horas ap0s a libertacdo de LH pré-ovulatoria e esta pode durar entre 24 a 36 horas. S&o
necessarias 54 a 60 horas para ocorrer a matura¢do do o6cito no oviduto, para este se
encontrar fertilizavel (Miranda et al., 2018).

O embrido podera permanecer no oviduto por 9 a 10 dias ap06s a ovulacao,
entrando no Utero quando se encontra em fase de morula compacta ou fase de jovem
blastocisto (Johnston, Kustritz & Olson, 2001).

O momento da ovulagdo nem sempre coincide com o inicio do comportamento
sexual. Em alguns casos, podera ocorrer ovulacao e, apesar disso, as cadelas ndo estarem
recetivas ao acasalamento (Johnston, Kustritz & Olson, 2001).

Endocrinologicamente, a fase de estro na cadela ocorre em resposta a diminuicdo
do estrogénio que normalmente comeca logo antes o pico de LH e que continua durante
o0 estro. O inicio do estro é facilitado sinergicamente pelo aumento rapido da progesterona
resultante do pico de LH (Concannon, 2011).

Os valores de estrogénio continuam a descer para valores de 10 a 20 pg/ml. A
progesterona sérica rapidamente aumenta para 1 a 3 ng/ml durante o pico pré-ovulatério
de LH, e imediatamente (ou apds uma pausa de 1 a 3 dias) aumenta chegando a valores
de 10 a 25 ng/ml pelo dia 10, do final do estro ou logo ap6s (Concannon, 2011).

O momento exato da ovulagdo é dificil de determinar, mesmo recorrendo a
ecografia, mas pode ser estimado realizando a medi¢do da progesterona ou LH. A
medicdo de LH ndo € muito utilizada, uma vez que a hora exata do pico de LH é dificil
de determinar num cenario clinico dado que pode ocorrer num Unico dia e esse momento
podera ser facilmente perdido a menos que sejam obtidas amostras diarias seriadas ao
longo de varios dias. Assim, a medicéo da progesterona fornece um método indireto que
é util para prever o momento da ovula¢do e maturacdo do odcito (Johnston, Kustritz &
Olson, 2001).
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1.2.1.3 Diestro

O diestro (designado por metaestro por alguns autores), corresponde a porcao
pos-estro da fase lUtea, e inicia-se quando o comportamento de estro termina (Concannon,
2011).

A citologia vaginal indicativa de inicio de diestro ocorre quando ha diminuicao
acentuada de células superficiais e aumento de pequenas células intermédias em
esfregacos vaginais. E também visivel a presenca de neutr6filos em pequena quantidade
(Johnston, Kustritz & Olson, 2001).

Endocrinologicamente, o estrogénio varia entre valores intermédios de 15-30
pg/ml com perfis até certo ponto paralelos ao da progesterona, mais altos a meio da fase
lutea e depois diminuem (Concannon, 2011). Em caso de gestacdo, estes valores
aumentam nas Ultimas semanas (Feldman and Nelson 2004a; Davidson and Feldman
2005).

A progesterona sérica aumenta para picos de 15-80 ng/ml entre o dia 20 e 35 do
ciclo e lentamente diminui atingindo valores inferiores a 1 ng/ml a partir do dia 55-90
(média de 70) (Concannon, 2011).

Estas concentracbes elevadas de progesterona poderdo provocar alteracGes
fisicas, que incluem desenvolvimento mamaério e eventualmente aumento aparente de
largura abdominal (Kustritz, 2007).

O inicio da lactacdo esta relacionado com a diminuicdo da progesterona sérica e
0 aumento da prolactina que ocorre perto do parto ou no final de diestro. Por este motivo,
cadelas gestantes geralmente lactam perto do momento do parto e cadelas ndo gestantes
também podem lactar perto do final do diestro (Johnston, Kustritz & Olson, 2001).

Concentracbes de testosterona sérica declinam durante o diestro na cadela a
partir dos niveis presentes no proestro e permanecem baixas (<0,1 ng/ml) durante toda a
fase lutea (Concannon, 2011).

O inicio do anestro é definido pela regressdo do aumento mamario, pela
reparacgdo histologica do endométrio e pela reducao dos niveis de progesterona sérica para
niveis persistentemente abaixo de 1 ou 2 ng/ml, o que influéncia a prolactina e a hormona
de crescimento (GH, do inglés growth hormone) (Feldman and Nelson 2004a; Schaefers-
Okkens 2005).

Se o fim do diestro for definido pelo declinio da progesterona para 1 a 2 ng/ml,

0 periodo de diestro em gestantes € em média 62 a 64 dias a partir da ovulagdo, uma vez
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que a progesterona cai abruptamente no momento do parto. Em cadelas ndo gestantes, o
diestro pode ser prolongado, uma vez que podera haver um declinio mais varidvel nas
concentragfes de progesterona séricas, podendo o diestro durar 49 a 79 dias desde o
momento da ovulacdo (Concannon, 2011).

Foi demonstrado que os corpos luteos perdem a sua capacidade de producéo de
progesterona apos 60 a 120 dias da ovulacdo, no entanto estes poderdo ser visiveis nos
ovarios até ao proestro seguinte. Toda a progesterona durante esta fase do ciclo é
produzida pelos corpos luteos, que sdo mantidos de forma autonoma no inicio do diestro,
mas dependem da secrec¢éo de LH e prolactina produzida pela hipéfise na segunda metade
do diestro (Kustritz, 2017).

1.2.1.4 Anestro

O anestro canino envolve a auséncia de evidéncia de atividade ovérica, e €
considerado ser obrigatdrio durar, no minimo 7 semanas, ap6s a progesterona descer para
valores abaixo de 1-2 ng/ml, tendo uma duracdo média de 18-20 semanas. Esta fase é
importante para a reparacdo do endométrio, que sera concluida por volta do dia 120 a 130
apos o final do diestro (Concannon, 2011).

O indice apoptético e a percentagem de células epiteliais degeneradas no
endomeétrio é alta durante a fase média lUtea, baixa em inicio de anestro e ausente a partir
do dia 120 (Po-yin et al., 2006).

Na citologia vaginal poderdo ser observadas células parabasais esparsas em
namero variavel. A vulva demonstra-se pequena sem presenca de corrimento (Johnston,
Kustritz & Olson, 2001).

Os valores de estrogénio sdo variaveis, mas geralmente encontram-se baixos
com valores de 5-10 pg/ml. A progesterona sérica permanece abaixo de 1 ng/mi
(Concannon, 2011).

A LH e a FSH nesta fase apresentam pulsos esporadicos, com valores baixos (<1-
2 ng/ml) e valores mais elevados (50-400 ng/ml, média 140), respetivamente.
(Concannon, 2011). Assim, ird ocorrer libertacdo de FSH, que é necessaria para a
foliculogenese, e, consequentemente para a libertacdo de LH, iniciando assim um novo
ciclo (Okkens & Kooistra, 2006).
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1.2.2 Tecnicas para determinacéo do ciclo éstrico na cadela
1.2.2.1 Citologia vaginal

A citologia vaginal consiste num procedimento rapido, simples, de custo baixo
e ndo invasivo, que permite a identificacdo da fase do ciclo éstrico em cadelas, permitindo
também realizar o diagnostico de algumas patologias do trato genital, tais como
patologias neoplésicas, inflamatdrias ou disfungdes hormonais (Groppetti et al., 2012).

Esta técnica diagndstica foi desenvolvida na década de 80, e baseia-se no facto
do epitélio vaginal sofrer alteracGes durante o ciclo éstrico da cadela, a medida que
ocorrem alteracdes nas concentragdes de estrogénio (Levy & Fontbonne, 2007).

Esta alteracdo ocorre uma vez que o epitélio vaginal € um dos varios tecidos-
alvo das hormonas ovéricas. O aumento dos niveis circulantes de estradiol estimula o
crescimento do epitélio vaginal, que chega a ter 20 a 30 camadas celulares de espessura
no final do proestro (Johnston, Kustritz & Olson, 2001).

A medida que o nimero de camadas celulares do epitélio vaginal aumenta, maior
é o numero de células epiteliais superficiais que se desprendem para os fluidos vaginais,
sendo possivel monitorizar a progressdo do proestro e estro através da percentagem de
células superficiais observadas na citologia (Johnston, Kustritz & Olson, 2001).

Podem ser encontrados varios tipos de células, dependendo da fase do ciclo da
cadela: as células parabasais, as células intermédias e as células superficiais, variando a

sua distribuicdo ao longo do ciclo da cadela, tal como descrito acima.

1.2.2.2 Medicao da concentragdo de progesterona

Segundo Alves et al. (2002), uma vez que a citologia vaginal apenas permite
determinar a impregnacao estrogénica dos tecidos, é necessario realizar a medi¢do de LH
ou progesterona de modo a determinar o momento do pico de LH e o0 momento da
ovulacdo. Segundo o mesmo autor, o ideal seria apds o inicio do corrimento
sanguinolento, isto é, na fase de proestro, realizar-se um conjunto de citologias seriadas
até se obter a citologia que mais corresponda as celulas de estro, iniciando nesse
momento, as medi¢des hormonais. A analise usada mais frequentemente em conjugacao
com a citologia é a medicao da progesterona (Alves et al., 2002).

Ao contrario das outras espécies domésticas, no caso da cadela, as concentraces
de progesterona sérica comegam a aumentar 2 a 3 dias antes da ovulagdo (Tabela 4).
Valores aumentam rapidamente para mais de 1 ng/ml antes do pico pre-ovulatorio de LH
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e continuam a aumentar ao longo do estro para atingir picos iniciais de 15 a 90 ng/ml em
15 a 30 dias apds o pico de LH (Concannon, 2011).

Na altura da ovulacdo, a progesterona atinge niveis séricos de 4 a 10 ng/ml.
Assim, ao medir-se a concentracdo de progesterona durante o estro, podera prever-se o

melhor momento para acasalar uma cadela (Kustritz, 2017).

Tabela 4 — Relac&o entre as concentragdes plasmaticas de progesterona e a evolugédo da

fase folicular na cadela (proestro e estro) na cadela. (Adaptado de Kustritz, 2001).

P4 (ng/mL) Significado
< 1.0 Anestro ou proestro
1.0-1.9 Diaanterior ao pico de LH
2.0-2.9 Picode LH (2 dias antes da ovulacdo)
3.0-3.9 1diaantes daovulacdo
4.0-10.0 Ovulagéo

Apbs a ovulacao
>10.0

1.2.2.3 Ecografia abdominal
A utilidade da ecografia na reproducdo de pequenos animais permite a realizacéo
de avaliacbes obstétricas, diagndsticos de patologias urogenitais e visualizacdo de
alteracOes ovaricas e alteracdes uterinas relacionadas com o ciclo reprodutivo da cadela
(Davidson & Baker, 2009; Barbosa et al., 2013).

Com a progressdo do ciclo éstrico, devido a presenca de estrogénios, observa-se
um aumento da espessura uterina entre 0 proestro precoce e 0 estro, ndo havendo
alteracdes na espessura uterina nas restantes fases (England & Allen, 1989). De acordo
com os resultados de um estudo realizado por Kim et al. (2009), ap6s a ovulagdo que é
seguida pela diminuicdo da concentracdo de estrogénios, o Utero comeca a responder ao
aumento gradual da progesterona, ndo demonstrando diferencas nas caracteristicas
uterinas durante o periodo pos-ovulatério (O Brien & Barr, 2009).

Durante o0 anestro, o corpo uterino € liso, sem presenca de fluido no limen e sem
alterac6es no endométrio. Durante o proestro e estro, o Utero sofre espessamento devido

a influéncia dos estrogénios, com presenca de fluido no seu limen. No diestro, o Utero é
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espesso com desenvolvimento endometrial glandular devido a influéncia da progesterona
(Davidson A., 2009).

Segundo Levy & Fontbonne (2007), pode ser observada presenca de liquido ao
redor dos ovarios que, segundo os autores, foi atribuida como acumulacdo de fluido
folicular na bolsa ovarica apds rutura folicular e ovulagdo. O espessamento das paredes
das estruturas ovéricas ocorre devido a luteinizacdo pré-ovulatoria de foliculos e a
formacao inicial do corpo luteo, distinguidas ecograficamente pela sua dimensdo, onde
estruturas com paredes com espessura de 1milimetro (mm) sdo consideradas foliculos
pré-ovulatorios e aqueles maiores que 1 mm sdo considerados corpos luteos (Levy &
Fontbonne, 2007; England et al., 2009).

Devido a presencga de fluido no interior dos corpos luteos, sobretudo durante os
estadios iniciais de desenvolvimento, podera ser dificil distinguir ecograficamente essas
estruturas, de foliculos pré-ovulatérios ou de um corpo hemorragico, sendo necessario
perceber em que fase do ciclo a cadela se encontra, uma vez o0s corpos luteos s6 estdo
presentes no diestro (Groppetti et al., 2015; Hollindhead & Hanlon, 2019).

A aparéncia dos ovarios varia dependendo da fase do ciclo éstrico. Durante o
anestro, 0s ovarios aparentam ser pequenos, desde uma forma oval a forma de feijao, com
ecogenicidade homogénea, semelhante ao cdrtex renal. O cortex e a medula ndo séo
usualmente diferenciados na cadela e na gata. Multiplas estruturas quisticas anecoicas ou
hipoecdicas podem ser visualizadas no parénquima, durante a foliculogénese; estruturas
de tipo quistico com paredes mais espessadas estdo presentes na fase lutea (Davidson A.,
2009).

Durante o proestro, varias estruturas foliculares quisticas anecéicas podem ser
identificadas, podendo ter até 1 centimetro (cm) de diametro. A superficie do ovario pode
tornar-se irregular. Na altura da ovulacéo, os foliculos preenchidos com fluido anecoico
tornam-se isoecdicos a hiperecdicos por se tornarem corpos hemorragicos, progredindo,
apos varios dias, para corpos luteos hipoecoicos. Durante o diestro, os ovarios ficam com
uma aparéncia lobular, com corpos IUteos que aparecem como estruturas hipoecdicas de

varios tamanhos (Davidson A., 2009).
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2. Material e métodos
2.1 Objetivos

Tendo em consideracdo os estudos de seroprevaléncia de HVC-1 em cadelas
realizados em Portugal (Dias, 2018; Costa et al., 2014), o conhecimento de que a fase do
ciclo éstrico poderéd ter influéncia na excrecdo viral e a escassez de estudos que
correlacionem a infecdo por este agente com a fase do ciclo éstrico, o presente trabalho
teve como objetivo principal a detecdo por PCR em tempo real, de HVC-1 em cadelas e
a correlacdo da presenca do agente com as varias fases do ciclo éstrico. Foi, ainda, um
objetivo secundario, a caracterizacdo epidemioldgica, das condigdes de maneio e de salde
dos animais, no sentido de tentar identificar situacdes que possam favorecer a transmisséo

e disseminacdo do virus.

2.2 Descricdo da amostra em estudo

Neste estudo foram incluidas 60 cadelas adultas, todas em idade reprodutiva,
atendidas no Centro de Reproducdo Veterinario Anicura Atlantico, no periodo
compreendido entre Setembro de 2021 e Abril de 2022.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Luso6fona.

Foram incluidas neste estudo cadelas inteiras, apos terem o primeiro cio, que se
apresentaram a consulta de reproducdo no CRVA. Foram excluidas cadelas cuja historia
reprodutiva era desconhecida.

Os tutores de cada animal incluido no estudo, preencheram um questionario
reprodutivo, baseado no de Dahlbom e colaboradores (2009), onde constavam perguntas
sobre a data de nascimento do animal, o motivo da consulta, a condicdo corporal, o
namero de partos precedentes e respetivas datas, a presenca de episodios de distécia, o
numero de partos naturais e cesarianas eletivas ou de urgéncia, a realiza¢ao de vacinacao
contra o herpesvirus, o tipo de inseminacg&o, a presenca de histérico de infertilidade (que
incluiu como motivos o aborto, fémeas “vazias” apds cruzamento, ocorréncia de nados-
mortos, ocorréncia de reabsor¢des e ocorréncia de mortalidade neonatal), presenca de
patologia genital, histérico de patologias gerais, tratamentos farmacologicos realizados
nos ultimos 3 meses, realizagdo de tratamento anticoncecional por pilula e intervalo inter-

éstrico. Foi, ainda, questionado se o tutor era criador inscrito no Instituto da Conservagao
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da Natureza e das Florestas (ICNF) e, em caso afirmativo, foi perguntado se realizava
regularmente o rastreio de agentes infeciosos a cadela em estudo e ao macho com quem
a tinha cruzado, pedindo para especificar quais 0s agentes testados. Este questionério

encontra-se em detalhe no Anexo A.

2.3 Recolha de amostras

A cada cadela foram realizadas trés zaragatoas vaginais, duas para posterior
pesquisa de DNA de HVC-1 e uma para avaliacdo citologica. Em alguns animais foi
também feita a recolha de sangue total para um tubo com heparina de litio, para
quantificacdo da progesterona e para um tubo seco, para obtencéo de soro e, posterior
detecdo seroldgica de anticorpos anti-herpevsirus canino. Contudo, devido a um problema

técnico, ndo foi possivel obter as amostras de soro e realizar a analise serologica.

Na recolha de material para posterior pesquisa de DNA, foram utilizadas duas
zaragatoas estéreis e dois microtubos, também previamente esterilizados, tendo sido

utilizado o procedimento a seguir descrito e demonstrado na Figura 1:

v’ Separaram-se cuidadosamente os labios vulvares e com uma zaragatoa vaginal
com ponta de algoddo estéril e humedecida com soro estéril (lactato de ringuer),
introduziu-se na regido dorsal da vulva num angulo de aproximadamente 45°;

v' Evitou-se a fossa clitoriana e avangou-se com a zaragatoa no sentido cranio-dorsal
em direcdo a coluna vertebral,

v Rodou-se cuidadosamente a zaragatoa e retirou-se;

v"Inseriu-se a zaragatoa num microtubo estéril, cortou-se a haste de forma a que a
zaragatoa permanecesse dentro do microtubo e que permitisse 0 seu
encerramento;

v" Repetiu-se 0 mesmo procedimento para a segunda zaragatoa;

v" Os microtubos foram identificados com as letras “A” e “B” acompanhadas do

namero de identificacdo do animal;
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v As amostras foram congeladas, num periodo maximo de 24 horas ap6s a colheita,

a uma temperatura de -80 °.

Figura 1 - Imagem representativa da técnica de colheita de material para realizagéo de
citologia vaginal (Adaptado de Johnston, Kustritz & Olson, 2001).

2.4 Avaliacao citologica

Todos os procedimentos associados a avaliacdo citoldgica da fase do ciclo
éstrico foram realizados no Centro de Reproducédo Veterinario Anicura Atlantico.

Para avaliacdo citologica da fase do ciclo éstrico o processo de colheita da
zaragatoa foi igual ao acima descrito. Contudo, apos a colheita rodou-se a zaragatoa em

duas laminas de vidro e deixou-se o contetdo secar a temperatura ambiente.

As duas laminas preparadas a partir da zaragatoa vaginal foram submetidas a
duas técnicas de coloracdo: a primeira ldmina foi corada com Diff-quick e a segunda com

corante Harris Shorr, de modo a confirmar o resultado.

O procedimento para a coloracdo Diff-Quick (Panético Rapido kit®), encontra-

se descrito na Tabela 5.
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Tabela 5 — Protocolo de coloracéo Diff-Quick (Pandtico Rapido kit®).

Ordenacéo de passagens  Solugdo Duracéo
1 Metanol 5 passagens
2 Solucgdo 1: Eosina Y 5 passagens

3 Solugéo 2: Coloracdo de 5 passagens

tiazina

Para a realizagdo da coloragdo Harris Shorr (kit Diag-Oestro®), foi realizado o

protocolo descrito na Tabela 6.

Tabela 6 — Protocolo de coloracdo Harris Shorr (kit Diag-oestro®).

Solucéo Duracao
Solucdo de lavagem A 5 passagens
Agua destilada 5 passagens
Solucéo estabilizada de hematoxilina 5 passagens
Agua destilada 5 passagens
Diferenciador 5 passagens
Agua destilada 5 passagens
Solucdo de lavagem B 5 passagens
Solucéo de Shorr 10 passagens
Solucéo de lavagem C 5 passagens

Ap0s coradas e secas, as laminas foram montadas com uma lamela e Entellan®. A
avaliacdo microscopica das citologias, foi realizada com o auxilio do Dr. Paulo Borges,
Médico Veterinario responsavel pelo CRVA. A observagéo realizou-se num microscopio
(Leica DM500), com ampliagéo de 100x e 400x.

No questionario de anamnese foi também incluida uma seccdo para o Médico
Veterinario/ Estagiario de Medicina Veterinaria preencher, no momento da colheita para
a citologia, onde foi registado o aspeto macroscépico da vulva (normal, edemaciada ou
hiperémica) e a presenca e aspeto do corrimento vaginal (amarelado, esbranquicado ou

avermelhado). Este questionario encontra-se detalhado no Apéndice A.
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2.5 Quantificacdo da progesterona

Em alguns casos foi possivel realizar a quantificagdo da progesterona, através da
utilizacdo de um imuno-analisador multiparamétrico (MINIVIDAS® Biomérieux) e do
kit VIDAS® Progesterone (PRG). Esta técnica € um imunoensaio fluorescente ligado a
uma enzima (ELFA, do inglés “enzyme-linked fluorescence assay”), sendo uma técnica
quantitativa e automatizada para determinagdo da concentracdo de progesterona no soro
ou plasma humano, que atualmente é utilizado também em Medicina Veterinaria. Foi
realizado o procedimento a seguir descrito:

1 — Colheram-se 2 ml de sangue para um tubo de heparina de litio e procedeu-se

a sua centrifugacao;

2 — Retirou-se do frigorifico a barra de reagente e o recetaculo de fase sélida (SPR,

do inglés “solid phase receptacle”) da progesterona e deixou-se a temperatura

ambiente durante 10-15 minutos;

3 — Introduziu-se o SPR na posicao correspondente ao canal onde foi introduzida

a barra de reagente;

4 — Introduziu-se a barra de reagente numa das seccdes e num dos canais (canal

1-6). Podem ser colocadas seis barras de reagente em cada uma das seccdes.

5— Com uma pipeta, colocaram-se 200 microlitros (ul) de soro dentro do primeiro

poco da barra de reagente. Encaixou-se a barra e fechou-se a tampa. Introduziu-

se 0 nome do animal na seccdo e canal correspondente;

6 — Registaram-se 0s resultados.

Através da quantificacdo da progesterona, citologia vaginal, anamnese e exame
fisico direcionado ao sistema reprodutivo, foi possivel determinar com precisédo a fase do

ciclo éstrico de cada um dos animais em estudo.

2.6 Detecdo molecular de herpesvirus canino

No periodo compreendido entre Abril e Julho de 2022, procedeu-se a realizacéo
da componente laboratorial deste trabalho, que teve lugar no LACH, do Hospital Escolar
da FMV-ULus6fona.
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O procedimento experimental compreendeu a extragdo de DNA de uma das

zaragatoas de cada animal, a avaliacdo da qualidade do DNA e auséncia de inibidores,

através da amplificacdo por PCR de um fragmento do gene beta-actina (B-actina), e a

detecdo de HVC-1 por PCR em tempo real.

2.6.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA das zaragatoas vaginais foi realizada com recurso ao kit “Invisorb

Spin Universal kit” (Invitek Molecular GmbH), de acordo com as instrucbes do

fabricante:

v
v

AN

Descongelaram-se os microtubos com as zaragatoas a temperatura ambiente;
Adicionaram-se 200 ul de solucdo tampéo fosfato-salino (PBS, do inglés
“phosphate buffered saline™) estéril e agitou-se no vortex durante 3 minutos;
Incubou-se a temperatura ambiente, durante 5 minutos;

Fez-se um short spin;

Adicionaram-se ao microtubo 200 ul de “Tampdo de lise HLT”, 20 pl de
“Carrier RNA” e 20 ul “Proteinase K”;

Misturou-se no vortex, durante 10 segundos;

Incubaram-se os microtubos, em banho de agua, a uma temperatura de 65°C,
durante 10 minutos, agitando no vortex a cada 2 minutos;

De seguida, incubaram-se 0s microtubos, em banho de &gua, a uma
temperatura de 95°C, durante 10 minutos, agitando no vortex a cada 2 minutos;
Realizou-se um short spin;

Com uma pinca desinfetada com lixivia a 10% retirou-se cuidadosamente a
zaragatoa do microtubo encostando com pressdo a parte de algodao contra a
parede do tubo, de modo a retirar 0 maximo de contetdo; descartou-se a
zaragatoa. Repetiu-se 0 processo para todas as amostras desinfetando a pinga
com lixivia a 10% entre cada um dos tubos;

Adicionaram-se 260 ul de “Binding solution” ao lisado de cada amostra e
misturou-se no vortex, durante 10 segundos;

Incubou-se a amostra a temperatura ambiente, durante 5 minutos, e realizou-

se um short spin;
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v Transferiu-se a amostra para um conjunto coluna de filtracdo/tubo coletor.
Fechou-se a tampa e centrifugou-se, durante 1 minuto, a uma velocidade de
11.000 g;

v" Descartou-se o tubo coletor com o filtrado e colocou-se a coluna de filtracdo
num novo tubo coletor;

v Adicionaram-se 600 ul de “Washing buffer HLT” na coluna de filtragdo e
centrifugou-se, durante 1 minuto, a uma velocidade de 11.000 g;

v" Descartou-se o tubo recetor com o filtrado e colocou-se a coluna de filtracdo
num novo tubo coletor;

v Adicionaram-se 700 pl de “Washing buffer” na coluna de filtracdo e
centrifugou-se a uma velocidade de 11.000 g, durante 1 minuto. Descartou-se
o filtrado e colocou-se a coluna de filtragdo no mesmo tubo coletor;

v Repetiu-se 0 passo anterior mais uma vez;

v' Removeu-se 0 etanol residual através de uma Ultima centrifugacdo, a
velocidade de 11.000 g, durante 5 minutos. Descartou-se o tubo coletor com
o filtrado;

v" Colocou-se a coluna de filtragio num microtubo de 1,5 ml estéril e
identificado com o numero da amostra e adicionaram-se 100 ul de agua,
previamente aquecida a 65° C, diretamente na superficie da coluna de
filtracdo;

v Incubou-se durante 1 minuto, a temperatura ambiente. De seguida,
centrifugou-se, durante 1 minuto, a uma velocidade de 11.000 g;

v Descartou-se a coluna de filtracdo e fecharam-se os tubos finais.

Armazenaram-se os tubos com DNA a -20°C.

2.6.2 Quantificacdo do DNA isolado

O DNA isolado foi quantificado com recurso ao espectrofotometro NanoDrop®
2000 (Thermo Scientific), que permite uma analise precisa de volumes de amostras entre

0,5 e 2 ul. As amostras que apresentavam absorvancia superior a 1 foram diluidas.
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2.6.3 Avaliacéo da qualidade do DNA extraido

A auséncia de inibidores nas amostras de DNA foi avaliada por PCR
convencional, através da amplificacdo de um fragmento com 855 pares de bases (pb) do

gene da p-actina canino (Maia et al., 2010).

Por cada amostra em teste foi preparada uma mistura reacional com um volume
final de 25 pl, contendo 1x “MyTaq Reaction Buffer” (Bioline®), que contém 5 mM da
mistura de desoxirribonucleosidos trifosfato (ANTP’s, do inglés “deoxyribonucleoside
triphosphate™) e 15 mM de cloreto de magnésio (MgCly); 1 unidade (U) de “MyTaqg DNA
Polimerase” (Bioloine®); 10 picomoles (pmol) de cada primer, 100 ng de DNA genémico
e agua desionizada estéril até perfazer o volume final. Em cada reacdo de PCR realizada,
foram preparados e incluidos um controlo positivo e um controlo negativo. A sequéncia
de primers utilizados na amplificagdo de um fragmento do gene da -actina encontra-se

descrita na Tabela 7.

A reacdo de PCR foi efetuada num termociclador Rotor Gene-Q series
(QIAGEN®).

Tabela 7 — Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo de um fragmento do gene
da B-actina (Maia et al., 2010)

Primers Sequéncia (5" —> 3")
S-ACT — Fw TGA CGG GGT CAC CCA CAC TGT GCC CAT CTA
B-ACT — Rev CTA GAA GCA TTG CGG TGG ACG ATG GAG GG

A amplificacdo do DNA foi realizada através da desnaturacéo inicial a 94°C
durante 2 minutos, seguida de 30 ciclos constituidos por: desnaturacao a 94°C durante 20
segundos, ligacdo dos primers/annealing a 60°C durante 20 segundos e extensdo a 72°C

durante 30 segundos; no fim, foi realizada uma extensao final a 72°C durante 5 minutos.

A visualizacao dos produtos de amplificacdo foi feita por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% massa/volume (m/v). A eletroforese foi realizada em tampao Tris-Borato
(90 mM) — EDTA (2mM), pH 8,3 (TBE 1x), num sistema de eletroforese horizontal

Compact multi-Wide (Biometra), de acordo com o procedimento a seguir descrito:
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10-

Num erlenmeyer, pesou-se a quantidade necessaria de agarose (Seakem® LE
Agarose, Lonza);

No mesmo erlenmeyer adicionou-se o tampao TBE 1x;

Preparou-se o suporte de eletroforese, colocando os pentes que servem de molde
aos pocos de gel,

Aqueceu-se a mistura num microondas, a 600 Watt, agitando o erlenmeyer sempre
gue necessario, até que esta tivesse um aspeto uniforme e translicido, indicativo
do processo de fusdo da agarose estar completo;

Arrefeceu-se a mistura, passando agua corrente no exterior do erlenmeyer,
agitando-o continuamente. Posteriormente, adicionou-se 0 “GelRed Nucleic Acid
Stain” (Biotium®), numa proporcéo de 0,42 pl para cada 100 ml de gel;

De seguida, colocou-se o0 gel no suporte e aguardou-se a sua polimerizagéo;
Transferiu-se o gel ja solidificado para a tina de eletroforese e adicionou-se
tampdo TBE 1x até que o gel estivesse completamente submerso pelo mesmo;
Numa microplaca de pogos, prepararam-se as amostras que iam ser aplicadas no
gel, misturando 2 pl de “Loading buffer” [glicerol 30% (m/v), azul de bromofenol
0,25% (m/v)] com 10 pl de produto de PCR de cada amostra;

Apo6s homogeneizacdo, aplicaram-se as amostras nos pocos do gel (incluido os
controlos positivo e negativo), assim como o marcador de pesos moleculares
“Hyperladder 1Kb” (Bioline®);

Deu-se inicio a eletroforese ligando a fonte de alimentacdo Biometra PS 300TP a

uma voltagem de 90 Volts, durante aproximadamente 70 minutos;

Por fim, observaram-se os resultados num transiluminador ultravioleta Alfa Gene,

por emissao de fluorescéncia do GelRed.

2.6.4 Detecdo de HVC-1 por PCR em Tempo Real

A detecdo de HVC-1 nas amostras em estudo foi realizada por PCR em Tempo

Real com emissdo de fluorescéncia pelo agente intercalante SYBR® Green. Esta
amplificagdo teve como alvo um fragmento de 136 pb do gene da glicoproteina B do

involucro viral (Decaro et al., 2010)

De modo a minimizar contaminagfes cruzadas, todo o material utilizado nesta

amplificagéo, foi previamente limpo com lixivia a 10%, sendo, posteriormente, exposto

65



a luz ultravioleta, numa camara de fluxo laminar Bio48M (Faster®), durante um periodo
de aproximadamente 30 minutos.

Todo o processo de preparacdo da mistura reacional foi realizado num
laboratdrio distinto daquele onde foi realizada a extracdo de DNA, tendo sido utilizadas
pipetas de uso exclusivo para PCR e pontas com filtro. Em todas as reaces foram
incluidos um controlo positivo e trés negativos. O controlo positivo foi preparado com
DNA de um recombinante plasmidico com o fragmento amplificado clonado,
gentilmente cedido pela Professora Doutora Ana Duarte do Instituto Nacional de
Investigacdo Agraria e Veterinaria (INIAV). Nos controlos negativos foi usada agua
desionizada estéril em substituicdo do DNA.

Cada amostra foi realizada em duplicado e foi considerada positiva se
apresentava um limiar de detegdo (Cr,do inglés “cycle threshold”) inferior a 37.

Os ensaios apenas foram validados quando se obteve amplificacdo do controlo
positivo e quando ndo se observou amplificagcdo nos controlos negativos, o que indica a
auséncia de contaminagdo com DNA exdgeno.

A amplificacédo foi realizada num volume final de 30 ul, contendo 15 pl de 2x
PerfeCTa SYBR Green SuperMix (QuantaBio®), 300 nM de cada Primer (Tabela 8), cerca

de 60 ng de DNA e &gua desionizada estéril para perfazer o volume final.

Tabela 8 — Primers utilizados na amplificacdo do DNA de HVC-1 por PCR em tempo
real (Decaro et al., 2010).

Primers Sequéncia (5°— 3?) Tamanho do
d Fragmento
CHV-Rev CTGGTG TATTAAACTTTGAAGGCTTTA B
p

CHV-Fw ACA GAG TTG ATT GAT AGA AGA GGT ATG

A reaco foi realizada num termociclador Rotor Gene-Q (QIAGEN®), de acordo
com as seguintes condic¢des: 95°C, 10 minutos para desnaturacdo do DNA, e ativacédo da
DNA polimerase, seguida de 40 ciclos a 90°C durante 15 segundos e 60°C durante 1

minuto.

Logo apos a amplificagdo por de PCR, foi realizada uma curva de melting, para
confirmar a especificidade da amplificagdo com SYBR® Green. Para tal, fez-se variar a
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temperatura entre 55°C e 94°C, com incrementos de 1°C em cada ciclo. Os resultados

foram analisados com recurso ao software Rotor-Gene Q — Pure Detection V 2.1.0.

2.6.5 Purificacdo dos Produtos de PCR e Sequenciagao

Apols a reacdo de PCR em tempo real, todas as amostras positivas foram

purificadas e, posteriormente, enviadas para o laboratério STABvida, para serem

submetidas a sequenciacdo pelo método de Sanger.

A purificacdo dos produtos de PCR foi realizada com recurso ao JetQuick PCR

purification spin kit® (Genomed), de acordo com o protocolo abaixo descrito:

1-

2-

Adicionaram-se 4 volumes de “Binding Buffer” para 1 volume de amostra PCR.
Homogeneizou-se.

Colocou-se uma coluna num microtubo recetor de 2 ml. Pipetou-se toda a mistura
anterior para a coluna e centrifugou-se a 12.000 g, durante 1 minuto.
Desprezou-se o filtrado do tubo de recolha, reinseriu-se a coluna no microtubo
recetor vazio e adicionaram-se 500 pl de “Wash Buffer”. Centrifugou-se a coluna
a12.000 g, durante 1 minuto.

Descartou-se o filtrado e colocou-se a coluna no mesmo microtubo coletor.
Voltou-se a centrifugar a 12.000 g, durante 1 minuto.

Colocou-se a coluna num microtubo de 1,5 ml estéril. Adicionaram-se a coluna
50 ul de agua desionizada e centrifugou-se a 12.000 g, durante 2 minutos.
Armazenou-se 0 microtubo com o produto de PCR purificado a -4° C até ao envio

para sequenciacao.

Os resultados da sequenciacdo foram visualizados com o software FinchTV

(Geospiza®) e as sequéncias obtidas submetidas a analise de similaridade com o algoritmo

Basic Local Alignement Search Tool - BLAST®, de modo a confirmar a identidade do

DNA das amostras amplificadas.
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Nr. de animais

3. Resultados

3.1 Caracterizacdo da amostra estudada
3.1.1 Caracterizacao por idade

Os animais que participaram neste estudo encontravam-se em idade fértil, isto €,
apos o primeiro cio. O animal mais velho tinha 7 anos e 7 meses e 0 mais novo 8 meses.
A distribuicdo das cadelas pelos grupos etarios foi a seguinte: 31,6% (n=19) na classe <
2 anos, 40% (n=24) na classe dos 2 aos 5 anos e 28,3% (n=17) na classe > 5 anos (Grafico
3).

30
25
20
15

10

€]

< 2 anos 2-5anos >5anos

Gréfico 3: Distribuicéo relativa da amostra estudada em funcéo da idade.

3.1.2 Caracterizacao por raca

Os animais envolvidos no presente estudo pertenciam a diversas racas: Cane
corso, Pastor alemé&o, Beagle, Weimaraner, Dobermann, Labrador, Labrador flat coated,
Bull terrier, Fox terrier, Pointer inglés, Bulldog francés, Pastor belga, Malinois, Yorkshire
terrier, Jack russel terrier, American bully, Golden retriever, Dogue aleméao e animais sem

raga definida. A distribuicdo da amostra encontra-se detalhada na Tabela 9.
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Tabela 9 — Distribuicdo da amostra estudada em funcao da raca.

Raca NuUmero de animais

Cane corso 8
Golden retriever 3
Pastor Aleméo 8
Dobermann 3
Labrador 2
Weimaraner 1
Beagle 2

Bull terrier 6

Fox terrier 1
Bulldog francgés 10
Pointer inglés 1
Pastor belga 1

Flat coated retriever 1
Mallinois 1

Jack russel terrier 1
Yorkshire terrier 1
American bully 2
Dogue Alemao 1
Indeterminada 7

3.1.3 Caracterizacéo por proveniéncia dos animais

No que diz respeito a animais de sistemas de criacdo, 68,3% pertenciam a
coletividades de criacdo inscritas no ICNF, enquanto 31,7% eram animais solitarios que
ndo faziam parte de nenhum coletividade de criag&o. Todas as coletividades se encontram
localizadas na zona Oeste de Portugal. Das 30 coletividades que participaram no estudo,

5 tiveram mais de um animal da sua coletividade a ser testado.
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3.1.4 Caracterizacao por numero de gestagoes

Relativamente ao numero de gestacOes, 30% (n=18) apresentavam uma
distribuicdo na classe de 1 gestacdo, 10% (n=6) na classe de 2 gestacGes, 5% (n=3) na
classe de 3 gestacOes e 1,6% (n=1) na classe de 4 ou mais gestacdes. Um total de 32
animais (53,3%) nunca havia estado gestante (Gréfico 4).

WO gestagbes M1gestacdo M2 gestacdes 3 gestacbes M > 3 gestacdes

Gréfico 4: Distribuicdo relativa da amostra de acordo com o numero de gestacdes.

3.1.5 Caracterizacao por presenca de atual patologia urogenital

A nivel de sinais clinicos genitais foram descritos prolapso vaginal com uma
distribuicdo de 1,6% (n=1), cistite com 1,6% (n=1), corrimento pds-cesariana com 1,6%
(n=1), hidrocolpos com 1,6% (n=1), hiperplasia vaginal com 5% (n=3), septo vaginal com
1,6% (n=1), vulvite com 1,6% (n=1) e pseudociese com 1,6% (n=1). Foram, também,
incluidas patologias da glandula mamaria, nomeadamente mastites com uma distribuicao

de 5% (n=3) e displasia da glandula mamaria com 5% (n=3) (Gréfico 5).
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Gréfico 5: Distribuicao absoluta da amostra por presenca de atual patologia urogenital.

3.1.6 Caracterizacdo por presenca de historico de infertilidade

Foram definidos como problemas de infertilidade a ocorréncia de abortos, fémeas
vazias ap0s cruzamento, reabsorc6es, nados-mortos e mortalidade neonatal (mortalidade
até aos 21 dias de vida dos cachorros).

Dos 60 animais que participaram no estudo, 25% (n=15) apresentava historico de
infertilidade. De entre estes, 3,3% (n=2) diziam respeito a abortos, 1,6% (n=1) a fémeas
vazias ap0s cruzamento, 1,6% (n=1) a reabsorc¢des, 8,3% (n=5) a nados-mortos e 1,6%
(n=1) a mortalidade neonatal. Houve animais que demonstraram mais do que um tipo de
patologia reprodutiva, nomeadamente 1,6% (n=1) que ficaram vazias e tiveram episodios
de reabsorcoes, 1,6% (n=1) com episodios de abortos e reabsorcdes e 5% (n=3) de fémeas

que ficaram vazias e tiveram nados mortos (Grafico 6).
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Gréfico 6: Distribuicao relativa da amostra por tipo de patologia reprodutiva.

3.1.7 Caracterizacdo por métodos profilaticos

Nenhum dos animais, neste estudo, foi vacinado para herpesvirus canino no ano
2021/2022, uma vez que a vacina Eurican Herpes 205® (Merial, Franga) nédo foi

comercializada em Portugal durante este periodo.

Apenas 8,3% (n=5) dos animais realizam regularmente rastreios a agentes
infeciosos, nomeadamente culturas bacterioldgicas de zaragatoa vaginal para pesquisa de

agentes aerdbios.
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3.1.8 Caracterizacao por fase do ciclo éstrico

Das 60 amostras presentes neste estudo, 35% (n=21) encontravam-se em fase de
proestro, 23,3% (n=14) em fase de estro, 23,3% (n=14) em diestro e 18,3% (n=11) em
anestro (Gréafico 7).

M Proestro M Estro Ml Diestro W Anestro

Gréfico 7: Distribuicéo relativa da amostra por fase do ciclo éstrico.

No momento da colheita, em cio, isto é, na fase folicular, que corresponde ao
periodo de proestro e estro, observou-se uma distribuicdo de 58,3% (n=35), enquanto que
em fase lUtea, ou seja, diestro apresentavam-se 23,3% (n=14) e em anestro 18,3% (n=11)
(Grafico 8).

M Fase folicular M Fase litea M Anestro

Grafico 8: Distribuicéo relativa da amostra por fase folicular, fase lutea ou anestro.
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3.2 Anélise molecular
3.2.1 Amplificacdo de um fragmento do gene g-actina

Um fragmento com 855 pb do gene S-actina canino foi amplificado com sucesso
em todas as amostras (Figura 2), o que é indicativo da integridade do DNA e auséncia de
inibidores de reacdo PCR que, pode assim, ser submetido a PCR para detecdo de

herpesvirus canino.

Figura 2 — Electroforese em gel de agarose dos produtos de amplificagdo de um fragmento

do gene p-actina. M: marcador de peso moleculares (Hyperladder 1Kb, Bioline®); 1-8:

amostras em estudo; C+: controlo positivo; C—: controlo negativo.

3.2.2. Detecédo de DNA de HVC-1 por PCR em tempo real

Através da PCR em tempo real identificou-se a presenca de HVC-1 em 2 dos 60
animais em estudo (3,3%). Para estas amostras obteve-se um valor médio de Ct de 35,01
e 35,09.

Para avaliar a especificidade da amplificacdo, recorreu-se a realizacdo de uma
curva de melting. A analise da curva permitiu identificar, em ambas as amostras
amplificadas e no controlo positivo, um pico bastante pronunciado. A temperatura de
dissociacdo observada para o controlo positivo e para as duas amostras positivas situou-
se entre 76,5°C e 77,0°C (Figura 3). O pico que se observa a montante do pico principal
pode ser consequéncia da presenca de dimeros de primers e/ou produtos de amplificacdo

inespecifica.
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Figura 3 — Curva de melting de uma das amostras positivas.

3.2.3 Sequenciacéo de DNA

A pesquisa de similaridade das sequéncias das amostras positivas (Figura 4),
realizada através do algoritmo BLAST, revelou uma percentagem de identidade de

98,99% com varias estirpes e isolados de HVC-1.
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Figura 4 — Resultado da sequenciacao de Sanger de uma das amostras positivas.

3.2.4 Caracterizacao dos animais positivos para HVC-1

No presente estudo, ambas as cadelas positivas para 0 HVC-1 pertenciam a
coletividades, tinham o plano vacinal obrigatério em dia e apresentavam uma condi¢édo
corporal de 5/9.

A nivel de higiene da coletividade, ambas as explora¢cdes cumpriam o protocolo
de higiene recomendado pelo Médico Veterinario e seguiam as indicaces recomendadas
pelos fabricantes dos produtos de limpeza e desinfecao.

Uma das duas cadelas positivas, que pertencia a uma coletividade com mais 7
animais, ndo apresentava histérico de problemas reprodutivos e o método de cruzamento
utilizado foi a monta natural. Este animal nunca foi testado para agentes infeciosos. A
outra cadela positiva para HVC-1 havia sido submetida a inseminacdo artificial e

pertencia a uma coletividade com mais 8 animais. Este animal tinha realizado uma analise
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bacterioldgica vaginal (no mesmo dia da colheita da amostra para diagndstico molecular
de HVC-1), devido a queixas reprodutivas; o resultado da anélise evidenciou a presenga
do agente Enterococcus spp.

Ambas as cadelas tinham historia de uma gestacdo prévia sem episodios de
distdcia e ambas se encontravam na fase de estro. Ndo foram observadas quaisquer lesdes
genitais em nenhuma das cadelas no momento da colheita. No entanto uma delas
apresentava infertilidade, que se traduziu em reabsorcdes e tentativas de cruzamento em
que ficou “vazia”. Este mesmo animal, ao nivel da patologia sistémica, apresentava
dermatite atdpica; no entanto, no momento da colheita ndo se encontrava a realizar
nenhuma medicacao.

No presente estudo, nenhuma das cadelas positivas tinha sido isolada dos restantes
animais antes do parto, embora em ambos os canis os cachorros fossem isolados a partir
do nascimento. Ambas as cadelas ficaram gestantes apds serem testadas e nenhum dos

cachorros apresentou sinais de estar infetado pelo virus.
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4. Discussao

As infegdes genitourinarias recorrentes em cadelas constituem um problema
frequente em Medicina Veterinaria (Kustritz, 2008; Pretzer, 2008). Em Portugal, a
criacdo de cdes com fins comerciais é uma atividade que tem vindo a registar crescimento.
Todavia, a salde genital da cadela, fator intimamente relacionado com o sucesso
reprodutivo, nem sempre tem sido alvo da devida atencdo. O herpesvirus canino ¢ um
agente comum na Europa; contudo, apesar da distribui¢do ubiqua, as consequéncias da
infecdo permanecem, ainda, pouco claras (Evermann et al., 2011). Dada a escassez de
informac&o sobre a infecéo do trato genitourinario por HVC-1, bem como a sua relagéo
com as diferentes fases do ciclo éstrico, o presente estudo pretendeu avaliar a presenga
do virus em cadelas em diferentes fases do ciclo éstrico.

De acordo com a pesquisa bibliografica efetuada, o Gltimo estudo realizado em
Portugal sobre a prevaléncia de HVC-1 em cadelas, data de 2018, tendo sido descrita uma
seroprevaléncia de 75,5% e a auséncia de detecdo do virus por PCR em tempo real (Dias,
2018). Neste contexto, o resultado encontrado no presente estudo, onde foi observada
uma baixa frequéncia de infecdo por diagnostico molecular, vai ao encontro do ja descrito
em 2018.

No presente estudo teria sido importante a realizacdo de uma andlise seroldgica
de modo a poder avaliar a exposi¢do dos animais ao virus e comparar estes resultados
com o diagndstico molecular. Apesar das limitacfes de ambas as técnicas, como abordado
anteriormente, seria interessante perceber se os resultados positivos no teste molecular
seriam positivos, também, no teste serolégico, uma vez que, apesar de haver excrecao
viral, poderia ja existir imunidade adquirida por memoria imunoldgica. A
complementaridade entre os dois testes diagndsticos teria sido uma mais-valia para
avaliar o estado sanitario da populacdo estudada. Para além disso, alguns autores
verificaram a ocorréncia de seroconversdo durante o estro (Feyen et al., 2004), sendo
interessante verificar se 0 mesmo aconteceria neste estudo. Para isso, o ideal seria realizar
testes moleculares e seroldgicos seriados e em todas as fases do ciclo éstrico do mesmo
animal.

Segundo Rootwelt et al. (2011), o virus tem a capacidade de entrar em estado
latente, localizando-se, durante esse periodo, principalmente no tecido ganglionar e
linféide e ndo em zonas de contagio, como € o caso da mucosa genital, oral e respiratoria.

Portanto, ndo havendo excrecéo viral, a infecdo torna-se de dificil dete¢cdo, mesmo por
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técnicas com elevada sensibilidade, como a PCR em tempo real. No presente estudo teria
sido interessante avaliar a presenca de HVC-1, também em zaragatoas das mucosas
respiratéria e oral.

Na literatura, observa-se uma grande discrepancia entre valores de
seroprevaléncia para HVC-1 e de detecdo molecular, pelo que é necessaria alguma
prudéncia na interpretagdo de resultados de serologia. A analise deve ter em consideragao,
ndo s6 a seroprevaléncia, mas também a presenca de excrecdo deste agente nas respetivas
mucosas genital, respiratoria e oral; seria, também, interessante uma eventual pesquisa
ganglionar, embora esta seja de mais dificil acesso. Os testes serolégicos sao meramente
indicativos de um contacto prévio com o virus, ndo estabelecendo uma relagéo direta com
a infecdo ativa, nem com a excrec¢do viral. Apesar de ndo haver informacéao seroldgica no
presente estudo, esta também néo seria indicativa de infecdo ativa. Assim, sdo descritas,
frequentemente, prevaléncias elevadas sem, no entanto, serem indicativas de presenca de
doencga (Franco et al., 2012). Os testes moleculares permitem obter resultados positivos
quando ha excrecdo viral; no entanto, poderdo observar-se alguns resultados falso
negativos, dependendo do local onde se verifica excrecdo viral e do local de colheita da
amostra. Neste contexto, podemos dizer que o teste seroldgico e o diagnostico molecular
se complementam, ndo devendo nenhum deles ser considerado de forma isolada.
Idealmente, seria recomendavel realizar ambos os testes, de forma a permitir uma melhor
avaliacdo sobre a presenca de infecdo, seja ela prévia ou ativa.

Os dois resultados positivos do presente estudo pertencem a duas cadelas, ambas
na fase de estro. Durante a fase folicular, pela influéncia dos estrogénios, o Utero
desenvolve uma resposta inflamatéria de forma a combater os microrganismos que
poderdo ascender ao Utero pelo facto de o cérvix se encontrar aberto (Watts et al., 1996).
Contrariamente, na fase I(tea, pela acdo da progesterona, ocorre imunossupressao e maior
suscetibilidade ao desenvolvimento de infegcdes (Rocca & FitzGerald, 2002). Um estudo
recente sobre a reativacdo de HVC-1 em bezerros concluiu que a progesterona provoca a
reativacdo do virus de forma intermitente em tecidos onde o recetor da P4 se encontra
expresso abundantemente (El-Mayet et al., 2022). O referido estudo confirma a presenca
de imunossupressdo causada pela progesterona, hormona predominante na fase lutea e
gestacdo. Para além disso, varios estudos em vitelos relacionam a reativacdo do
herpesvirus do tipo 1 bovino com niveis de stress (Rock et al., 1992; Jones et al., 2006).

Para simular uma situagdo de stress de forma experimental, os vitelos foram também
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submetidos a administracdo de dexametasona, mimetizando o efeito de stress atraves do
aumento da producdo de glucocorticoides (Rock et al., 1992). EI-Mayet e colaboradores
(2022) usaram no seu estudo a administragdo tanto de progesterona como de
dexametasona a vitelos, 0 que provocou a reativacéo do virus, comprovando que tanto o
stress como a progesterona poderao influenciar a reativacédo viral. No presente estudo, 0
mesmo ndo se verificou, uma vez que ambas as cadelas positivas ao HVC-1 se
encontravam em fase de estro, fase que é marcada por valores de progesterona mais
baixos comparativamente aos da fase de diestro. Isto podera ser explicado pelo facto de
ndo haver conhecimento no presente estudo, da presenca de contacto das cadelas que se
encontravam em diestro com outros animais seropositivos e ainda pelo facto da duragéo
do diestro na cadela ser independente do estatuto gestacional, sendo que 0 mesmo néo se
verifica na vaca.

Durante o estro, as cadelas encontram-se sujeitas a um elevado nivel de stress,
quer pelas variagfes hormonais quer pela pressdo reprodutiva exercida, sugerindo a
ocorréncia de casos de reativacdo durante o estro (Greene, 2012). No entanto, oS
resultados do presente estudo ndo foram estatisticamente significativos, pelo que néo foi
possivel inferir sobre uma possivel associacdo entre estes dois fatores. No futuro, sera
importante delinear estudos que permitam clarificar o envolvimento das hormonas
sexuais no caso especifico da reativacdo do HVC-1 canino. Seria, também, importante, a
realizacdo de medicGes do cortisol sérico para avaliar o envolvimento de fatores de stress
na reativacdo do HVC-1.

O objetivo secundario do presente estudo consistiu na caracterizacdo
epidemioldgica, das condig¢des de maneio e estado de saide dos animais, no sentido de
identificar alguns fatores que possam ser facilitadores da transmissdo do virus. Segundo
Ronsse et al. (2004), uma maior densidade de animais por canil, aumenta o risco de
infecdo por herpesvirus canino. Segundo Greene (2012), o maior indice de
seroprevaléncia é encontrado na Europa, especialmente em canis de criacdo. Este facto
pode ser explicado por uma maior disseminacdo do virus devido a um aumento de
concentracdo de animais nas coletividades caninas, nos sistemas de criagdo. Varios
autores descreveram uma seropositividade superior ao HVC-1 em animais pertencentes a
coletividades (Engels et al., 1980; Seo et al., 1994; Reading & Field, 1998). Babaei et al.
(2010) e Ronsse et al. (2004) demonstraram que os cdes de coletividades tiveram uma

maior seroprevaléncia (22,9%) em comparacdo com cdes de propriedade privada
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(19,1%); no entanto, segundo estes autores, estes valores ndo se traduzem numa diferenca
significativa. Por outro lado, Dalhbom e colaboradores (2009) demonstraram que cées
em canis de grandes dimensdes apresentavam titulos de anticorpos mais elevados do que
cdes de unidades menores. No presente estudo, ambos 0s animais positivos pertenciam a
canis de criagdo. Um dos canis tinha um total de 9 animais e o outro um total de 8 animais.
Ambas as coletividades foram visitadas e, tendo em conta as suas dimensdes, a densidade
de animais foi considerada moderada a alta. Dadas as caracteristicas observadas, foi
recomendada a realizacdo de uma quarentena apropriada e precaucao na introducao de
novos animais.

No presente estudo, ambos 0s animais apresentavam idade adulta (4 e 7 anos).
Apesar de existirem estudos que correlacionam positivamente a idade adulta com a
seropositividade (Ronsse et al., 2005), ndo existem estudos que comprovem a relacdo
entre os resultados PCR positivos e a idade dos animais.

Os neonatos e as cadelas (especialmente as que ndo foram previamente expostas
ao virus) deverdo ser isolados em qualquer gestacdo (principalmente durante as Gltimas
trés semanas) e até, pelo menos, trés semanas depois do parto, limitando o contato com
outros cdes, para evitar a exposicao durante este periodo (Sykes & Davidson, 2014). Neste
estudo, nenhuma das cadelas positivas tinha sido isolada dos restantes animais antes do
parto, embora em ambos os canis 0s cachorros fossem isolados a partir do nascimento. A
separacdo dos cachorros a nascenca dos restantes animais, ndo sé evita a exposicdo a
varios agentes, incluido o HVC-1, como limita a transmissdo oronasal deste e de outros
agentes. No entanto, o facto de a mée ndo ser isolada, algumas semanas antes do parto,
podera constituir um fator de risco, uma vez que, consiste num periodo com maior nivel
de stress e com maior suscetibilidade para contrair infecdes. Para além disto, recomenda-
se 0 seu isolamento, também, devido a introducdo de novos animais que, segundo
Fontbonne e colaboradores (2004), podera ser responsavel pela reativacao do virus, visto
ser um elemento desencadeador de stress.

De acordo com Rootwelt et al. (2011), é importante que os animais do canil se
encontrem em boas condigdes de salde e que cumpram o plano profilatico vacinal em
vigor, uma vez que qualquer infecdo podera levar a reativacdo do virus, caso este se
encontre no seu estado latente. Ambas as cadelas positivas no presente estudo tinham o
plano vacinal obrigatério em dia e apresentavam uma condicdo corporal de 5/9, o que

sugere que as necessidades nutricionais estavam a ser cumpridas (German et al., 2010).
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Uma das cadelas positivas apresentava dermatite atopica; no entanto, no momento da
colheita ndo se encontrava a realizar nenhuma medicagdo. Esta doenga, por ser
autoimune, poderé despoletar a reativacdo do virus em momentos de agravamento da
mesma. No entanto, o facto de existir reativagdo nao implica a existéncia de excrecao
viral, uma vez que o animal j& podera ter imunidade adquirida ao virus.

Segundo Vérios autores, 0 melhor método profilatico para 0 HVC-1 em neonatos
é a transferéncia de imunidade passiva com o colostro, ap6s imunizagéo ativa das fémeas
(Greene, 2012). No ano da realizacdo deste trabalho (2021/2022), a vacina contra o
herpesvirus nao foi comercializada em Portugal. Este foi, provavelmente, um dos mais
importantes fatores de risco para a infecdo por HVC-1. O facto de os dois animais
positivos ndo terem sido vacinados contra 0 HVC-1 durante a gestacdo, ndo s6 consiste
num risco de infecdo para a mée durante este periodo e posterior contaminacdo dos
cachorros através da via transplacentaria, como impede que a mée desenvolva anticorpos
vacinais que possam ser, posteriormente, transmitidos aos cachorros atraves do colostro.
Este serd, segundo o que se pensa, um dos métodos profilaticos mais eficazes para evitar
a contaminacdo por este virus (Greene, 2012; Krogenaes et al., 2012; Rootwelt et al.,
2011).

A higiene consiste noutro ponto essencial nos canis. O HVC-1, devido ao facto
de apresentar uma camada ou envelope lipidico, é facilmente inativado através da limpeza
regular e da utilizacdo de desinfetantes e solventes lipidicos, tais como o éter e o
cloroférmio, ou quando exposto a valores de pH inferiores a 5 ou superiores a 8 (Parzefall,
2011). Segundo Ligier (2012), a manutengdo das instalacbes dos canis de criagdo devera
ser realizada através de duas etapas - limpeza e desinfecdo. A limpeza consiste na a¢do
mecanica e/ou quimica de remoc¢do da matéria organica, limpando as superficies com
agua e detergente. A desinfecdo consiste na acdo quimica ou fisica que impede a
replicacdo viral ou elimina microrganismos das superficies inertes. Ambas as explora¢des
cumpriam este protocolo e seguiam as indicacdes recomendadas pelos fabricantes dos
produtos de limpeza e desinfecéo.

Acredita-se que o recurso a inseminacao artificial como medida preventiva possa
reduzir o risco de contaminacdo por HVC-1 (Green, 2012). No entanto, apesar de ser
conhecida a transmisséo deste virus por via venérea, a transmissao atraves do sémen ainda
ndo foi alvo de muitos estudos (Torres et al., 2015). Neste estudo, um dos animais

positivos foi reproduzido através de inseminacdo artificial, ao passo que o outro foi
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através de monta natural. Nao é, assim, possivel estabelecer nenhuma relacdo entre o
método de cruzamento e a transmisséo do virus.

Relativamente & presenca de patologia reprodutiva, apenas uma das cadelas
apresentou infertilidade, que se traduziu em reabsorc¢des e tentativas de cruzamento em
que ficou vazia. De acordo com a bibliografia consultada, quando uma cadela gestante €
infetada, o virus propaga-se até ao feto podendo causar morte fetal, mumificacdo, abortos,
nascimentos prematuros e nados-mortos (Johnston, Kustritz & Olson, 2001). Caso a
infecdo ou reativacdo ocorra nos primeiros 30 a 40 dias de gestacdo, esta podera provocar
reabsorces ou morte fetal (Hashimoto et al., 1983). Fontbonne (2006), relata que, por
vezes, 0s criadores ndo detetam a gestacdo queixando-se de problemas de fertilidade.
Dahlbom et al. (2009) descreve que cées de coletividades com titulos de anticorpos anti-
HVC-1 elevados apresentavam mais patologias reprodutivas comparativamente a cdes
com titulos inferiores. No nosso estudo, necessitariamos de maior casuistica para poder
estabelecer uma correlacdo entre a patologia reprodutiva e a presenca do HVC-1.

Numa das cadelas, no dia da colheita da amostra para dete¢do molecular do HVC-
1, foi também realizada, uma andlise bacteriologica da por¢do cranial da vagina. Esta
analise revelou a presenca de Enterococcus spp. em quantidades elevadas. Existe a
possibilidade de a infegdo por um dos agentes poder ter ocorrido secundariamente ao
outro. No caso de ter existido uma reativagdo do HVC-1, este podera ser responsavel por
um desequilibrio da flora vaginal e aparecimento de Enterococcus spp. em quantidades
consideradas elevadas. No entanto, ndo existem dados precisos acerca da composicdo
qualitativa e quantitativa da flora vaginal, apesar deste agente ser mais encontrado em
cadelas com infe¢do do trato reprodutivo (Golinska et al., 2021). O oposto €, também,
uma possibilidade. O stress a que estes animais estiveram sujeitos na fase folicular podera
predispor a um desequilibrio na flora vaginal podendo, consequentemente, levar a
reativacdo do HVC-1.

A presenca de bactérias, livres ou dentro de epitélio celular é frequentemente
descrita em citologias vaginais de cadelas saudaveis (Groppetti et al., 2012). Dependendo
da fase do ciclo éstrico, 50 a 100% das cadelas saudaveis apresentam flora vaginal
microbiana constituida por microorganismos aerdbios e anaerdbios e, frequentemente,
alguns oportunistas. Foi demonstrado que, a microbiota vaginal normal, protege o trato
urogenital contra bactérias patogénicas através da competicdo por nutrientes ou

interferindo na adesdo aos recetores epiteliais. Por outro lado, foi também demonstrado
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que os agentes bacterianos isolados de cadelas com patologia reprodutiva nao diferem
significativamente dos encontrados em cadelas saudaveis (Golinska et al., 2021). Kustritz
(2007), sugeriu que infe¢Ges no trato reprodutivo séo causadas por um sobrecrescimento
da flora microbiana normal, sendo crucial que os resultados das bacteriologias sejam
quantitativos, uma vez que um resultado é considerado patoldgico quando ha presenca de
alguns agentes em grandes quantidades.

E importante ter em consideragio que, tal como referido anteriormente, 0 HVC-
1 pode ser uma causa para a infertilidade observada nesta cadela. No entanto, tendo em
conta a presenca concomitante de Enterococcus spp., este agente podera ser considerado,
também, como possivel responsavel da infertilidade desta cadela, que apresentou
episodios de reabsorcdo e duas tentativas falhadas de concecdo. Para averiguar esta
situacdo, poderia ter sido realizada uma lavagem uterina transcervical para averiguar a
presenca de bactérias no espaco intrauterino ou mesmo a realizacdo de uma bidpsia
endometrial (Mir et al., 2013).

Apesar de alteracdes na flora vaginal ndo estarem diretamente ligadas a presenca
de problemas reprodutivos, estes poderdo predispor esta cadela ao desenvolvimento de
um quadro de endometrite que, dependendo do seu grau de gravidade, podera ter como
consequéncia a reducéo da sua fertilidade (Schlafer & Foster, 2016).

Segundo Hashimoto et al. (1983), a nivel genital, nas cadelas infetadas por HVC-
1, podem ser observadas hemorragias submucosas ou petéquias, lesdes papulovesiculares,
hiperemia da mucosa e hiperplasia dos foliculos linféides. Holst et al. (2012), relatou que,
durante o periodo de proestro, poderdo ser observadas lesbes vesiculares vulvares na
cadela, que poderdo sofrer involucdo durante o periodo de anestro.

Tendo em conta que ambas as cadelas se encontravam na fase de estro que,
juntamente com a fase de proestro, corresponde a fase folicular, a probabilidade de
encontrar lesfes genitais seria mais elevada comparativamente a fase lGtea. No entanto,
ndo foram observadas quaisquer lesfes ou queixas de patologia genital.

Ambas as cadelas ficaram gestantes apds serem testadas e nenhum dos cachorros
apresentou sinais clinicos compativeis com infecdo viral. O facto de terem conseguido
ambas ficar gestantes e levado a gestacdo a termo, aliado ao facto de nenhum dos
cachorros da ninhada ter apresentado manifestacGes clinicas de presenca do virus, indica
que as alteracdes reprodutivas e a transmissibilidade ndo podem ser confirmadas neste

estudo.
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De entre as 30 coletividades que participaram no estudo, apenas 5 tiveram mais
do que um animal a ser testado. O objetivo desta investigacdo baseava-se no pressuposto
da importancia da transmissé@o oronasal, caso algum destes animais tivesse sido positivo.
Contudo, o numero de animais que foi possivel avaliar dentro da mesma coletividade foi
insuficiente para retirar conclusdes.

Segundo Greene (2012), a fase de estro e do parto sdo consideradas alturas de
risco para reativagdo do virus, ndo sé pelo stress, como, também, pelas alteracdes
hormonais que ocorrem neste periodo, recomendando-se testar os animais, se possivel,
na fase de diestro. Segundo Nothling et al. (2008), foram detetados diferentes padrbes
para os titulos de anticorpos, consoante a fase do ciclo em que a cadela se encontrava. A
titulacdo tende a variar durante a vida do animal e, apesar de ndo haver correlagao direta
com a fase do ciclo, sabe-se que, durante o diestro, algumas fémeas tendem a apresentar
titulos de anticorpos mais baixos (Ronsse et al., 2005).

Outra limitagdo do presente estudo consistiu no facto de ndo terem sido
realizadas zaragatoas nasais, oculares e orofaringeas. Este estudo debrugou-se na
excrecdo genital de modo a poder relaciona-la com a fase do ciclo éstrico. No entanto,
existe a possibilidade de os animais que nao apresentaram excre¢do viral genital poderem
estar infetados e terem excrecdo viral nasal ou ocular (Greene, 2012). Apesar de nenhum
dos animais ter manifestado sinais clinicos oculares ou respiratorios, esta € uma hipdtese
que ndo pode ser afastada.

No presente estudo foram obtidas amostras em 30 coletividades, assim como
animais solitérios, de tutores. No entanto, todos os animais eram provenientes da zona
Oeste de Portugal, 0 que é pouco representativo a nivel nacional.

Todos os animais que entraram no estudo eram fémeas; no entanto, tendo em
conta a escassez de estudos relativos a presenca de HVC-1 no sémen canino, seria
interessante, para estudos futuros, a realizacdo de serologias e detecdo molecular deste
agente em amostras de sémen de machos nas coletividades.

Em termos de protocolo de tratamento e gestdo destes animais positivos, sugere-
se a tomada de algumas medidas profilaticas. Primeiro, é fundamental instalar um
protocolo profilatico de modo a evitar a disseminacdo do virus pelos restantes animais da
coletividade. Nesse sentido, € importante a diminuicdo dos fatores de risco acima
mencionados como a densidade de animais da coletividade, o isolamento das gestantes e

dos cachorros, boas préaticas de higiene e diminui¢do de exposicdo a eventos de potencial
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stress. Como ja referido anteriormente, a vacinacéo contrao HVC-1 das cadelas gestantes
consiste numa das medidas mais importantes a nivel profilatico, ndo sé pela protecéo
intrauterina, como pela passagem de imunidade passiva aos cachorros através do colostro
(Rootwelt et al., 2011; Krogenaes et al., 2012).

Tendo em conta que ambas as cadelas ficaram gestantes apos a testagem,
sugerem-se, de seguida, algumas medidas para evitar a transmissdo do virus aos
cachorros.

Segundo Fontbonne (2011), a realizacdo de cesarianas eletivas como medida
preventiva ndo se adequa, uma vez gque apenas evitam a contaminacao através do canal
de parto, mas ndo impedem as restantes vias de transmissao, tais como a via oronasal e
transplacentaria. Em 2016, Sanjay Kapil patenteou uma manga vaginal que impede os
cachorros de contrair HVC-1 por contato com a parede vaginal da mae durante o
nascimento (US20160051663 Al, 2016). Esta poderad ser uma alternativa a cesariana,
evitando, assim, a transmisséo pelo canal de parto.

Caso a mée ndo tenha sido vacinada para HVC-1 durante a gestacdo, como foi o
caso neste estudo, a imunizacdo passiva através do colostro, apesar de importante para a
imunidade dos cachorros, ndo confere protecdo contra este virus (Greene, 2012).

Vaérios estudos sugerem a administracdo intraperitoneal de 1-2 ml de soro
hiperimune aos cachorros (Sykes & Davidson, 2014). Sugere-se, também, a criacdo de
um banco de soro hiperimune a partir de cadelas seropositivas, de modo a poderem tratar-
se cachorros “Orfaos” com suspeita de infe¢do por herpesvirus ou suplementacdo de
cachorros que néo ingiram o colostro de mées seropositivas em quantidade suficiente.

Um estudo realizado por Mila et al. (2014) sugere a suplementacdo oral de
plasma hiperimune, numa dose de 1.5 ml/100g nas primeiras 4 horas de vida dos
cachorros, seguida por uma segunda administracdo da mesma quantidade passadas outras
4 horas.

Caso se suspeite de infecdo nos cachorros, é importante manter a temperatura a
38° C, uma vez que diminui significativamente a replicacédo viral. Para isto, segundo
Green (2012), deverdo manter-se as maternidades com temperaturas acima dos 30° C e
com uma percentagem de humidade compreendida entre o0s 45 e 55%.

Segundo Green (2012), em neonatos em que a infecédo sistémica ainda ndo esteja
totalmente instalada, existem relatos de tratamentos bem-sucedidos com aciclovir
(Greene, 2012).
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Deveré ser colocada ao criador a hipotese de isolar as cadelas com resultados
moleculares positivos para HVC-1. No entanto, considerando o facto de, que apds a
primeira ninhada infetada, as seguintes ndo séo infetadas, pode néo se justificar afastar
estas cadelas da reproducéo. De qualquer das formas, o recurso a inseminacdo artificial é
recomendado.

Para as mées, a terapéutica passa por evitar quebras de imunidade, evitando
eventos causadores de stress. Caso se trate de um animal ansioso, sugere-se a utilizagéo
de coleiras ou sprays com feromonas calmantes, como o Adaptil®, durante o periodo da
fase folicular (Santos et al., 2020). Caso apresentem infe¢Ges bacterianas oportunistas, a
administracdo de um tratamento antimicrobiano adequado ao agente em causa €,
frequentemente, recomendada (Reagan & Sykes, 2020). No entanto, é importante reforcar
que devera ser testado o0 agente em causa, de modo a escolher-se o antibidtico certo e
diminuir o risco de resisténcia antimicrobiana, assegurando um tratamento eficaz da
infecdo. Caso as cadelas apresentem sinais clinicos genitais podera realizar-se um duche
vaginal com aciclovir, que ndo s6 diminui as manifestagdes genitais do virus, como
elimina a sua excrecao e consequente transmissdo (US20160051663 A1, 2016).

Segundo Krogenaes et al. (2014), a principal via de propagacao do virus consiste
na via oronasal e ndo na via venérea, apesar de outros autores considerarem a segunda
epidemiologicamente mais relevante (Babaei et al., 2010). Assim, uma vez que a
transmissdo oronasal em coletividades apresenta um papel importante na manutencédo da
presenca do agente entre os varios animais, para além das medidas ja referidas,
recomenda-se também a testagem da restante coletividade.

A realizacdo deste trabalho foi impulsionada pela escassez de estudos sobre este
agente. Na literatura, sdo poucos os estudos sobre a infertilidade na cadela e os agentes
por ela responsaveis. Na realidade da pratica clinica, quando existem queixas de
problemas reprodutivos, o facto de existir, ainda, um desconhecimento sobre este tema,
leva a que sejam administradas terapéuticas abrangentes, como € o caso da antibioterapia,
mesmo quando se desconhece o agente responsavel por estes problemas. Tendo em conta
0 conhecimento atual sobre os riscos das terapéuticas antimicrobianas, nomeadamente as
resisténcias, torna-se urgente o estudo mais aprofundado destes agentes.

Poucos estudos se debrugcaram sobre a associacdo entre a fase do ciclo estrico e
a infecdo por HVC-1. Em 2018, num estudo realizado na regido de Lisboa e Vale do Tejo

e Distrito de Coimbra ndo foi encontrada qualquer associagdo entre estas duas variaveis.
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No entanto, os autores so estudaram animais em duas fases do ciclo: estro e anestro (Dias,
2018, p.31). O presente trabalho tentou preencher essa lacuna.

Que seja do conhecimento da autora, o presente trabalho faz a primeira descri¢éo
da detecdo de DNA de HVC-1, por PCR em tempo real, em Portugal. Estes resultados
sugerem que, ou 0 agente se encontra subdiagnosticado, ou poderemos estar perante um
aumento da sua prevaléncia nos Gltimos anos em Portugal, o que reveste de importancia

a realizacdo de mais estudos sobre este tema.
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5. Conclusao

Com o presente estudo pretendeu-se avaliar, por PCR em tempo real, a presenca
de herpesvirus canino tipo 1 em cadelas, em diferentes fases do ciclo éstrico. O DNA do
virus foi detetado em dois animais, correspondendo a uma frequéncia relativa de infecéo
de 3,3%. Ambas as cadelas positivas se encontravam na fase de estro (fase folicular). Este
resultado, apesar de ndo ser estatisticamente significativo, sugere que esta fase possa ser
um periodo de maior stress e suscetibilidade para os animais, conducente a reativacao do
HVC-1, o que vai de encontro ao descrito por alguns autores.

Nos animais positivos ao HVC-1, foram identificadas algumas caracteristicas
epidemioldgicas e de maneio (idade, pertenca a uma coletividade, densidade populacional
do canil e auséncia de vacinacao contra 0 HVC-1) que podem favorecer a transmissao do
virus.

Os resultados aqui apresentados alertam para a necessidade de se realizarem
mais estudos sobre este e outros agentes responsaveis por problemas de fertilidade, assim
como a necessidade de se identificarem fatores predisponentes a infecéo.

Sugere-se, para o futuro, alargar o estudo a uma amostra mais representativa da
realidade portuguesa, incluindo animais de varias coletividades de Norte a Sul do Pais.
Além disso, seria muito interessante realizar, em paralelo, a dete¢do do agente por PCR
em tempo real e a serologia, para avaliar a exposicao prévia dos animais ao HVC-1 e
comparar os resultados obtidos pelas duas técnicas, nas varias fases do ciclo éstrico das
cadelas. Sugere-se ainda, a realizacdo, ndo sO de zaragatoas vaginais, mas também de
zaragatoas oculares, nasais e orofaringeas e a testagem dos machos das coletividades, de
modo a estudar ndo so a eficacia da transmissdo oronasal como a transmissdo venérea

através do sémen.
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7. Apéndices

Apéndice A — Ficha de registo individual preenchida pelos tutores

Ficha de reqgisto individual

Data da consulta:

Nome do animal: Numero de identificacdo:

Data de nascimento:

Nome proprietario:

Motivo consulta:

Cio___ Anestro __ Controlo de Gestagéo Pds-inseminacdo_

Pseudogestacéo Esterilizada Pds-cesariana Internamento

Condicéo corporal (1-9):

NUmero de partos precedentes:

Datas dos partos: ; ; ;

Episodios de distocia? Sim Nao
N° partos naturais:

NC° cesarianas: Eletiva Urgéncia

Tem a vacina do herpesvirus? Sim Né&o

Nas gestacdes que teve, o tipo de inseminacao foi:

Monta natural Inseminacdo artificial

Tem histéria de infertilidade? Sim Nao

Se SIM qual o motivo?
Ficou vazia? Sim Nao
Teve abortos? Sim Nao

Teve nados-mortos? Sim Nao
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Teve reabsorcbes? Sim Nao

Houve mortalidade neonatal (até 21d)? Sim Nado
Outro:
Jé teve patologias genitais? (incluindo mastites e 1TU) Sim Nao
Quais:
Tem alguma doenca sistémica? Sim_ Nédo
Quais:

Tratamentos anteriores (nos ultimos 3m)

Alguma vez tomou a pilula anticoncepcional? Sim Néo
Frequéncia interéstrica <5m 5-7m >7m
E criador? Sim N&o

Caso seja criador:
Realiza regularmente despiste para agentes infeciosos na cadela?
Sim Né&o

Se SIM, quais 0s agentes que testa?

O macho com quem cruzou realiza regularmente despiste para agentes infeciosos?
Sim Né&o N&o sei

Se SIM, quais 0s agentes que testa?

Para 0 Médico Veterinario/estagiario preencher no momento da citologia vaginal:
Aspeto macroscopico da vulva:

Normal Edemaciada Hiperémica

Presenca de corrimento? Sim Néo
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Se SIM qual a cor?

Amarelado Esbranquicado Avermelhado
Realizou-se medicédo da progesterona? Sim__ Nédo
Resultado:

Fase do ciclo em que se encontra (preencher apds coloragédo da citologia)
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Apéndice B — Poster apresentado no congresso do CIISA, nos dias 11 e 12 de
Novembro de 2022.
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MOLECULAR DETECTION OF CANINE HERPESVIRUS IN THE REPRODUCTIVE TRACT OF THE BITCH IN DIFFERENT
STAGES OF THE ESTROUS CYCLE
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Introduction

= Canine herpeavinus type | (CHV-1) is widely spread among dogs, with a world distrisution ranging from 8% and 100%, mainly Tound in breeding kennels [3.4].
= In adult animals, infection ranges from asymplomatic to mild liness with genital, respiratony and ocular clnical signs [Z].

« CHV-1 infection is considered to be a major cause of infertlity, reproductive disorders and neonatal martably [2]. In a karge part of the adull canine population,
infisction remaing laberl and can b reastivabed during siresshul events [1,2,3],

= The correlalion between shedding of the vinis and the estrous cycle phase is sl unknown.

Aims of the study

1) Molecular detection of CHV-1, by real-Gme PCR, in the difleren phases of the esirous cycle,
2} Cormelation of CHVY-1 incidence with the reproductive history of bilches and risk factors,
3) Cormelation of CHV-1 incidence with the folliculas phase.

Material and Methods Results
° SEFTEMBER 2021 = Real-lime PCR for CH-1 DNA was positive for 2 of the 60 samples (3,3%).
APRIL 2022

» Bequences obtained by Sanger ssquencing: BLAST analysis revealed a
Eellection of sarples ot the Angurs Aldntice Veteringy Reproduction Center 08, 00% percentage of ientity with vasious CHY-1 eifains.

5 Irom 80 Bitehes, fed 1o the . = Posifive samples were bolh from adull anémals in esirus, belonging lo two

cansultation at Anscura Aldntice Veteinary Reprodustion Centre. different breeding kennels.

Proceduses fof each aniral: « O of the bilches had hstony of infertiity.

+ Delerminalion of the eslrous cycle phase [by vaginal clology, progesterons
measuremenl and Macioscopie evaluation of the vibda);

+ Vaginal swab for real-lime PCR,; ﬁ @ &.
] 2

+ A for fibed By the owners abaut e Bilehes' haalth and reproduetive histan: ALL
Bhches afler Positive posive
APRIL 30233 [pubsity Aannphis for Samples
JULY 20232 Tislad CH-1 witvdi i
Efiches in e
Real-time PCR at FMy-ULusafons laboratory esTus phase
Amplification of the B-  DMA quantification and  Purification, sequancing . J-||{..!!II.-,-'. IJI|I|-||IIIJII!||! i llllllllln!n{n .
actin gene by real-tive PCR for CHV-1  and BLAST analysis of o ' o -
conventional PCR, in detectian positive samples, b
':"dEL::_“ c:”fl':l"" DNAM canfirm the identity of
Infegrity and anssnce x .
PCR inhibitors H e o o
Discussion and Conclusion

- Besides the freguency of infeclion being low, the associalion of CHY-1 infeclion in animals with reproductive disorders should be assessed,

- Balh posiive resulls were Trom bilches in the estrous phase, comespanding wilh the fellicular phase;

« The folicular phase seems bo be associaled with virs reactivation, which may impair ullesiar Tentility,

- Risk faclors such as age. kennel dimensions and lack of vaceination against CHV-1 during pregrancy may be associsled with a higher incidence of infection;
« Fusiher sludies are needed to understand CHY-1 re-activabion thieugheul he estrous eyele.
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