INFECCAO POR MORBILLIVIRUS CANINO EM ONCA PARDA (Puma concolor)
NO ESTADO DE MATO GROSSO, BRASIL — RELATO DE CASO

Janine Cruvinel de Lima'*
Thais Oliveira Morgado?
Karen Ramos Ribeiro?
Carolina Fontana?
Stéfhano L. Candido®
Valeria Dutra®
Luciano Nakazato®
Marcia H. B. Catroxo*
Daniel Moura de Aguiar®
Jaqueline Camargo Borges®

RESUMO: Infeccdes de felideos ndo-domésticos com virus de carnivoros domésticos sdo relatadas em todo o
mundo. O Morbillivirus canino (CDV) pode determinar diversas alteraces clinicas e patolégicas em cées
domeésticos e animais silvestres. Os felideos selvagens sdo susceptiveis ao CDV e quando infectados podem
desenvolver sinais clinicos neuroldgicos, respiratorios e gastrointestinais. A pressdo da agricultura, indUstria e
urbanizacdo fragmentou o habitat das ongas pardas (Puma concolor) no Brasil tornando-a uma espécie ameagada
de extincdo. Mesmo em ambientes adequados, estes felinos enfrentam uma variedade de ameacas, como a caga
furtiva da propria espécie e de suas presas. Declinios nas populacdes de felinos selvagens causadas por doencas
infecciosas foram relatados e as taxas de morbidade e mortalidade do CDV verificadas nos felideos podem ser
diversas. Baseando-se na auséncia de dados sobre a ocorréncia desta virose em oncas pardas em Mato Grosso, este
trabalho relata infeccdo natural pelo CDV em duas oncas pardas no municipio de Cuiaba diagnosticado por meio
de RT-PCR e microscopia eletrénica. Os animais foram internados e apresentaram sinais clinicos de
broncopneumonia aspirativa, que apos tratamento estabelecido apresentaram melhora e cura clinica.
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CANINE MORBILLIVIRUS INFECTION IN PUMAS (Puma concolor) IN MATO
GROSSO STATE, BRAZIL - CASE REPORT

ABSTRACT: Infections of non-domestic felids with domestic carnivore viruses are reported worldwide. Canine
Morbillivirus (CDV) can determine several clinical and pathological changes in domestic dogs and wild animals.
Wild felids are susceptible to CDV and when infected can develop neurological, respiratory and gastrointestinal
signs. The pressure of agriculture, industry and urbanization has fragmented the habitat of brown jaguars (Puma
concolor) in Brazil making it an endangered species. Even in suitable environments, these cats face a variety of
threats, such as poaching the species and its prey. Declines in wild feline populations caused by infectious diseases
have been reported and the CDV morbidity and mortality rates seen in felids can vary. Based on the absence of
data on the occurrence of this virus in brown jaguars in Mato Grosso, this study reports a natural infection by CDV
in two brown jaguars in the municipality of Cuiaba diagnosed using RT-PCR and electron microscopy. The
animals were hospitalized and showed clinical signs of aspiration bronchopneumonia, which after established
treatment showed improvement and clinical cure.

Keywords: CDV; Wild felids; RT-PCR, Electron microscopy.
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INTRODUCAO

A familia Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae, € composta por virus
envelopados cujo genoma é constituido de RNA fita simples com polaridade negativa (KING
et al.,, 2011). Os paramixovirus sdo patdégenos cosmopolitas, com potencial zoondtico, e ja
foram identificados em diversas espécies domésticas e silvestres, incluindo aves (galinhas e
perus), animais aquaticos (salmdes, baleias, focas e golfinhos), roedores, carnivoros, felinos
domésticos e selvagens, ovinos, répteis (cobras e lagartos), equinos, bovinos, suinos, macacos
e humanos (DREXLER, 2012; NAMBULLI et al., 2016; TONG et al., 2008).

Os paramixovirus podem determinar diversas alteracBes clinicas e patolégicas em
carnivoros e, até mesmo, em animais ndo-carnivoros silvestres. Contudo, as taxas de morbidade
e mortalidade verificadas nestas outras espécies animais podem ser diversas (DEEM et al.,
2000; FROLICH et al., 2000). Ao redor do mundo, tem-se a descri¢do de ocorréncia de doenca
seguida da infeccdo viral entre os carnivoros silvestres incluidos no género Canis, e animais
pertencentes a outras familias como Procyonidae, Ailuridae, Ursidae, Mustelidae, Viverridae,
Hyaenidae, Felidae e Myrmecophagidae (ROELKE-PARKER et al., 1996; KREUTZER et al.,
2008, LUNARDI et al., 2018; GRANJEIRO et al., 2020).

Na familia Felidae, os registros anteriores demonstram epidemias devastadoras com
reducdo significativa do nimero de animais em determinadas regides, como no Parque Nacional
do Serengeti onde lebes (Panthera leo) vieram a 6bito (ROELKE-PARKER et al., 1996). Desde
esse surto em 1994, os pesquisadores passaram a entender melhor a ocorréncia do Morbillivirus
canino (CDV) em populagdes de felinos e sua interagdo com outros fatores que podem resultar
em mortalidade em larga escala (VIANA et al., 2015). Recentemente, analises filogenéticas e
de haplotipos demonstraram que as cepas envolvidas na epidemia durante a década de 90
estavam mais intimamente relacionadas com cepas virais adaptadas aos animais ndo-
carnivoros, revelando uma maior complexidade da epidemiologia molecular dos paramixovirus
em locais com alta diversidade de animais silvestres (NIKOLIN et al., 2017).

O CDV, uma vez que esta afetando uma grande variedade de espécies de carnivoros,
tornou-se uma preocupacao global na América do Norte entre 1991 e 1992 quando surtos foram
relatados em grandes felinos, como em oncas-pintadas (Panthera onca) em cativeiro, além de
outras espécies em um zooldgico como tigres (Panthera tigris), ledes (P. leo) e leopardos
(Panthera pardus), os quais apresentaram uma alta mortalidade (APPEL et al. 1994,
CLEAVELAND et al. 2003). Felideos infectados com CDV podem desenvolver sinais clinicos
neuroldgicos, respiratorios e gastrointestinais, embora em 60% dos casos relatados apenas
sinais neuroldgicos foram evidenciados, incluindo convulsdo, encefalomielite, fraqueza e
incoordenacdo. Apenas sinais gastrointestinais e respiratorios leves foram observados em
oncas-pardas (P. concolor), enquanto outras espécies felinas, como lince-pardo (Lynx rufus),
serval (Leptailurus serval) e gato-maracaja (Leopardus wiedii) foram assintomaticos ao CDV
(APPEL et al. 1994).

Até o momento, existem raros relatos de deteccBes soroldgicas do CDV em felinos
selvagens no Brasil e devido aos diversos relatos de surtos pelo mundo, a importancia da
infeccdo viral em membros da familia Felidae tornou-se relevante. Diante disso, 0 objetivo
desse trabalho foi relatar dois casos de infec¢do natural por CDV em ongas-pardas no Estado
de Mato Grosso, Brasil, diagnosticados por meio de RT-PCR e microscopia eletronica. Ambas
apresentavam sintomatologia clinica com quadro respiratorio de broncopneumonia e
permaneceram internadas durante 64 dias. Os animais tiveram tratamento estabelecido com
antibacterianos, antieméticos, protetores gastricos, probioticos, polivitaminicos e
imunomoduladores e obtiveram melhora no quadro clinico e alta médica.
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MATERIAL E METODOS

Apresentacdo e historia clinica

Dois filhotes de ongas-pardas, fémeas, foram resgatados na margem da Rodovia MT-

040 e encaminhadas pelo Batalhdo de Policia Militar de Protecdo Ambiental do Estado de Mato
Grosso (BPMPA — MT) até o Hospital Veterinario (HOVET) da Universidade Federal de Mato
Grosso (UFMT) para suporte nutricional e avaliagdo médica, ambas foram identificadas para
fins deste relato como OP#1 e OP#2. No Hospital Veterinario, os animais foram submetidos a
avaliacdo clinica especializada e realizado exames hematoldgicos, bioquimicos,
coproparasitoldgico e radiolégicos. Os animais receberam alimentacdo a base de substitutivo
do leite (Pet Milk - Vetnil®) diluido em leite zero lactose, 25 dias a dieta foi complementada
com carne.
O animal OP#2 iniciou quadro clinico respiratorio sugestivo de broncopneumonia aspirativa
apos trés dias de internacao, e alteragdes como hipoproteinemia e hipoalbuminemia no primeiro
exame, enquanto OP#1 apresentou alteracGes respiratorias semelhantes somente apos 12 dias
de internacdo e alteracbes como anemia, leucopenia, trombocitopenia, hipoproteinemia e
hipoalbuminemia, e presenca de corpusculos de Lentz. Diante destes quadros clinicos, foi
realizado teste rapido imunocromatografico para deteccdo de antigeno viral de CDV, bem
como, RT-PCR de urina, sangue e fezes de ambos animais.

Inicialmente foi instituido tratamento antimicrobiano com amoxicilina com clavulanato
de potassio 20mg/kg, BID, antiemético com ondansetrona 2mg/kg, BID, cloridrato de ranitidina
1mg/kg, BID, simeticona 1mg/kg BID, vitamina C xx mg, probidticos e nebulizacdo com
solucéo fisiologica duas vezes ao dia.

Apos 14 dias, houve substituicdo de antimicrobiano para cloridrato de doxiciclina
suspensdo 5mg/kg BID, inclusdo de polivitaminicos (Metacell — Ouro Fino® e Promun Cat -
Organnact®), Omega 3, expectorante (Mucomocil Xarope — Vetnil®), imunomoduladores
timomodulina 0,2mL/kg e Interferon Omega 30Ul/animal, SID, levamisol 0,5mg/kg por trés
dias sequido de Filgastrim 501g/kg (OP#2). Instituiu-se também tratamento oftalmico com
colirio com carboximetilcelulose (Novartis®) e (Febendazol, praziquantel Vetmax Plus®).

Tabela 1. Antimicrobianos prescritos durante terapia hospitalar em oncas-pardas acometidas pelo
Morbillivirus canino.

Antimicrobiano Inicio (dpi) Dose Frequéncia Duracao
Amoxicilina + Clavulanato 21/09/2019 20 mg/kg BID 11 dias
Doxiciclina 02/10/2019 5 mg/kg BID 14 dias
Ceftriaxona 15/10/2019 30 mg/kg BID 9 dias
Amicacina 25/10/2019 10 mg/kg SID 11 dias
Evolucéo

No decorrer do tratamento, 0s animais apresentaram piora nos sinais clinicos
respiratorios entdo foi necessario o acesso vascular e administracdo intravenosa de Ringer
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Lactato 50ml/kg/dia e novos farmacos. Foi alterado o antibidtico para a Ceftriaxona 30mg/kg
além de dipirona 25mg/kg, acetilcisteina 25mg/kg, &cido gamaminobutirico (Gaballon®),
vitaminas do complexo B e C e Revimax 50mg (Agener®). Depois de 10 dias do ultimo
tratamento estabelecido, os animais apresentaram melhora clinica e também no exame
radiografico, porém foi realizado antibiograma de orofaringe e detectado resisténcia bacteriana
ao antibidtico em uso e devido a isso, 0 antibiético foi alterado para Amicacina 10mg/kg durante
10 dias, e além disso, foi iniciado tratamento com anti-inflamatorios esteroidais (Prednisolona
0,5mg/kg) por 30 dias. Apos a evolucdo clinica dos animais, foi removido 0 acesso venoso e
suspendido o uso de antibidticos e anti-inflamatorios esteroidais, dando continuidade no
tratamento por via oral com polivitaminicos. Por fim, apds 64 dias de internagdo e tratamento
clinico, os animais tiveram alta médica com melhora significativa dos sinais clinicos além de
RT-PCR negativa para CDV na amostra de sangue total, fezes e urina da OP#2 e sangue total
da OP#1, porém os dois animais foram considerados inaptos para soltura e proximidade de
contactantes de vida livre pois necessitam de acompanhamento para avaliagdo quanto a
excrecao viral do CDV. Depois de 20 dias de alta médica, os animais retornaram ao HOVET
onde foram realizados exames hematoldgicos, bioquimicos e RT-PCR de sangue total e urina,
sendo positivos na amostra de sangue total da OP#1 e negativo para as duas amostras da OP#2.

Extracéo de acidos nucleicos e RT-PCR

A extracdo do RNA viral do CDV a partir de amostras de sangue, urina e fezes foi
realizada por meio do kit ReliaPrep™ RNA Cell Miniprep System (Promega), conforme as
instrucdes do fabricante. Para amplificar um fragmento parcial do gene N do CDV, a técnica
de transcricdo reversa seguida pela PCR (RT-PCR) foi empregada utilizando primers que
amplificam um fragmento de 287 pb (FRISK et al., 1999) utilizando o Master Mix Access
Quick™ RT-PCR System (Promega). Uma vacina comercial e uma agua ultrapura foram
utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente. Aliquotas dos produtos
amplificados por PCR foram separadas por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com
Gel Red (Biotium) e avaliado sob a luz UV no equipamento Bio-Rad ChemiDoc XRS utilizando
o software Image Lab™ 4.1.

Microscopia eletrénica de transmissao

Para a identificacdo das particulas virais pela microscopia eletrénica de transmissao foi
utilizada a técnica da coloracéo negativa (BRENNER e HORNE,1959; MARTINS et al., 2013;
HAYAT e MILLER, 1990). O sobrenadante das amostras de fezes foi diluido em tampéo
fosfato 0,1 M, pH 7,0, e a suspensao foi realizada em grids metalicos de cobre com uma pelicula
de suporte de carbono em 0,5% de colddio de ambnio acetato. Em seguida, as redes foram
drenadas com papel de filtro e marcadas negativamente a 2% de molibdato de amdnia, pH 5,0.
O grid foi observado num microscopio eletrénico EM 208 da Philips a 80 kV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo clinica preliminar das oncas foram detectados achados como
ceratoconjuntivite seca, distensdo abdominal, pelos opacos, mucosas hipocoradas e presenca de
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ectoparasitas (pulgas). Foi realizado teste imunocromatogréfico para deteccdo de antigeno viral
o0 qual foi negativo para os dois animais.

Os primeiros resultados laboratoriais das ongas indicaram anemia, leve leucopenia,
trombocitopenia, hipoproteinemia e hipoalbuminemia. Além disso, no exame hematolégico da
OP#1 foi revelada a presenca de corpusculos de inclusdo de Lentz em neutrdfilos, linfocitos e
monacitos, (Figura 1) e além disso, este mesmo animal também foi identificado no exame
coproparasitoldgico a presenca de Toxocara sp. A OP#2, ap0s 3 dias de internagdo, comegou a
apresentar estertor na auscultacdo pulmonar e fezes pastosas, e devido a isto, foi realizada uma
radiografia de tdrax sugestiva de broncopneumonia aspirativa. Nos exames hematoldgicos
apresentou uma leve anemia, e uma pequena leucocitose. Enquanto a OP#1, ap6s 10 dias de
internacdo comegou a apresentar secrecdo nasal, apatia, hiporexia e entdo foi realizada uma
radiografia de térax que sugeriu discreta pneumonia ou broncopneumonia inicial.

O fragmento parcial do gene N do CDV foi amplificado com sucesso pelo ensaio de
RT-PCR a partir das amostras de sangue e fezes das duas oncas no inicio do periodo de
internacéo, resultando em produtos do tamanho esperado, em contrapartida foram negativos na
urina. Todos os controles negativos incluidos nas reacdes ndo foram amplificados.
Surpreendentemente, as duas ongas apresentaram RT-PCR negativa quando receberam alta
médica apos 64 dias de internacdo, porém no retorno ao HOVET a onga OP#1 foi positiva no
teste de RT-PCR de sangue total.

Exames de microscopia eletrénica de transmisséo das fezes de ambos animais revelaram
a presenca de particulas com morfologia semelhante a Paramyxovirus, envelopadas,
pleomorficas, medindo entre 100 e 300 nm de didmetro (Figura 2).

Neste trabalho, foi evidenciada a melhora dos animais apds o periodo em que estiveram
internados, semelhante ao surto ocorrido nos EUA em 1992 em grandes felinos, os quais
apresentaram sinais clinicos neuroldgicos, respiratorios e gastrointestinais. Estes animais
tiveram tratamento e a maioria deles teve a melhora do quadro clinico, enquanto os que ndo
tiveram melhora desenvolveram sinais neuroldgicos e gastrointestinais e vieram a Obito
(APPEL et al., 1994).

No Brasil, o CDV foi previamente identificado em espécies silvestres de carnivoros,
felinos e roedores, e embora a distribuicdo real do CDV na fauna silvestre seja incerta, a
exploracdo do uso da terra devido a agropecuaria esta se expandindo para a maioria dos habitats
naturais da fauna silvestre aumentando as interacfes interespécies e subsequentemente a
disseminacéo do virus a partir de cdes e outras espécies silvestres (REGO et al., 1997; MEGID
et al., 2013; FURTADO et al., 2016).

Os resultados deste estudo contribuem para o conhecimento sobre a epidemiologia da
infeccdo por CDV em felinos silvestres em Mato Grosso e ressalta a importancia da adogéo
técnicas de diagnostico molecular em espécies silvestres, bem como o encorajamento dos
clinicos veterinarios em adotar tratamentos de suporte, nutricional e antibioticoterapia em
animais silvestres infectados pelo virus para melhora nos sinais clinicos.

Biodiversidade - v.19, n.3, 2020 - pag. 215



Figura 1. Fotomicrografia demonstrando a presenca de‘c-orpl]sculos eosinofilicos de Lentz em leucdcitos
de ongas-pardas (P. concolor) (100x, Pandtico Rapido®).

Figura 2. Fotomicrografia eletrénica de transmisséo de fezes de on¢as-pardas (P. concolor) apresentando
particulas com morfologia semelhante & Paramyxovirus (Barra = 140nm).

CONCLUSOES

Este artigo descreve o primeiro relato de caso de infeccdo por CDV em ongas-pardas
(P. concolor), uma espécie ameagada de extincdo na America do Sul. O presente relato também
reforca a importancia de novos estudos sobre infeccGes por CDV que ocorrem entre espécies
de vida livre, com o objetivo de monitorar espécies selvagens conhecidas por serem hospedeiros
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suscetiveis e, assim, impedir que esta doenca se espalhe e ameace a salde e o bem-estar de
populacbes domésticas e de animais selvagens.
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