2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Doenca

As doencas infecciosas caninas desempenham papel importante na
medicina veterinaria. A CIC e reconhecida ha pelo menos dois séculos,
embora a etiologia viral tenha sido demonstrada primeiramente em 1905
por Carré et al. (Ott, 1966, Krakowka et al., 1985; Appel, 1987).

A CIC é uma doenga contagiosa viral que afeta uma ampla variedade de
carnivoros, incluindo membros da familia Canidae (cdo, coiote, lobo,
chacal, raposa, dingo), Procionidae (quati, guaxinim, panda) e Mustelidae
(furdo, marta). Membros da familia Felidae podem desenvolver uma
infeccao inaparente. Tem ampla distribuicido mundial e se manifesta com
sinais clinicos respiratorios, gastrointestinais e manifestagdes nervosas
resultantes da replicacdo viral nos tecidos epiteliais, linféides e nervosos
(Krakowka et al., 1975; Shell, 1990).

O virus e eliminado nas secregdes e excregdes de animais infectados
podendo ser excretado até 60 a 90 dias apds a infecgao, embora
periodos mais curtos de eliminagao viral sejam mais tipicos. A exposi¢cao
de animais susceptiveis pode ser através do contato direto ou aerossol, e
o periodo de incubagao € geralmente de quatro a 10 dias. A doenca afeta
animais de todas as idades, sendo geralmente mais frequente em
animais nao vacinados, sorologicamente negativos ou que tem niveis de
anticorpos maternos extremamente baixos. O contato com animais
doentes ou subclinicos mantém o virus na populagdo, e o frequente
nascimento de filhotes ajuda a manter uma populagao susceptivel. A taxa
de infeccac € mais alta do que a taxa de doenca clinica, refletindo um
certo grau de imunidade natural, ou induzida por vacina na populagao de
caes (Baker et al., 1959, Rude, 1987; Greene, 1990). Olson et al. (1988)
registraram taxas de soroprevaléncia para a CIC na Suécia de
aproximadamente 30% em cées nao vacinados e 70% em caes adultos
vacinados. A prevaléncia da CIC é maior entre trés e seis meses de
idade, correlacionando com o decréscimo de anticorpos passivos nos
filhotes. A viruléncia da amostra é outro parametro que pode afetar a
severidade, extensao, ou forma de doenca clinica; certas amostras sao
mais neurotropicas que outras, variando na habilidade de causar lesdes
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no SNC. A imunizacao ativa contra CIC constitui o meio mais efetivo de
controle (Baker et al., 1959, Rude, 1987; Greene, 1990).

Em estudo realizado no Hospital Veterinario da UFMG no periodo de
janeirc de 1981 a agosto de 1983, Gouveia et al.(1987 analisaram 3.193
fichas clinicas, das quais 193 apresentaram resultados clinico e/ou
laboratorial positivos para CIC, indicando uma frequéncia de ocorréncia
de 6,1%. Foi encontrada baixa frequéncia da doenga em caes com idade
inferior a dois meses (2,6%) sugerindo participagao da imunidade
passiva natural j& que existia uma vacinagao sistematica dos caes contra
CIC. Na faixa etaria de 2,1 a 12 meses a frequéncia de casos foi de
61,1% coincidindo com a queda dos anticorpos maternos e
consequentemente maior susceptibilidade dos filhotes a CIC. Apos 12
meses de idade, foi observado um decréscimo na frequéncia da doenga
(31,5%), sendo que uma estratificag@o deste Gltimo grupo,
provavelmente demonstraria diminuigao progressiva do aparecimento da
doenca em fungao do aumento da idade. A frequéncia da CIC foi maior
em caes nao vacinados (67,4%) do que aqueles previamente vacinados
com uma ou mais doses de vacinas (22,3%). Este alto percentual de
animais previamente imunizados sugerem falhas de imunizagao
decorrentes de baixos titulos virais, conservagao inadequada das
vacinas, uso de amostras pouco imunogénicas, doengas concorrentes,
parasitoses, hipertermia, estado nutricional e interferéncia dos anticorpos
maternos. Observacoes semelhantes foram feitas por Alves (1996) que
encontrou uma prevaléncia da CIC de 5,25% e com Ribeiro (1988) que
observou uma maior ocorréncia da CIC em regiao gue havia baixos
niveis de vacinagao.

2.2 Etiologia

O virus da CIC pertence ao género Morbilivirus, familia Paramixoviridae.
E um virus relativamente grande (100 a 300 nm de didmetro), com
genoma RNA de fita simples, envelope lipidico pleomorfico de origem da
célula do hospedeiro, circundando o cerne. Por ser um virus envelopado
& sensivel aos solventes lipidicos; agentes como calor e luz ultra violeta
inativam o virus. E estavel a liofilizagao (Krakowka et al., 1985; Appel,
1987 ; Greene & Appel, 1990; Shell, 1990).

Em simpdsio sobre imunizagdo para CIC, Ott (1966) em retrospectiva
com relagcdo as origens das amostras vacinais, referenciou que Greene
(1939) descobriu que inoculando sucessivamente o virus da CIC em
furdes aumentava a viruléncia para estes e aparentemente reduzia a
viruléncia para caes. Este trabalho deixou sua contribuicao sobre o que
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viria a ser a vacina viva ou atenuada para a protegao contra a CIC. Haig
(1948) adicionalmente adaptou o virus da CIC previamente adaptado em
furdo, em membrana corioalantdéide de ovo embrionado de galinha
produzindo a linhagem “Onderstepoort” utilizada como amostra vacinal.
Cabasso & Cox (1949) confirmaram os resultados de Haig (1948),
adaptando com sucesso o virus de campo da CIC em ovo e introduzindo
a linhagem Lederle. Belcher (1951) produziu outra adaptacao conhecida
como a linhagem Wisconsin FXNO. Dedie & Kloptke (1951) foram os
primeiros a cultivar o virus em cultura de tecido. Rockborn (1958)
adaptou o virus em cultura de ceélulas de rim de cdo. Qutros
pesguisadores, usando técnicas de culturas de celulas obtiveram igual
sucesso na propagagao do virus. O virus adaptado em ovo foi adaptado
em cultura de celula de embrido de galinha por Cabasso et al. (1960), e
adaptado em células de rim de cao.

O virus da CIC adaptado em cultura de célula ou avirulento tem sido
propagado em diferentes sistemas de cultura de tecidos, incluindo
células de aves, mustelideos, cao, humanos, felinos e primatas. O virus
adsorve-se a ceélula alvo em aproximadamente uma hora, produzindo
efeito citopatico (ECP) caracteristico, com a formacao de células
gigantes multinucleadas (sincicios) e lise celular (Krakowka et al., 1985).

2.3 Imunidade

O desenvolvimento do sistema imune fetal segue um padrao comum. O
timo & o primeiro orgao linféide a se desenvolver, seguido pelos érgaos
linféides secundarios. O periodo de gestagdo da cadela dura em média
60 dias, e o timo se diferencia entre o 24° e 33° dia de gestagao. A
liberacdo de células T para os orgaos linfoides secundarios e o
desenvolvimento de resposta imune humoral sdo fendémenos
relativamente tardios no cdoc e ocorrem a partir do tergo final de
gestagao, quando os fetos tornam-se imunocompetentes. Assim, o feto
nao é totalmente indefeso entretanto, possui menor capacidade do que
um adulto para combater a infecgao (Jacoby et al, 1969;Tizard, 1996).

Apds o desenvolvimento em ambiente estéril no utero, os filhotes
neonatos encontram-se em um ambiente antigenicamente hostil,
entretanto, saoc capazes de responder imunologicamente. Qualquer
resposta imune produzida por um neonato € primaria, de aparecimento
mais lento, caracterizada por uma baixos titulos de anticorpos, estando
susceptiveis a microrganismos que representam pouca ameaga a um
animal adulto. O neonato recebe de sua mae uma “assisténcia
imunolégica” que é traduzida como imunidade passiva maternalmente
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transferida. Estes anticorpos sao produzidos ativamente pela cadela e
transferidos para o neonato, promovendo uma imunidade imediata
agueles antigenos experimentados pela mae. Estes anticorpos persistem
na circulagado do filhote até um periodo variavel em que possa responder
ativamente aos estimulos antigénicos de forma adequada. A
transferéncia da imunidade passiva da mae para o filhote desempenha
papel importante na sobrevivéncia do necnato, podendo ocorrer antes do
nascimento por via transplacentaria e depois do nascimento por via
colostral. Embora uma quantidade significante de anticorpos maternos
seja passada atraves da placenta, a maior parte da transferéncia ocorre
através do colostro até aproximadamente um a dois dias apds o
nascimento (Brambell, 1970; Greene, 1990; McDonald, 1992; Tizard,
1996). Em estudo com uma cadela previamente imunizada com vacina
viva (amostra “Onderstepoort”) aos setenta dias de idade e
hiperimunizada com a mesma vacina antes do acasalamento, observou-
se que os filhotes adquiriram passivamente anticorpos neutralizantes
contra a CIC pela transmissao transplacentaria, entretanto, uma maior
quantidade foi adquirida atraves do colostro (Ott et al., 1957).

Em neonatos o nivel de atividade proteolitica no trato digestivo € menor,
sendo adicionalmente reduzido pelos inibidores de tripsina presentes no
colostro. As imunoglobulinas do colostrc sao absorvidas intactas por
pinocitose através das células do intestino alcangando a circulagao
sanguinea. O periodo em que o intestino estda permeavel as
imunoglobulinas € variavel de espécie para espécie, sendo maior logo
apos o nascimento e declinando em fungao do tempo. A presenca da
mae pode estar associada com uma melhor absorgdo de
imunoglobulinas. Foi observado que bezerros alimentados na presencga
da mae absorveram mais imunoglobulinas do que aqueles alimentados
sem a presenca dela (Tizard, 1996). Animais que nao mamam o cclostro
normalmente possuem baixos niveis de imunoglobulinas no soro. O
sucesso da absorgao de imunoglobulinas colostrais imediatamente
supre os filhotes com gquantidades de anticorpos equiparadas aos niveis
séricos encontrados em adultos. Por causa da natureza absortiva, o nivel
sérico maximo das imunoglobulinas normaimente € alcangado entre 12 e
24 horas ap6s o nascimento. Apos cessar a absorgdo, estes anticorpos
passivamente adquiridos, imediatamente comegam a declinar através do
processo catabdlico normal. O tempo necessdrio para que as
imunoglobulinas decresgam a niveis nao protetores € dependente de sua
concentragao inicial (McDonald, 1992; Tizard, 1996).

A imunidade contra a CIC em caes tem sido alvo de interesse desde que
a doenca foi reconhecida. Gillespie et al. (1958) em estudo inicial com 10
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cadelas demonstraram que a transferéncia de anticorpos maternos in
utero ccorreu para 31 filhotes e que havia relagdo entre o titulo de
anticorpos da mae e a quantidade de anticorpos transferidos. A
quantidade de anticorpos transferidos foi relativamente baixa.

Estudando a duragao da imunidade passiva via uUtero para CIC, estes
mesmos pesquisadores testaram dois grupos de filhotes que nao
receberam colostro oriundo de maes imunes. O grupo 1 era composto
de seis filhotes, os quais foram desafiados com o virus virulento com
sete dias de idade. Dois desenvolveram titulos e quatro ndo, e nenhum
filhote morreu. Quando reinoculados com 84 dias de idade, um morreu e
os outros cinco desenvolveram titulos sorologicos guando testados 28
dias apds. O grupo 2 era composto de cinco filhotes que foram
desafiados com 14 dias de idade. Destes, quatro morreram e somente
um desenvolveu titulo quando reinoculado com 84 dias, sugerindo que a
protecao transplacentaria protegeu os filhotes por um periodo de sete
dias de idade mas, nao mais do que 14 dias.

Em outro momento do estudo demonstraram que a prote¢do colostral
tinha um relagdo de proporcionalidade entre o titulo da mae e aquele
alcancado pela sua progénie, como ocorrera na transferéncia in utero. O
nivel sérico de anticorpos da mae persistiu por toda lactagao, a
concentragao de imunoglobulinas colostrais rapidamente desapareceu,
enquanto que o titulo do filhote gradualmente diminuiu em fungao do
tempo. Filhotes que receberam titulos altos mostraram uma persisténcia
deste titulo muito mais prolongada do que os filhotes com titulos baixos.

Quando cinco filhotes de sete dias de idade foram aleitados em maes
cujo colostro nac continha anticorpos contra CIC, estes filhotes também
nao apresentaram anticorpos e todos morreram quando desafiados.

Filhotes com 21, 28 e 35 dias de idade com titulos soroldgicos contra CIC
relativamente altos, mostraram-se imunes ao desafio e nao
demonstraram aumento no nivel de anticorpos. Quando desafiados,
filnotes com titulos muito baixos morreram ou desenvolveram anticorpos
neutralizantes. Filhotes com 42 dias de idade ou mais com baixos niveis
de anticorpos oriundos de maes nao imunes, quando inoculados,
mostraram sinais da doenga e morreram, ou, desenvolveram anticorpos
neutralizantes, ou ambos. Com isto tornou-se obvio que o colostro de
maes imunes protege os filhotes contra ¢ virus virulento se niveis
suficientes de anticorpos sao transferidos, e que estes interferem com o
dasenvolvimento da imunidade ativa (Gillespie et al., 1958).
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Winters (1981) coletou soro de 14 fetos e apds o nascimento até 45 dias
e comparou-os com o titulo de anticorpos de suas maes no leite e soro.
Niveis de anticorpos neutralizantes para as trés viroses estudadas
(Raiva/RV, Hepatite infecciosa canina/HIC e CIC) foram detectados no
soro de 10 fetos. Apés o nascimento, o nivel de anticorpos para as trés
viroses no leite da mae diminuiu rapidamente, enquanto que nos
neonatos este nivel diminuiu gradativamente. Os resultados mostraram
que anticorpos maternos contra RV, CIC e HIC sao transferidos da mae
para seus filhotes in utero e através do colostro. O soro dos neonatos e
leite das maes 48 horas apos o nascimento apresentou altos titulos de
anticorpos para RV, HIC e CIC, sugerindo desta forma que uma maior
transferéncia de anticorpos maternos ocorreu atraves da ingestdo de
colostro pelo neonato. Com o passar do tempo apés o nascimento,
ocorre decréscimo no titulo de anticorpos no soro dos filhotes e no leite
das maes. O titulo de anticorpos no soro das maes, com pequenas
variagoes, manteve-se constante desde o dia do parto até 45 dias apos.
Em cada ninhada de fetos haviam alguns com niveis séricos de
anticorpos variando entre si de 10 a 300 vezes, sugerindo que mesmo in
utero existem diferengas marcantes na quantidade de anticorpos
transferidos por via transplacentaria. Diferencas nos niveis de anticorpos
maternos entre as ninhadas, possivelmente refletem diferencas de
cuidado com os filhotes e, talvez, diferengas nos niveis de anticorpos
maternos transferidos in utero.

Sob circunstancias normais, a protecao contra infecgao durante as
primeiras semanas de vida € fornecida pela transferéncia passiva de
imunoglobulinas e de material celular oriundo da mae. Peguena
guantidade (2 a 18 %) de anticorpos pode ser passada por
viaatransplacentaria. Subsequentemente, as imunoglobulinas absorvidas
do colostro dao ao neonato titulo semelhante ao da mae, e a gquantidade
varia de acordo com a doenga considerada. O titulo do neonato é
proporcional ao titulo de sua mae e da quantidade absorvida antes da
diminuicao de permeabilidade intestinal, bem como da peguena
guantidade adquirida atraves da placenta. Na CIC é observado que o
titulo do filhote corresponde a 3 e 77% do titulo da mae antes e apos
mamar o colostro respectivamente. A porcentagem do titulo do filhote em
relagao ao titulo de anticorpos transferidos via utero e colostro é de 4 e
96% respectivamente (Gillespie et al., 1958; Gillespie, 1966; Krakowka et
al., 1975; Krakowka et al., 1978; Greene, 1990; McDonald, 1992).

O declinio dos anticorpos maternos no neonato e similar aguele das
imunoglobulinas recebidas passivamente, sendo que em cada doenca o
declinio baseia-se na meia-vida dos anticorpos. A meia-vida dos
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anticorpos para a CIC e de 8,4 dias, ou seja, a cada 8,4 dias o nivel
serico de anticorpos no filhote decresce em torno de 50%. Esta queda
reflete um catabolismo protéico normal. Desta maneira, ocorrera uma
variagdo intra e inter-ninhadas (Gillespie et al., 1958; Gillespie, 1966;
Povey, 1986; Greene, 1990; McDonald, 1992).

De uma maneira geral, titulos de anticorpos neutralizantes (AN) maiores
ou iguais a 100 (2,0 log) sdo correlacionados com protecao completa
contra o virus virulento. Abaixo deste nivel uma queda na resisténcia ou
uma alta dose de virus virulento pedera levar a doenga (Gillespie et al.,
1958; Gillespie, 1966; Povey, 1986).

Titulos de anticorpos maternos neutralizantes maiores ou iguais a 20 (1,3
log) sa@o considerados geralmente protetores contra CIC. Estes niveis de
anticorpos provavelmente neutralizam o virus vacinal e blogueiam a
resposta a vacinagao. Tem sido demonstrado que 50% dos filhotes até
42 dias de idade ja perderam a protecdo materna. Com 84 dias de idade
9Q% dos filnotes sao capazes de responder a vacinagao contra CIC. Os
filhotes que nao receberam colostro ou gue séo filhos de cadelas com
baixos titulos séricos ou soronegativas para CIC, claramente serao
susceptiveis antes de 42 dias de idade. Entretanto, a vacinagdo antes de
21 dias nao resultara em uma boa resposta humoral e celular nos caes,
uma vez que o sistema imune nao estara completamente desenvolvido
ate esta idade.

Gillespie et al. (1958) observaram que filhotes de sete dias de vida ou
mais velhos quando desafiados com virus virulento, morreram ou
desenvolveram imunidade se seus niveis séricos de anticorpos estavam
menores que 20 (1,3 log). Enquanto que estavam imunes se seus titulos
eram maiores ou iguais a 30 (1,5 log). Os autores nao definiram,
entretanto, qual era o estado imune daqueles animais que se
encontravam entre os titulos de 21 e 30.

A guantidade de anticorpos maternos transferidos para o filhote é
diretamente proporcional ao titulo da mae. Estes anticorpos transferidos
maternaimente proporcionam um periodo de imunidade temporaria que
varia de poucos dias a meses. Existe um periodo de tempo em que o
titulo declinante do filhote é inadequade para impedir uma infecgéo
natural mas ainda interfere com uma imunizagao ativa, sendo esta fase
denominada periodo critico.

Um programa de vacinacao projetado para proteger filhotes contra a CIC
deve comegar quando os anticorpos transferidos passivamente declinem
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a um nivel que torna os filhotes capazes de responder imunologicamente
frente a exposicao ao virus vacinal. Na maioria dos filhotes, a
concentracao dos anticorpos maternos € suficientemente reduzida com
42 a 56 dias de idade, tornando os animais susceptiveis a infecgéo e
permitindo que eles respondam a vacinagao. Em alguns filhotes, os
niveis de anticorpos maternos ainda sao protetores aos 98 dias de idade
interferindo com a imunizagao contra a CIC. Infelizmente a protecéo
colostral pode desaparecer antes dos filhotes serem vacinados e
conseguentemente, alguns filhotes estarao susceptiveis ao nascimento
enguanto outros estarao protegidos e nac poderao ser vacinados até que
alcancem 84 dias de idade. Varias pesquisas indicam que um grande
numero de filhotes a cada ano estao expostos durante a fase critica
(Baker et al.,1959; Shell, 1990; McDonald, 1992).

Scott et al.(1970) em estudo com gatas imunes contra panleucopenia e
suas crias, observaram que os titulos soroneutralizantes na maioria das
maes diminuiram ligeiramente no parto retornando aos valores do pré-
parto e permanecendo razoavelmente constantes pelo periodo restante
de observagao. Amostras obtidas dos filhotes 30 minutos apds mamar
continham lipides colostrais, 24 horas apés a mamada foi observado
aumento nos titulos neutralizantes aproximando-se aos titulos de suas
maes. Os titulos de anticorpos neutralizantes dos filhotes decresceram
sete dias apds o parto e continuaram diminuindo a uma taxa uniforme,
desaparecendo totalmente entre 70 a 112 dias de idade.

Anticorpos maternos recebidos via Utero e colostro pelos filhotes,
interfferem com uma imunizagdo adequada por um periodo de tempo
apés o nascimento e desmama, como ja comentado anteriormente.
Filhotes com anticorpos séricos detectaveis contra CIC, com poucas
excecoes, resistem a imunizagao ativa e nao soroconvertem apds a
vacinagao. Para determinar o momento certo de vacinagdo, um
normograma foi desenvolvido por Baker et al. (1959) para determinar a
idade mais precoce com gue os filhotes estariam susceptiveis ao virus da
CIC respondendo a uma vacinagao, baseado no titulo da mae. Os
autores observaram ser imprescindivel o conhecimento da variabilidade
dentro da ninhada. Nem todos os filhotes de uma mesma ninhada
perdem seus anticorpos maternos exatamente no mesmo momento. A
variabilidade dentro da ninhada € decorrente da quantidade de colostro
ingerida. Assim, o nivel de anticorpos maternos € variavel entre os
filhotes dentro da mesma ninhada e o normograma, embora Gtil para
predizer a idade aproximada de vacinagcao, nao inclui vacinagdes
repetidas das ninhadas por seguranga.
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A guantidade de anticorpos transferidos & inversamente proporcional ao
tamanho da ninhada. Estes valores sao tao variados entre animais
individuaimente que predigbes quantitativas nao podem ser feitas
simplesmente atraves da medida direta das imunoglobulinas da mae ou
dos filhotes. Os veterinarios podem adotar algumas estratégias na
tentativa de evitar a neutralizagao dos antigenos de origem vacinal pelos
anticorpos maternos antes da exposigao ao virus virulento: o uso de
doses multiplas de vacinas aplicadas com 14 a 28 dias de intervalo,
vacinas com determinantes antigénicos similares como a do sarampo, ou
0 usoc de vacinas com alta dose antigénica. Frequentemente as vacinas
podem acelerar a deplecas dos anticorpos maternos presentes na
circulacao do neonato (Baker = al.,1959; Krakowka et al., 1985; Lewi: et
al., 1988b; Greene & Appel, 1990; McDonald, 1992).

Baker et al. (1959) concluiram ser indispensavel conhecer exatamente o
titulo de anticorpos maternos com o qual o filhote deveria estar antes que
a protegcao materna fosse totalmente perdida e este respondesse
eficientemente a uma vacinagdo. A variabilidade dentro de uma ninhada
baseada no titulo soroldgico foi constante ao longo do tempo, e o desvio
padrao foi estimado em 0,2245 iog. Um nivel critico de anticorpos que
separa animais protegidos de nao protegidos nao foi encontrado pelos
testes de imunidade, ao contrario, uma faixa critica de titulos foi
encontrada, provavelmente devido a erros experimentais. Filhotes com o
mesmo titulo de anticorpos variaram na resposta a inoculagdo com o
virus da CIC, alguns demonstrando imunidade e outros susceptibilidade.
Titulos menores ou iguais a 20 (1,3 log) produziram resposta imune,
enquanto que um titulo de 80 (1,9 log) era susceptivel. Os dados
acumulados indicaram que com um titulo de 20 (1,3 log),
aproximadamente 96% dos filhotes mostraram-se susceptiveis. Com
base neste ensaio, ficou determinado que o momento para se vacinar
uma ninhada deveria ser a idade mais precoce na qual todos os filhotes
da ninhada estivessem com titulos abaixo de 20 (1,3 log).

Tem sido estimado que 50% dos filhotes sac susceptiveis ao virus e
respondem a vacinagao com 42 dias de idade; 75% respondem com 63
dias de idade; 95% respondem com 84 dias de idade e 99% respondem
com 105 dias de idade. Tem sido registrada como proposta pratica que
em media os anticorpos maternos estao em niveis minimos com 63 dias
de idade. A alta porcentagem de respostas em caes com mais de 84 dias
de idade pode ser devida em parte a maturagaoe do sistema imune (Rude,
1987).
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Fatores endogenos e exogenos podem influenciar nas falhas vacinais e
incluem: influéncias maternas e hereditarias, estresse, idade, deficiéncias
nutricionais, exposicao a infecgbes concorrentes, administragdo de
drogas, imunodeficiéncias primarias. A completa maturidade do filhote
nao € alcancada até a terceira semana de vida (aproximadamente 21
dias de idade). A hipotermia relativa dos neonatos pode afetar a resposta
imune a vacinagao (Povey, 1986; Gouveia et al, 1987; Lewis et al,,
1988b; Olson et al., 1988; McDonald, 1992).

Uma das causas mais comuns de falhas vacinais em filhotes jovens é a
presenga de anticorpos maternos. Estudos tem demonstrado que os
titulos nao podem ser aumentados nem pelo virus virulento nem pelo
atenuado a menos que o animal esteja sorologicamente susceptivel. Nao
se deve esperar um sucesso absoluto oriundo de gqualquer medida
preventiva. Caes diferem grandemente em sua susceptibilidade a
infecc@o e na prontidao com que respondem com produgdo de
anticorpos. O status imune da mae afeta na imunochabilidade do filhote.
Altos niveis de imunidade materna passivamente transferida podem
interferir com imunizagao usando uma unica dose de vacina com virus
adaptado em ovo. A determinagao da eficacia da vacinagao através da
titulacao de anticorpos humorais € discutida pois nio revela a imunidade
real do animal. Animais sem anticorpos humorais detectaveis podem
estar protegidos contra uma doenga pela imunidade celular, pois a
meméria celular a um antigeno pode persistir apés os niveis séricos de
anticorpos declinarem. Por outro lado, se anticorpos humorais sao
detectados, uma imunidade ativa ou passiva & evidente (Ott et al., 1957;
Baker et al., 1959; Scott et al., 1970; Lewis et al., 1988b; Olson et al.,
1988; Greene, 1990).

Tizard (1996) observou que em uma populagao de caes, a proporgao de
animais susceptiveis aumenta gradualmente de muito pouco a nenhum
ao nascimento até quase todos as 70 a 84 dias de vida. Imediatamente
ao nascimento poucos filhotes podem ser vacinados com sucesso, mas
com 70 a 84 dias quase todos podem. Em regides onde a CIC nao é
endémica, a vacinagao poderia ser atrasada até que todos os filhotes
alcancem 84 dias de idade, aumentando a probabilidade do sucesso da
vacinagao. Infelizmente tal atraso implicaria em um maior nimero de
filnotes susceptiveis a doenga e sem protegao imune. Existem varios
procedimentos alternativos similares, todos com o objetivo de conferir
precocemente protecao, deixando poucos filhotes desprotegidos.
Filhotes orfaos privados do colostro podem ser vacinados com 14 dias de
idade.
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Um animal imunocompetente responde a um agente infeccioso com
resposta imunologica contra ele. Vacinacao envolve administragao de
agente infeccioso modificado com indugéo de resposta imune no animal
ao gual conferira uma protegcao completa ou parcial. Animais sao
expostos a agentes infecciosos ao longo de toda vida mas sdao mais
susceptiveis durante os primeiros seis meses de vida. A vacinacdo da
cadela antes da cobricéo e vacinagao da ninhada em idade apropriada
sao essenciais para um bom programa de vacinagao. Revacinagdes sdo
necessarias para estabelecer e manter uma maxima protegao contra
agentes infecciosos. Um esquema de vacinagao efetivo € parte integral
de um programa de medicina veterindria preventiva para os animais
domesticos. Vacinas vivas atenuadas estimulam imunidade superior em
relagdo as vacinas inativadas. A vacinagao contra CIC e realizada em
combinag@o com outros antigenos e deveria comegar com 42 a 56 dias
de idade nagueles animais que receberam colostro (14 a 28 dias de
idade naqueles animais que nao receberam colostro) e ser repetidas com
21 a 28 dias de intervalo até 84 a 98 dias de idade. Vacinagao utilizando
vacina de sarampo foi utilizada para produzir uma resposta imune
heterotipica na presencga de alta concentracdo de anticorpos maternos
contra CIC, produzindo resposta celular imuno-mediada. O virus do
sarampo nao € neutralizado pelos anticorpos contra CIC, entretanto a
vacina induz imunidade limitada que protege contra doenga mas nao
contra a infecgao (Krakowka et al.,, 1985; Appel, 1987; Lewis et al.,
1988a; Lewis et al. 1988b; Greene, 1990). O uso desta vacina é
controverso, indicando que uma vacina viva de sarampo falhou na
protegcao de filhotes contra a CIC quando desafiados intranasalmente
com o virus virulento da CIC 35 a 49 dias apos vacinagao. Foi observado
que a vacina do sarampo protegeu 93% de filhotes vacinados aos 42 dias
de idade (Rude, 1987).

Em filhotes entre 42 a 84 dias de idade, a vacinacdo com virus do
sarampo tem sido utilizada para induzir imunidade transitoria contra CIC
a qual, por ser temporaria, deve ser sucedida apés 14 a 21 dias, por
imunizagao com vacina contra CIC para produzir uma imunidade sélida
(Shell, 1990). O uso da vacina de sarampo foi originalmente
recomendado para filhotes de 14 a 28 dias de idade, entretanto, nao foi
um sucesso em condi¢gdes de campo, embora sua seguranga e eficacia
ja tivessem sido testadas em filhotes desta idade. Uma explicagao para
esta discrepancia so fol encontrada mais tarde: enquanto titulos baixos
de anticorpos maternos para CIC foram bem tolerados em filhotes de 42
a 70 dias, titulos de 300 (2,5 log) ou mais em filhotes de 14 a 28 dias de
idade interferiam com a vacina de sarampo (Appel, 1987).
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2.4 Testes sorologicos

Varias técnicas podem ser utilizadas para a titulagao de anticorpos contra
CIC. O teste de difusao em gel tem sido usado no estudo do antigeno e
anticorpo contra CIC, mas ndo tem sido usado extensivamente em
laboratorio de investigagao. O virus da CIC causa hemaglutinagdo em
hemacias de sapo. Outros observaram resultados irregulares com o teste
de hemaglutinagao, no qual células vermelhas oriundas de varios animais
foram empregadas (Gillespie, 1966; Krakowka et al., 1985).

O teste de ELISA tem sido usado para detectar IgG e IgM para a CIC.
Titulos aumentados de IgM podem ser detectados no soro de caes gue
se recuperam da fase aguda da doenca. Altos titulos de IgG sao
ambiguos e podem indicar infeccao recente, passada ou infeccao
presente com ou sem vacinagdo. A analise especifica de IgG é mais
confiavel na detecgdo de infecgbes cronicas progressivas de CIC no
sistema nervoso central (Greene, 1990).

Noon et al. (1980) desenvolveram um ELISA e seus resultados foram
comparados com o teste de soroneutralizacao. Soros de 273 caes
colhidos aleatoriamente foram examinados, poucas discrepancias entre
os testes ocorreram, normalmente em limites de titulos muito baixos. O
ELISA detectou anticorpos (IgM) contra a CIC uma semana antes da
soroneutralizagao tornar-se positiva.

Varios pesquisadores registram o uso do teste de fixacdo de
complemento contra CIC, entretanto os anticorpos fixadores de
complemento persistern no soro de animais convalescente por poucas
semanas apos infecg¢ao inicial. Anticorpos neutralizantes persistem por
muito mais tempo; testes de soroneutralizagao para CIC foram feitos em
ovos embrionados por duas décadas. Embora confiavel, este teste era
caro e demandava tempo para se obter o resultado. Gillespie (1966)
registrou que Cabasso em 1951, utilizou o virus da CIC adaptado em ovo
embrionado como um método qualitativo para detectar anticorpos
soroneutralizantes em ovo embrionado. Mais tarde, outros pesquisadores
utilizaram este virus para um teste quantitativo frente a concentragao de
virus pre-determinada. Sua especifidade foi demonstrada e a relagédo
entre virus e gquantidade de anticorpos foi observada como uma curva
linear de aproximadamente um. A titulacao de anticorpos medidos pela
soroneutralizag@o tem ajudado a indicar o nivel de protegcao que pode ser
esperado em caes de tedas as idades depois de infecgbes natural e
experimental (Winters, 1981).
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A soroneutralizagao consiste na reacaoc entre o soro a ser testado e o
virus sob determinadas condigGes e a inoculagao destes, em um sistema
revelador susceptivel (animal, ovo, cultura de células). Se anticorpos
especificos para o virus em questao estiverem ausentes no soro,
doenca, lesao ou morte podem ocorrer. Quando anticorpos estiverem
presentes, nenhuma reagao ocorrera (Rovozzo & Burke, 1973).

Varias linhagens virais tem sido usadas para determinar o status imune
de caes atraves da soroneutralizagao,e varios ensaios de soro e virus
neutralizagao, usando placas de microcultura, tem sido registrados. Um
teste de SN em cultura de célula em microplacas mostrou-se tao sensivel
quante o teste convencional em ovo embrionado de galinha (Gillespie,
1966; Appel & Robson, 1973). Resultados de 148 soros indicaram que o
microteste tem maior sensibilidade e um erro médic muito menor. A
reprodutibilidade do titulo dos soros usando a microtécnica foi analisada.
O efeito combinado de todas as origens de variabilidade dentro do
laboratdrio resultou em um erro padrdo de mais ou menos 0,3 log para
uma amostra de soro titulada em diluigdes triplas, em quadruplicata por
diluicao (Appel & Robson, 1973).

Teste de SN em células de rim de cdo com a linhagem “Rockborn” de
CIC foi estudado mas seu efeito citopatico ocorre muito tardiamente
(aproximadamente 10 dias), no gual torna-se necessario a troca de meio
de cultura. A determinagao do titulo através de anticorpos fluorescentes
torna este teste tedioso. A formacao de sincicio em célula Vero em dois a
trés dias por uma amostra de virus altamente atenuada em ovo
(“Onderstepoort”) permitiu a utilizagdo da SN em placas de
microtitulagao. Uma vez adaptado, o virus do CIC replica em um grande
numero de linhagens celulares de varias espécies diferentes. Linhagens
de células de rim de cdo e de células de rim de macaco verde (Vero) tem
sido mais comumente utilizadas. A formagao de células gigantes
multinucleadas (sincicio) € mais comumente encontrada nas infeccoes
liticas do virus da CIC (Appel & Robson, 1973; Greene, 1990).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Participaram deste experimento 16 cadelas de diferentes racas (duas
Rottweiller, uma Pointer, uma Weimaraner, duas Cocker-Spaniel, uma
Dashound, uma Pocdle, oito Beagle) com suas respectivas crias (87
filnotes) pertencentes a canis de Belo Horizonte (MG). Os filhotes de
cada ninhada foram identificados individualmente, com auxilio de colar
numerado, com tamanho ajustavel ao didmetro do pescogo. As cadelas
foram vacinadas gquando filhotes contra CIC e parvovirose utilizando o
esquema de trés doses intervaladas de 30 dias; revacinagdes anuais e
pré-cobricao nao foram realizadas nas cadelas. O experimento foi
realizado respeitando a rotina adotada pelo proprietéario e desta forma, a
escolha do produto foi feita pelo mesmo. Durante o experimento os
filhotes das cadelas 3, 8, 15, 16 foram vacinados com vacinas vivas
atenuadas oriundas de quatro laboratorios distintos Foi analisada a
situagao real dos animais de acordo com o ambiente de origem e
destino. Alguns filhotes foram acompanhados por mais tempo que outros
de acordo com cada situagao em particular. As cadelas foram
numeradas de 1 a 16 e as ninhadas correspondem ao nimero da cadela
(Tabela 1).

3.2 Amostras

Foram coletadas amostras das cadelas no pre-parto, 48 horas apés o
parto e quinzenalmente. As cadelas 3, 4, 5, 8, 14, 15, 16 nao foram
submetidas a coleta pré-parto, por razdes operacionais (registro incorreto
da data de cobrigcdo, parto inesperado). Nos filhotes, as coletas foram
realizadas 48 horas apos o nascimento e quinzenalmente totalizando oito
coletas. Como foi um experimento de campo, alguns animais nao
obedeceram a estratégia inicialmente planejada; foram observados
imprevistos tais como: morte ou venda de animais, a nao autoriza¢ao por
parte do proprietario da sangria dos animais; desta forma, o niumero de
amostras de soros variou de ninhada para ninhada nao obtendo-se
amostras homogéneas. As coletas foram iniciadas em junho de 1994 e
finalizadas em julho de 1995.




3.3 Processamento das amostras

As amostras foram coletadas sem anti-coagulante por pung¢ao na veia
jugular (3,0 ml para as cadelas utilizando agulhas de calibre 25X8 e 1,0
ml para os filhotes utilizando agulhas 25X7). No local, as amostras foram
acondicionadas em tubo de ensaio e mantidas a temperatura ambiente
até a coagulagao. Em seguida, foram encaminhadas ao laboratéric de
virologia do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Escola
de Veterinaria da UFMG. No laboratcrio as amostras foram colocadas em
estufa a 372 C por 20 a 30 minutos e em seguida a temperatura de
geladeira (4 a 8% C) por 20 a 30 minutos para completa retragcdo do
coagulo. As amostras foram entao centrifugadas por 10 minutos em
centrifuga clinica. Os soros foram aliquotados, identificados e
armazenados em freezer a -20° C ate a realizacido dos testes.

3.4 Soroneutralizagao
3.4.1 Virus

Aliquotas liofilizadas do virus da CIC amostra “Onderstepoort” foram
gentiimente cedidas pelo laboratorio Lema Biologic do Brasil (Belo
Horizonte, MG). O virus foi reconstituido com 1,0 ml de MEM sem soro e
diluido 1:6. Foram inoculados 2,0 ml de suspensao viral por garrafa
contendo 6,0 x 10° células/icm® e foram colocadas em estufa a 37°C
com 5% de CO,, sendo que o ECP foi observado trés dias apds a
inoculagao. Apos trés ciclos de congelamento e descongelamento, o
sobrenadante foi recolhido e centrifugado em centrifuga refrigerada
Sorvall a 4°C, a 4000 x g por 30 minutos para clarificagdo. O
sobrenadante foi recolhido e aliquotado em frascos, armazenados a -
80°C para posterior titulagao.

3.4.2 Cultura de células

Foram utilizadas culturas de células de rim de macaco verde africano
(Vero). Para titulagao do virus e realizagao da soroneutralizagao foi
necessario padronizar a concentracao de células dispensadas em cada
pocinho (0,32 sz) da microplaca. Um ensaio inicial procedeu-se com
concentragoes de ceélulas variando de 20.000 células/pogo até 80.000
células/pogo, com periodo de observagao de cinco dias; como melhor
concentragao foi encontrada uma faixa entre 20.000 e 30.000
células/pogo optando-se pela média 25.000 células/pogo.
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3.4.3 Titulagao do virus

Do virus crescido em cultura de células e armazenado em freezer -80°C
foi retirada uma aliquota para proceder a titulagao. Foram feitas oito
diluicbes decimais da amostra original (10" a < 1 ). Cada diluicdo foi
colocada em quintuplicata. Foram mantidos em cada placa dois controles
de células e meio. A leitura foi efetuada cinco dias apos inoculacdo sendo
o titulo do virus calculado pelo método de Reed-Muench (1938) e
determinado como 10> TCIDsy/25ul A suspensao foi ajustada para se
obter concentragao de 100 TCIDsy/25ul para o teste de
soroneutralizagao.

3.4.4 Teste

O teste de SN foi padronizado em microplaca de 96 pogos para cultura
de tecido fundo chato segundo Appel et al. (1973), com modificagdes. Os
soros foram inativados a 56°C por 30 minutos. Cada amostra de soro foi
testada em triplicata. Inicialmente foram colocados 25 pl de meio MEM
com antibidticos (penicilina, estreptomicina, amphotericina B na
concentragao por ml de 200 Ul, 200 ng e 50 pg, respectivamente) sem
soro fetal bovino em toda placa, exceto na linha G. Em seguida,
procedeu-se a diluigao dos soros comegando na coluna 2 até a 12.
Diluigdes duplas dos soros foram realizadas de 1/2 até 1/2048.
Reservou-se a linha G para os controles de meio, soro padrao positivo e
negativo e célula. A linha H foi reservada para os controles de virus com
100, 10, 1, 0, 00 TCIDsy/25ul. O soro padrao positivo foi cedido pelo
laboratério Biovet (Cotia, SP) cujo titulo soroneutralizante foi de 600 (2,8
log). O soro padrao negativo foi obtido de uma cadela de trés meses de
idade que nao havia sido vacinada e estava isolada sem contato com
outros da espécie cujo titulo era menor que 2 (0,3 log). Apos a colocagao
do meio sem soro fetal e dos soros diluidos, foram colocados 25ul de
virus (100 TCIDsy/25ul) e os controles. As placas foram incubadas em
estufa por uma hora a 37°C em atmosfera com 5% de CO,, tempo
necessario para a formacao do complexo antigeno/anticorpo. Apds este
periodo, foram colocados 100 pl de células Vero na concentragao de
250.000 células/ml, as placas foram novamente incubadas a 37°C em
atmosfera com 5% de CO; e a leitura foi realizada em microscopio
invertido cinco dias apos a inoculagao, atraves da observacao do ECP.
Os pocinhos foram considerados negativos (sem sinais de neutralizagao
viral) quando eram visualizados sinais da presenca do virus nas células
pelo ECP caracteristico. Em todas as placas existiam controles de meio,
soro padrao positivo e negativo, célula e virus. Para cada amostra
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testada também foi feito controle de soro da amostra, que consistia no
soro testado e células Vero para verificar se este soro nao teria fatores
toxicos a célula, interferindo com a leitura. O calculo dos titulos foi feito
pelo método de Reed-Muench (1938) sendo expresso como logaritmo na
base 10(log) ou como o inverso da diluicdo que contém a DEs; (dose
efetiva 50%).

3.5 Analise dos dados
Este experimento baseou-se na analise descritiva dos resultados

encontrados. Os parametros avaliados seguiram os mesmos estudados
por Scott et al. (1970) para a panieucopenia felina.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 16 cadelas testadas, o resultado referente a transferéncia da
imunidade passiva contra CIC somente foi possivel em seis cadelas (1,
2, 9, 10, 12, 13) que foram acompanhadas no pré-parto com seus
respectivos 24 filhotes. O nivel de anticorpos neutralizantes (AN) pré-
parto destas cadelas apresentou pequena variagao em relac@o ao titulo
48/72 horas pos-parto (Figura 1A/1B), nao sendo esta variagcao
significativa nem para menos como nas cadelas (1, 2, 10) ou para mais
como nas cadelas (9, 12, 13). Appel & Robson (1973), testando a
reprodutibilidade dos titulos de soros usando a microtécnica, concluiram
que o efeito combinado de todas as origens de variabilidade dentro do
laboratdrio resultou em um erro padrao de 0,3 log, utilizando diluigdes
triplas de soro em quadruplicata. Estes titulos de AN das cadelas
observadas permaneceram razoavelmente constantes por todo periodo
do experimento (Figuras 1A/1B), estando de acordo com Gillespie et al.
(1958) e Winters (1981) que observaram que o titulo de anticorpos contra
CIC nas cadelas por eles estudados mantiveram-se constantes desde o
dia do parto e por toda lactagdo. Nas cadelas restantes nao foi possivel a
coleta do soro pré-parto. Os titulos de AN das cadelas nao
acompanhadas sorologicamente no pré-parto, mas que possuiam niveis
de AN contra CIC (cadelas 3, 8, 11, 14), seguiram 0 mesmo padrao, ou
seja mantiveram-se constantes por todo periodo de observagao (Figuras
1A/1B); exceto nas cadelas 4, 5 e 6 que serao comentadas
posteriormente. As cadelas 7, 15 e 16 apresentavam niveis de AN muito
baixos, menores que 2 (0,3 log).

Alguns filhotes com 48/72 horas de vida oriundos das cadelas com
sorologia pré-parto (cadelas 1, 2, 9, 10, 12, 13), tiveram seus titulos de
AN relacionando-se ao titulo de suas maes sendo observado uma grande
variagao dentro das ninhadas, exceto na cadela 9 que sera comentada
posteriormente (Tabela 2). Estes resultados confirmam os achados por
Gillespie et al. (1958), Gillespie (1966), Krakowka et al. (1975), Krakowka
et al. (1978), Greene (1990) e McDonald (1992) em que as
imunoglobulinas absorvidas do colostro dao ao neonato titulo semelhante
ao de sua mae e que outros fatores podem influenciar no titulo dos
neonatos tais como, competicao entre os filhotes, boa habilidade
materna, tempo de mamada.
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Ninhadas procedentes das cadelas 10 e 13 com titulos pré-parto
menores que 30 (1,5 log), titulo minimo protetor estabelecido por
Gillespie et al. (1958), apresentaram titulo médio inferior a este valor.
Estes filhotes estdo susceptiveis muito precocemente, tanto ao virus
virulento guanto ao vacinal, e uma vacinacao antes de 21 dias de vida
nao resultara em boa resposta humoral e celular, j& que o
desenvolvimento completo do sistema imune ocorre até 21 dias de idade
(Gillespie et al.,1958; Gillespie 1966; Povey, 1986). = zies pesquisadores
demonstraram que os filhotes que nao receberam coiostro ou que sao
filnos de cadelas com baixos titulos, tornam-se susceptiveis antes de 42
dias de idade. Somente a ninhada procedente da cadela 12 apresentou
titulo médio superior a 100 (2,0 log), considerado por Gillespie et al.
(1958), Gillespie (1966) e Povey (1986) como solidamente protetor, mais
uma vez revelando uma relagao de proporcionalidade entre o titulo da
mae e aquele alcangado pela progénie.

A relagao entre o titulo das cadelas 48/72 horas pré-parto, e de seus
filhotes com 48/72 horas de vida, foi estabelecida como a porcentagem
de transferéncia (PT) passiva de AN, tendo portanto sido o célculo
efetuado apenas nas cadelas em que foi possivel a coleta de soro pré-
parto (cadelas 1, 2, 9, 10, 12, 13), conforme apresentado na tabela 3.
Entre os filhotes de uma mesma ninhada e entre ninhadas, este indice foi
bastante variavel. A porcentagem media (calculada através da mediana)
de transferéncia encontrada entre as ninhadas avaliadas foi de 58%,
discordando de Gillespie et al., (1958); Gillespie, (1966); Krakowka et al.,
(1975); Krakowka et al., (1978); Greene, (1990) e McDonald, (1992) que
observaram que o titulo do filhote apés mamar corresponde a 77% do
titulo da mae. Winters (1981) verificou que ainda dentro do Utero existem
diferengas marcantes na quantidade de anticorpos transferidos por via
transplacentaria e que diferengas nos niveis de anticorpos maternos
entre as ninhadas, possivelmente sao reflexos das diferengas de cuidado
com os filhotes, boa habilidade materna, presenca da mae, tempo de
mamada, numero de filhotes e possivelmente diferengas nos niveis de
anticorpos maternos transferidos in utero (Tizard, 1996). As cadelas 10 e
13 possuiam titulos inferiores ao protetor (menor que 30 ou 1,5 log)
consequentemente € esperado que seus filhotes ja nasgam com nivel de
AN abaixo de 30 (1,5 log). Entretanto o fato de uma cadela possuir titulo
maior gue 30 (1,5 log) nao implicara que todos os seus filhotes nascerao
com niveis tambem acima de 30. Na cadela 2, percebe-se que seu titulo
pré-parto é de 45 (1,65 log), todos os filhotes nasceram com titulos acima
de 30, exceto o F3 que apresentou um titulo de 11 (1,0 log) com 48 horas
de vida estando completamente susceptivel ja na fase neonatal,
refietindo uma variagao dentro de uma mesma ninhada e relacionado
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com outros fatores que contribuem para uma menor absorgidc de
imunoglobulinas tais como, tempo de mamada, competicdo entre os
filhotes, numero de filhotes, boa habilidade materna, presenca da mae e
tranquilidade ao mamar, além da transferéncia in utero (Gillespie et al.,
1958; Gillespie, 1966; Krakowka et al.,, 1975; Krakowka et al., 1978;
Winters, 1981; Greene, 1990; McDonald, 1992; Tizard, 1996). Na cadela
9 foi observada a mesma situagdo acima citada, ou seja, filhote (F2)
oriundo de mae com niveis de anticorpos protetores 38 (1,58 log),
nascendo completamente susceptivel com titulo de AN de 19 (1,28 log),
mais uma vez refletindo variacdo intra-ninhada e outros fatores que
interferem na absorgcao adequada de colostro. Embora a cadela 2 tenha
titulo ligeiramente superior ao da cadela 9, seu filhote (F3) apresentava-
se com titulo AN bem menor em relagao ao filhote da cadela 9 (F2),
denotando mais uma vez, que outros fatores além do titulo materno
influenciam no titulo dos filnotes. Por outro lado diferencas no titulo de
0,3 log s2o aceitaveis na soroneutralizagao (Appel & Robson, 1973).

Verifica-se diferenga significativa da PT média encontrada nos filhotes da
cadela 9 (165%) em relagdo as outras ninhadas avaliadas, nas-quais a
PT media variou de 44% a 69,3%. Quatro dos cinco filhotes da cadela 9
apresentaram PT materna superior a 100% (titulos superiores ao da
mae). Considerando nao ser esta uma situagao fisiologicamente normal
em termos de anticorpos passivos e descartando a hipotese de ter
ocorrido um erro experimental, j3 que estes soros foram retestados,
provavelmente estes filhotes tiveram contato com o virus virulento da CIC
antes do nascimento. Isso confirma o descrito por Jacoby et al. (1969) e
Tizard (1996) que a partir do tergo final de gestacao, os fetos j& tornam-
se imunocompetentes sendo capazes de responder a estimulos
antigénicos de acordo com o seu desenvolvimento imunoldgico.

A tabela 4 apresenta a média quinzenal (sendo utilizado o célculo da
mediana) de titulos de AN transferidos passivamente das cadelas para
16 ninhadas de 2 dias até 60 dias de idade. O titulo médio inicial para os
filhotes foi de 63 aos dois dias de idade, de 24 para agueles
compreendidos na faixa etaria de trés a 15 dias, 11 para os de 16 a 30
dias de idade, 3 entre 31 e 45 dias de idade e 1 entre 46 e 60 dias de
idade. Percebe-se uma queda no titulo de AN transferidos passivamente
diretamente proporcional a idade das crias. Estes resultados concordam
com os de Gillespie et al. (1958) que estudaram a duragdo dos
anticorpos maternos em filhotes, os quais gradualmente diminuiram em
fungao do tempo. De acordo com McDonald (1992) e Tizard (1996) apos
cessar a absorcdo, o0s anticorpos passivamente transferidos,
imediatamente comegam a declinar atraves do processo catabdlico
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normal. O tempo necessario para que as imunoglobulinas decresgam a
niveis nao protetores € dependente da sua concentragdo inicial.
Considerando como sendo maior ou igual a 30 (1,5 log) o titulo
neutralizante minimo protetor contra CIC e considerando ainda o titulo
medio de cada uma das ninhadas testadas, observou-se que duas das
nove ninhadas testadas (22%) apresentaram-se susceptiveis aos dois
dias de idade, 6/12 (50%) entre 3 e 15 dias, 13/14 (93%) entre 16 e 30
dias, 9/10 (90%) entre 31e 45 dias de idade e 8/8 (100 %) entre 46 e 60
dias de idade. Esta proporgao foi aumentando em fungao da idade dos
filnotes e da perda fisiologica normal dos anticorpos maternos
passivamente transferidos. Foi observado que 50 % das ninhadas ja
estavam desprotegidas com ate 15 dias de idade, revelando
provavelmente baixos titulos maternos decorrentes de falha no manejo
de nao se vacinar as cadelas anualmente e/ou pré-cobricido ou outros
fatores interferindo para uma boa aquisigio de anticorpos por via
colostro. A partir de 16 dias, 93% das ninhadas ja haviam perdido sua
protecao materna, exceto a ninhada 12 que era oriunda de cadela com
titulo muito superior aos das outras cadelas (300; 2,5 log). A ninhada 12
apresentou niveis muito baixos de AN, tornando-se susceptivel a partir
de 46 dias de idade. Estes resultados foram diferentes dos encontrados
por Gillespie et al. (1958), Gillespie (1966), Povey (1986) e Rude (1987)
de que 50% dos filnotes até 42 dias ja haviam perdido sua protegao
materna e 90% com 84 dias de idade sao capazes de responder a
vacinagao contra CIC.

Se considerarmos um programa de vacinagao ideal, os filhotes deste
estudo, deveriam ser imunizados a partir de 30 dias de idade, momento
em que estao susceptiveis e seu sistema imune esta completamente
desenvolvido (Gillespie et al.,, 1958; Gillespie, 1966; Povey, 1986).
Considerando que uma unica dose de vacina viva é suficiente para
produzir boa resposta em animais susceptiveis e em contra partida,
considerando que o indice de maior resposta ocorre a partir de 84 dias
de idade, talvez uma sugestao seria proceder duas revacinagdes nestes
animais com intervalos de 30 dias. Este procedimento seria totalmente
flexivel se o clinico tivesse acesso a uma sorologia para avaliar o
momento mais apropriado de se vacinar, avaliando a resposta do animal
perante tal procedimento. Como comentado anteriormente, a vacinagcao
antes de 21 dias nao resultara em boa resposta imune humoral e celular,
mesmo que os filhotes ja estejam sem a protegcao materna deve-se
esperar uma idade mais adequada. O uso de soro hiperimune com titulo
de anticorpos conhecido seria uma estrategia aiternativa nestes filhotes
de 15 ate 30 dias. Ou mesmo a reclusao destes filhotes sem permitir que




45

entrem em contato com outros da espécie até a determinagao do
momento mais adequado da vacinagao, caso haja possibilidade.

Um periodo critico ocorre em que o titulo declinante do filhote é
inadequado para impedir uma infecgao natural mas ainda interfere com
imunizagao ativa (Baker et al., 1959; Shell, 1990; McDonald, 1992).
Devido a queda de anticorpos passivos ter ocorrido muito precocemente
nos animais estudados (15 dias) este periodo critico nao teria
importancia nestes animais ja que eles seriam vacinados no minimo a
partir de 30 dias (Tabela 4), concordando com os autores acima citados
que a prote¢do colostral pode desaparecer antes dos filhotes serem
vacinados e consequentemente, alguns estardo susceptiveis ao
nascimento enguanto que outros estardo protegidos até idade mais
avancgada.

A seguir, sao discutidos os dados obtidos pela analise individual de cada
cadela com o seus respectivos filhotes, acompanhando seus perfis
sorologicos. Percebe-se grande variagao na transferéncia dos anticorpos
maternos avaliada através da relagao entre o titulo de AN da cadela 1
48/72 horas pre-parto e o titulo sorolégico de seus filhotes com 48/72
horas de vida, conforme apresentado na tabela 3. O filhote n2. 2 (F2)
apresentou uma taxa de transferéncia materna de 95% em relagdo ao
titulo da maée, diferenciando-o dos outros filhotes da ninhada que
apresentaram taxa de transferéncia variando de 14 a 34%. Podemos
considerar que somente o F2 estava seguramente protegido apods
colostro, com titulo acima de 100 (2,0 log). Os outros dois filhotes
apresentaram-se dentro da faixa de moderadamente protegidos (maior
que 30, 1,5 log), conotando grau variado de protegdo (Gillespie et al.
(1958), Gillespie (1966) e Povey (1986). Com 16 dias apds o parto
apenas o F1 estava ainda na faixa considerada protetora, acima de 30
{1,5 log) (Figuras 2A/2B). O F2 apresentava um titulo materno de 27 (1,4
log), refletindo variagédo na persisténcia dos anticorpos maternos na
circulagao do filhote e uma relagdo direta com a taxa de catabolismo
protéico normal e com a taxa de crescimento do filhote (Gillespie, 1958;
Gillespie, 1966; Povey, 1986; Brambel, 1970; Greene, 1990; McDonald,
1992; Tizard, 1996). Provavelmente o F2 era muito maior em relagao aos
da ninhada e sua taxa catabdlica protéica maior. Todos os filhotes da
cadela 1 estavam susceptiveis tanto ao virus virulento quanto ao vacinal,
aos 30 dias de idade, discordando de Baker et al. (1959), Shell (1990) e
McDonald (1992) que encontraram um declinio de anticorpos maternos a
niveis suficientemente reduzidos, na maicria dos filhotes, a partir de 42 a
56 dias de idade. Percebe-se um decréscimo gradativo no nivel sérico de
AN maternos nos filhotes em funcao do tempo/idade concordando com
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Gillespie et al. (1958), Scott et al. (1970) e Winters (1981) que
observaram uma queda gradativa da imunidade passiva no soro dos
filhotes em funcao do tempo.

Nos filhotes da cadela 2 percebe-se uma menor variagdo na
porcentagem de transferéncia, tendo como media 69,3% de transferéncia
de imunidade passiva em relagao ao titulo da mae (Tabela 3). Ocorreu
maior homogeneidade de transferéncia entre todos os filhotes da
ninhada, em relagao a cadela anterior. Com dois dias de vida todos
estavam com titulos acima de 30 (1,5 log), exceto o F3. Quinze dias apés
o nascimento, todos os filhotes estavam abaixo do nivel minimo protetor,
tornando-se susceptiveis a exposicao natural e vacinagao (Figuras 3A/3B
3). O F3 foi o que teve uma menor porcentagem de transferéncia, ou
seja, de 24%. Treze dias apds o0 seu nascimento constatou-se a sua
morte. Provavelmente este filhote era o mais fraco da ninhada,
explicando sua menor ingestao de colostro e consequentemente de
anticorpos (Baker et al., 1959; Winters, 1981; MacDonald, 1992; Tizard,
1992). Ocorreu uma queda gradativa nos titulos AN especificos nos
filhotes concordando com Gillespie et al. (1958), Scott et al. (1970) e
Winters (1981).

Os filhotes da cadela 1 perderam seus titulos de anticorpos passivos
contra CIC mais tardiamente do que os filhotes da cadela 2, refletindo
gue guanto maior o titulo da mae, mais tardiamente seus filhotes irdo
perder a imunidade materna passivamente transferida, concordando com
as observagbes encontradas por Gillespie et al. (1958), que
demonstraram que filhotes que receberam titulos altos de suas maes,
mostraram uma persisténcia deste titulo mais prolongada. Estas
observagoes referem-se tanto para filhotes dentro de uma mesma
ninhada quanto para filhotes de ninhadas diferentes.

Na cadela 3 percebem-se oscilagdes do nivel sérico de AN durante todo
periodo do experimento, entretanto sem diferengas significativas,
variando de 256 a 700 (2,4 a 2,8 log) (Figuras 4A/4B). O titulo pré-parto
da cadela nao foi avaliado. Todos os filhotes apresentaram titulo de
anticorpos passivos acima do nivel seguramente protetor 100 (2,0 log)
aos dois dias de vida (Gillespie et al., 1958, Gillespie, 1966; Povey,
1986). O filhote 1 (F1) apresentava titulo maior em relagao aos outros da
ninhada. Com 11 dias de vida, todos os filhotes apresentavam titulos
abaixo de 100 (2,0 log), exceto o F1, entretanto, a maioria ainda estavam
acima da faixa minima protetora 30 (1,5 log) (Gillespie et al., 1958),
indicando mais uma vez variagao dentro da ninhada e diferengas entre os
filhotes oriundos de uma mesma mae com relagao a perda da protegao
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materna (Baker et al., 1959; Lewis et al.,, 1988b; Krakowka et al., 1985;
Greene & Appel, 1990; McDonald, 1992). Com 25 dias de vida todos os
filhotes apresentavam titulos de anticorpos passivos abaixo do nivel
minimo protetor contra CIC, tornando-se susceptiveis a infecgao e
imunizacao ativa, discordando de Rude (1987) que registrou como
proposta pratica que em media os anticorpos maternos estdao em niveis
minimos no soro dos filhotes com 63 dias de idade (2,1 meses).
Percebe-se uma queda gradativa dos anticorpos passivos nos filhotes
em funcao do tempo (Gillespie et al., 1958; Scott et al., 1970; Winters,
1981). Aos 52 dias de idade, todos os filhotes receberam a primeira dose
da triplice e parvovirose (vacina virus vivo modificado). Nesta mesma
data todos os filhotes possuiam titulos AN abaixo de 2 (0,3 log).

Quatorze dias apos a dose inicial (66 dias de idade), somente o F4 teve
seu titulo aumentado de 2 (0,3 log) para 11 (1,04 log) e com 28 dias apds
a dose inicial (80 dias de idade) este titulo elevou-se para 178 (2,25 log).
Os filhotes 2, 5, 7 e 8 permaneceram com titulos menores que 2 (0,3
log). Os filhotes 1, 3 e 6 nao foram acompanhados apés a primeira dose.
Todos os filhotes foram vacinados com vacina viva modificada oriunda do
mesmo laboratério e partida, exceto o F4, sendo este vacinado com
vacina oriunda de outro fabricante. Percebe-se diferenga clara entre as
duas vacinas utilizadas na capacidade de estimular o sistema imune, ja
que todos os animais estavam susceptiveis (titulos menores que 2; 0,3
log). Sabe-se que uma Unica dose com vacina viva é suficiente para
produzir resposta satisfatoria em animal susceptivel. Entretanto,
diferengas entre vacinas possivelmente ocorrem, e, desta maneira,
fazem-se necessarias doses adicionais para maior seguranga, quando
nao mais ocorre interferéncia de anticorpos maternos (Ott et al., 1957;
Baker et al., 1959; Lewis et al., 1988b; Olson et al., 1988; Scott et al.,
1970; Greene, 1990). Estes animais foram acompanhados somente até o
periodo de 80 dias de idade.

As cadelas 8 , 9, 11, 12, 14 tiveram uma manutencdo dos titulos de AN
contra CIC relativamente constante por todo periodo de observagao
(Figuras 1A/1B), coincidindo com outros autores gue cobservaram que o
nivel sérico de anticorpos contra a CIC da mae permanece constante
durante o parto até a desmama (Gillespie et al., 1958; Winters, 1981). O
titulo passivamente transferido para os filhotes das cadelas 8, 9, 11, 12,
14 foi decrescendo em fungao do tempo e idade estando de acordo com
Gillespie et al., 1958; Scott et al., 1970 e Winters, 1981 (Figurass 5A/5B a
9A/9B). Estes titulos em todos os filhotes foram proporcionais aos niveis
sericos das respectivas maes. Filhotes de maes que posuiam titulos
mais altos perderam os anticorpos maternos transferidos passivamente
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mais tardiamente (cadela 12) concordando com Gillespie et al. (1958).
Os filhotes desta cadela tornaram-se susceptiveis entre 32 e 46 dias de
vida discordando de Rude (1987) em que registrou como proposta
pratica que em media os anticorpos maternos estdao em niveis minimos
no soro dos filhotes com 63 dias idade (2,1 meses). O F1 da cadela 12
nao foi possivel a determinacdo do titulo de AN com 5 dias de idade pois
a amostra encontrava-se insuficiente.

Os filhotes das cadelas 8, 9, 11, 14, de uma maneira geral, tornaram-se
susceptiveis entre 15 e 20 dias de idade (Figuras 5A/5B, 6A/6B, 7A/7B e
9A/9B), sendo observado que a idade com que os filhotes tornam-se
susceptiveis e dependente do titulo de sua mae. Filhotes que adquirem
um maior titulo de AN maternocs, os perdem mais tardiamente em relagao
aos outros; estas observagdes concordam com as de Gillespie et al.,
1958; Gillespie, 1966; Povey, 1986; Greene, 1930; McDonald, 1992 e
Tizard, 1996. Em todos os filhotes das cadelas 8, 9, 11, 12, 14 (Figuras
5A/5B a 9A/9B) foram observados titulos de AN variaveis até 9 dias de
vida, demonstrando mais uma vez, variagcao dentro da mesma ninhada.
Esta variagcdo pode ser significativa o suficiente para que um filhote da
mesma ninhada perca seus anticorpos maternos primeiramente do que
outros da ninhada.

Os filhotes da cadela 8 (Figuras 5A/5B) foram imunizados ativamente aos
79 e 107 dias de vida recebendo a primeira e segunda doses,
respectivamente. Foi utilizado vacina viva modificada proveniente do
laboratorio 1. Até imediatamente antes da segunda dose nao havia
resposta de anticorpos detectaveis pelo teste de soroneutralizagao. O F7
apresentou um aumento significativo de AN entre 60 e 80 dias de idade
sendo atribuido a este, erro proveniente do ensaio utilizado, ja que os
niveis de AN retornaram a niveis idénticos aos anteriores e
permaneceram neste nivel até 107 dias de idade, periodo em que foi
possivel a observagao. Ao primeiro contato com o antigeno vacinal todos
os filhotes ja estavam susceptiveis, exibindo titulos menores que 2 (0,3
log) desde 37 dias de vida. Segundo Lewis et al. (1988b), titulos de AN
nao podem ser estimulados nem pelo virus virulento nem pelo atenuado
a menos gue o animal esteja susceptivel que uma Unica dose de vacina
viva ja €& capaz de estimular uma resposta imune em individuos
susceptiveis, entretantoc o©s achados nestes filhotes discordaram,
sugerindo uma provavel falha vacinal referente a vacina tais como: pouco
material antigénico, atenuagdo excessiva, mal acondicionamento,
inativacdo, ou fatores inerentes aos individuos tais como: fatores
geneticos, desnutricao e provaveimente outros; como foi observado no
caso da cadela 3.
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As cadelas 7, 10, 13, 15, 16 (Figuras 10A/10B a 14A/14B) possuiam
niveis séricos de anticorpos contra CIC muito baixos ou nido detectaveis
pela soroneutralizagao, portanto eram considerados menores que 2 (0,3
log). Estas cadelas passaram baixa ou nao passaram imunidade para
sua progénie, concordando com outros autores gue preconizam gue o
titulo de anticorpos passivos transferidos depende do nivel sérico da mae
(Gillespie et al, 1958; Baker et al, 1959; Gillespie, 1966; Krakowka et al.,
1975; Krakowka et al., 1978; Greene, 19390; Shell, 1990; McDonald,
1992). Aqueles filhotes que receberam pequena quantidade de
anticorpos maternos encontravam-se completamente susceptiveis muito
precocemente (Figuras 10A/10B a 14A/14B). Todas as cadelas
permaneceram com titulos baixos ou menores que 2 (0,3 log) por todo
periodo de observacao. Estas cadelas, provavelmente, receberam o
esquema de trés doses intercaladas de 30 dias ainda na fase de filhote,
nao sofrendo revacinagdes anuais nem estimulo ambiental. E importante
lembrar que medir somente os anticorpos humorais nao reflete a
imunidade real do animal. Existem tambem outras formas de imunidade
tais como, imunidade celular, interferon e sistema complemento.
Entretanto, a presenga de anticorpos humorais indicam um contato
prévio com o agente (Ott et al.,, 1957; Baker et al., 1959; Lewis et al.,
1988b; Olson et al. 1988; Scott et al., 1970; Greene, 1990).

Os filhotes da cadela 15 foram primovacinados aos 65 dias de idade com
vacina viva meodificada triplice e parvovirose oriundas do mesmo
laboratorio. De sete a nove dias apés esta primeira dose, foi coletado
sangue dos filhotes 1, 3, 4, 6, 8, 9; nao foi observado nenhum aumento
no titulo, permanecendo estes ainda muito baixos (Figuras 13A/13B). O
filhote 8, uma semana apods a primeira dose (72 dias de idade),
apresentou gastroenterite hemorragica e foi aplicado soro hiperimune
contra parvovirose com titulo de 10240 DE5S0/ml. O sangue para titulagéo
dos anticorpos especificos contra CIC foi coletado antes da aplicagao do
soro. Dois dias apds, foi internado. Com 21 dias apés a primeira dose (86
dias de idade), os titulos de AN destes filhotes foram medidos, tendo
ocorrido um aumento bastante significativo destes titulos. Com
aproximadamente 30 dias apos a primeira dose, todos os filhotes (exceto
F4) receberam a segunda dose da vacina. A coleta de soro foi
novamente realizada imediatamente antes da aplicagao da vacina e os
titulos de anticorpos SN especificos foram novamente medidos. Todos
os filhotes estavam com niveis sericos superiores a 100 (2,0 log),
concordando com Ott et al. (1957), Baker et al. (1953), Lewis et al. (1988
a e b), Olson et al. (1988), Scott et al. (1970) e Greene (1990) que o titulo
de AN so pode ser aumentado pelo virus atenuado se o animal estiver
susceptivel. O F4 estava prostrado e apresentava quadro de diarréia,
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nao sendo vacinado com segunda dose de triplice, entretanto seu titulo
de AN contra CIC era o mais alto 1024 (3,01 log). Nao houve
interferéncia na resposta especifica contra CIC nagueles animais que
tomaram a primeira dose e adoeceram posteriormente.

Os filhotes 2 e 4 da cadela 16 (Figuras 14A/14B) foram vacinados
inicialmente com 40 e 64 dias de idade, respectivamente, com vacinas do
laboratorio 3 e 4. Neste momento os filhotes apresentavam titulos de AN
menores que 2 (0,3 log). Os outros filhotes nao foi possivel o
acompanhamento. Trinta e seis dias e trinta dias apos a primeira dose
(76 dias e 94 dias de idade), os filhotes 2 e 4 receberam a segunda dose
de vacina, respectivamente. Foi observado ligeiro aumento no nivel
sérico de AN no soro dos filhotes 2 e 4 aos 92 dias de vida. Com 106
dias de idade, o F2 apresentava titulo de anticorpos protetores, acima de
100 (2,0 log). Nesta mesma data, estava prostrado, desidratado e com
gastroenterite hemorragica. Foi internado e trés dias apds morreu. Este
filhote foi acompanhado somente até esta data.

As cadelas de 4, 5 e 6 nao seguiram o esguema normal no que se refere
ao nivel serico de anticorpos contra CIC (Figuras 15A/15B a 17A/17B)
discordando das observagbes encontradas por Gillespie et al (1958) e
Winters (1981). Na cadela 4 (Figuras 15A/15B) percebe-se um aumento
do titulo de AN de 53 (1,4 log) para 841 (2,9 log) 16 dias apés o parto
retornando para 256 (2,4 log) 27 dias apos o parto, sugerindo um contato
com o virus virulento ou vacinal (Lewis et al, 1988 a e b; Krakowka et al.,
1985; Appel, 1987; Greene, 1990). Outra hipétese a ser considerada
seria erro experimental, entretanto, este titulo foi repetido duas vezes em
triplicata e os resultados foram sempre elevados.

Na cadela 5 (Figuras 16A/16B) occrreu um aumento gradativo e
significativo no titulo de AN contra CIC de 53 (1,7 log) aos 2 dias apds o
parto, passando por 100 (2,0 log) aos 20 dias apés o parto e alcangandao
298 (2,47 log) 31 dias apos o parto. Podemos inferir duas causas
provaveis. A primeira € que o titulo dois dias apds o parto diminuiu
sensivelmente retornando, em seguida, aos valores do pré-parto. A
segunda hipotese € que esta cadela estava em processo de imunizagao
ativa, tendo seu titulo aumentado em fungdo do tempo e estimulo
(Krakowka et al., 1985; Appel, 1987; Lewis et al., 1988a; Lewis et al.,
1988b; Greene, 1990), como o periodo de observacao foi até 31 dias
apds o parto, esta cadela nao foi mais observada.

Na cadela 6 (Figuras 17A/17B) o titulo de AN manteve-se constante e
alto por todo periodo observado de acordo com Gillespie et al (1958) e
Winters (1981). Com nove dias apés o parto ocorreu queda significativa
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no titulo de 1,0 log, refletindo provavelmente recente contato com o
antigeno virulento ou vacinal, ja que ocorre um decréscimo dos
anticorpos séricos para neutralizar o agente (Baker et al., 1959; Lewis et
al., 1988b; Krakowka et al., 1985; Greene & Appel, 1990; McDonald,
1992). Entretanto 14 dias apos o parto, o nivel sérico de AN contra a CIC
nesta cadela, retornou aos niveis anteriores. A cadela também sofreu
uma intervencao cirurgica (cesariana) e foi separada de seus filhotes, o
gue poderia ter contribuido como fator de estresse para essa queda de
imunidade (Povey, 1986; Gouveia et al., 1987; Lewis et al., 1988a e b;
Olson et al., 1988; McDonald, 1992). Seus filhotes, devido a cesariana,
nao mamaram o colostro e foram alimentados por outra cadela que havia
parido sete dias antes, ndao podendo ser calculado a porcentagem de
transferéncia de anticorpos contra CIC. Dos cinco filhotes nascidos
apenas sobreviveram dois dos quais apenas o F1 foi acompanhado
sorologicamente, ja que o F2 nao apresentava amostra suficiente e nove
dias apds o nascimento morreu. O F1 apresentava titulo de AN de 75
(1,88 log) no dia do parto; entretanto 14 dias apds, ja se tornava
susceptivel apresentando titulo muito baixo (4; 0,6 log), concordando
eom Gillespie et al. (1958), Scott et al. (1970) e Winters (1981}, que a
protecao materna nos filhotes diminui em fungdo do tempofidade. Os
filhotes das cadelas 4 e 5 seguiram o mesmo padrao com relagdo a
perda da protecao passiva em fungao do tempo/idade (Figuras 15A/15B
e 16A/16B).

Desta maneira, inferimos a importancia de mamar o colostro até 48/72
horas de idade, refletindo na transferéncia adequada da protegao
colostral e protegao dos filhotes em uma fase precoce de vida até que
seu sistema imune se desenvolva completamente para que possam
responder aos estimulos naturais e artificiais satisfatoriamente. E claro
gue a interferéncia dos anticorpos maternos com a vacinagao ocorre, 0
gue é traduzido em um tipo de falha vacinal e que nenhum esquema de
vacinagao nao vai conseguir atingir 100 % de sucesso, mas a protegao
gue os anticorpos maternos exercem na fase inicial de vida € indiscutivel,
para que o neonato possa estar protegido durante esta fase de alta
susceptibilidade e tornar-se susceptivel em idade mais avangada
contribuindo para o deslocamento do periodo critico para uma idade mais
avancada, na qual o sistema imune ja esta completamente desenvolvido
(Brambel, 1970; Povey, 1986; Gouveia et al., 1987; Lewis et al., 1988b;
Olson et al., 1988; Greene, 1990; McDonald, 1992; Tizard, 1996).

Vale a pena destacar neste momento a conscientizacao do clinico frente
a esta problematica e a sua postura a partir do conhecimento destes
dados no que diz respeito ao esclarecimento dos proprietarios e das
possiveis estratégias de imunizacao, bem como da necessidade de
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utilizagao da sorologia na determinagao do momento da primovacinagéo
ou mesmo na confirmagéo do desenvolvimento de uma resposta imune
ativa satisfatoria.
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Tabela 1. Cadelas que participaram do experimento
com suas respectivas crias.

Cadelas Raca Filhotes

1 Beagle 4
2 Beagle 4
3 Pointer 8
4 Beagle 3
5 Beagle 5
6 Beagle 2
7 Beagle 7
8 Weimaraner 9
9 Cocker Spaniel 5
10 Beagle 5
11 Cocker Spaniel 8
12 Daschound 2
13 Beagle 4
14 Poodle 5
15 Rottweiler 10
16 Rottweiler 6

Total 87




Tabela 2 - Titulo soroneutralizante 48/72 horas pré-parto e imunidade
passiva contra CIC nos filhotes com 48/72 horas de vida.

Titulo medio
Titulo da cadela ' Titulo dos filhotes * por ninhada
Cadela Log N Log N log N
1 220 158 1,72 53
218 150
1,72 83
1,34 2 18 70
2 1.7 45 1,51 32
1,65 45
1,04 1
1.57 37 1.6 31
9 16 3B 1,81 64
- 1,28 19
1,72 53
1,85 89
1,85 89 1.8
10 08 7 0,48 3
0,70 5
0,60 4
0,30 2
0,85 7 06 4
12 25 300 2,25 178 23 178
13 11 13 0,48 3
085 7
0,70 5
1,04 11 08 7
Titulo
medio 164 94 1,29 A4 147 58

' Titulo soroneutralizante 48/72 pré-parto, expresso em logaritmo (log),
e como o inverso da diluigac que contém a DEs;.

% Titulo soroneutralizante 48/72 horas de vida, expresso em logaritmo (log),
e como o inverso da diluicao que contém a DEg,
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Tabela 4. Titulos médios de anticorpos neutralizant
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[y

es Contra

CIC em 16 ninhadas
(87 filhotes) testadas quinzenaimente de dois até 60 dias de idade.

Titulo” médio dos filhotes / ninhada

idade em dias
Quantidade
Ninhada de filhotes 2 3a15 16a30 31a45 46a 60
1 4 70 31 15 4 NT?
2 4 3 10 3 NT NT
3 8 196 48 11 2 1
4 3 NT 35 NT NT NT
5 5 66 NT 25 g NT
6’ 2 NT NT NT NT NT
7 i NT 2: 1 NT NT
8 9 NT 37 18 2 2
9 5 63 17 13 NT 1
10 5 NT 3 1 1 1
11 8 162 NT 27 5 1
12 2 NT 178 66 38 8
13 4 7 6 2 NT NT
14 S S6 34 12 3 NT
15 10 1 NT 1 2 1
16 6 NT 1 1 1 1
Susceptiveis/
Total testado 2/8 612 1314 o910 8/8
Mediana 63 24 11 3 1

% Nao testado.

Expresso como o inverso da diluigdo que contém a DEsq

O F1 n@o mamou na mée e o F2 morreu, ndo sendo, portanto, testados.
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Figura 1B- Titulo de AN das cadelas apresentados no grafico 1 expressos
em logaritmo (log)

Dias apos o parto
-2 2 9 15 30 45 60

Cadela 1 2,2 19 19 23 23 23
Cadela 2 1.7 1.6 1.6 1.9
Cadela 9 1,6 1.7 1,7 1.7 19 1.7 19
Cadela 10 08 0,7 0,7 1.0 1.0 08 1.1
Cadela 12 25 2,6 26 24 29 27 29
Cadela 13 1.1 1,2 12 13 16
Cadela 3 28 28 28 26 28 28
Cadela 8 1.9 19 19 20 19
Cadela 11 23 23 22 23 23 21
Cadela 14 1,7 17 19 1.9 23

1Cadela 4 1.4 14 29 20
Cadela S5 1.7 1,7 20 24
Cadela 6 3,2 2,2 3
Cadela 7 03 03 05 05
Cadela 15 03 03 0.3 03 03 03
Cadela 16 03 03 03 03 03

o —— A A
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| Figura 2A. Perfil sorologico da cadela 1 e de seus filhotes.

230 -

| Titulo de AN (log)|

0,00 - ‘ e - ! . |
5 5 15 25 35 45 !

Emisi(ri?d;ae)l !

Figura 2B. Titulos de AN apresentados na Figura 2 expressos em log.

- Coleta Pré-parto 1a. 2a. 3a. 4a.
Dias/animal -4 2 16 30 44
cadela 1 2,20 1,88 2,25 225 2,25

F1 1,72 1,65 1,11 0,60
F2 2,18 1,43 1,34 0,85
F3 1,72

F4 1,34 1,34 1,04 0,30
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Figura 3A. Perfil sorolégico da cadela 2 e de seus filhotes.

|
Eiaay.
|

[ Titulo de AN

Figura 3B. Titulos de AN apresentados na Figura 3 expressos em log.

10

|Dias (idade)|

15

| e—adela 2

F1

= Coleta |Pré-parto 1a. 2a. 3a.
Dias/animal -9 2 15 30
cadela 2 1,65 1,58 1,88 1,72
F1 1,51 1,20
F2 1,65 0,78
F3 1,04 obito
F4 -1,57 0,85 0,48
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Figura 4A. Perfil sorolégico da cadela 3 e de seus fithotes.

| s—F1

—'cade!a 3

E2
| —F3
‘—F-ﬂ
—ES
e 1
_ —F7 1
? i |
! 0.00 Baamit i : } ‘ f { |
! 0 (reenite o i e (MBI o ISk D iispe T s Rerer o e 1) |
A\/acinagéo
Figura 4B. Titulos de AN apresentados na Figura 4 expressos em log.
Coleta 1a. 2a. 3a. 4a. 5a. 6a.
Dias/animal 2 11 25 39 52 66
cadela3| 2,78 2,78 2,55 2,85 2,41 2,78
F1 2,54 2,25 0,95 0,48 0,30
F2 1,43 0,30 0,30 0,30 0,30
F3 2,20 1,65 0,78 0,60 0,30
F4 225 1,90 0,70 0,30 0,30 1,04
F5 2,11 1,65 1,11 0,30 0,30 0,30
F6 1,72 1,34 0,48 0,30
F7 248 1,96 1,20 0,30 0,30 0,30
F8 2,32 1,65 1,08 0,48 0,30 0,30
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i : —
Figura 5A. Perfil sorolégico da cadela 8 e de

|
i seus filhotes. |
200 ¢ \
: el oy
1801 | =——cadela8| |
1.60 — : ‘
= r‘ F2 |
IE] —F
I‘E 1,20 - ——F4 1
.i\_ﬂc) : 771_F5
& e
‘i\'s: 80 - — ]| — 7 ‘
| i | —Fgy
e | 5 |
| 0,40 e
i
, 020~ — —
B Ten—— —— ‘ ‘ ‘
0 20 40 80 80 00 120
; @ade(dias)[ A A
A Vacinagéo -
Figura 5B. Titulos de AN apresentados na Figura 5 expressos em log.
Coleta 1a. 2a.| 3a.| 4a. | 5a. | 6a.| 7a. | 8a.
Dias/animal 9 23 | 37 ] 51 65 | 79| 93 | 107
cadela 8 1,88 1,88(1,95| 1,95 1,51 1,58 1,43
F1 1,51 1,3410,30| 0,30| 0,30 |0,30{ 0,30 0,30
F2 0,9510,30{0,30| 0,30 |0,30/ 0,30 0,95
E3 1,43
F4 1,58 1,2010,48
F5 1,58 1,1110,30{ 0,30} 0,30 {0,30|0,30( 0,30
F6 1,72 1,2810,30| 0,48 0,30 |0,30/ 0,30/ 0,30
F7 1,51 1,04(0,30| 0,30 1,65 |0,30/0,30( 0,30
F8 1,58 1,5110,30
F9 1,58 1,2810,30
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| Figura 6A. Perfil soroldgico da cadela 9 e de seus filhotes.

B B — “cadela 9

B
= ——1
Pa R
z AN F2
B —\ — | —F
o
=
=

|
|

el o
Idade (dias)l

Figura 6B. Titulos de AN apresentados na Figura 6 expressos em log.

Coleta Pre-parto 1a. 2a. 3a. 4a. 5a. Ba.
Dias/animal -2 2 15 28 40 63 77
cadela 9 158 1,72 1,65 1,95 1,66 195 1,88
F1 1.81 1,34 1,20 0,30
F2 1,28 1,04 1.14 0,30
F3 1,72 1,11 1,34
F4 195 | 1,43 | 085
F5 1,85 K 0,85 0,30 0,30 0,30
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Figura 7A. Perfil sorologico da cadela 11 e de seus filhotes. \
\

250 T
‘Ll

Cadela 11
| —F1

F2
—F3

200 -

Titulo de AN (log)

ld_ade (dias)_l

Figura 7B. Titulos de AN apresentados na Figura 7 expressos em log.
Coleta 1a 2a 3a. 4da Sa. Ba. 7a. 8a.
Dias/animal 2 17 30 - 58 72 86 100
~|Cadela11]| 225 | 218 | 225 | 226 | 211 | 232 | 203 | 232
F1 225115811041 078]1030) 030} 030 | 030
F2 165 | 085
F3 241 | 1,72 11201078 | 0,30 | 030 | 0,30
F4 218 | 1,72 | 1,34
F5 21811431201 078|030 ] 030
F& 19511431281 070|030 030 | 030
F7 218 1143|104 070|030 030 | 030 | 030
F8 166 | 104 | 048 | 030 | 0,30
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Figura 8A. Perfil sorologico da cadela 12 e de seus filhotes.

1 37
|

| o —cadeia 12|
L — g —F1

|
~F2 |l

05— — N

!.idadﬁeﬂ(dia;)l :

Figura 8B. Titulos de AN apresentados na Figura 8 expressos em log.
Coleta Pre-parto 1a. 2a. 3a. 4a. 5a.
Dias/animal -5 5 18 32 46 80
cadela 12 2,55 2,41 285 2,71 2,93
F1 1,72 1,34 0,85 0,30
F2 2,25 1,90 1,72 1,34 0,48




| Figura 9A. Perfil sorologico da cadela 14 e de seus filhotes.
250

——Cadela 14
—F1

F2
—F3

Titulo de /-‘;‘NA(Iog)l
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| N\ FS
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\
0,00 ; ; {

{Idade (dias)l

Figura 9B. Titulos de AN apresentados na Figura 9 expressos em log

Coleta 1a. 2a. 3a. 4a.
Dias/animal 2 12 26 43
Cadela 14 1,72 1,95 1,90 2,25
F1 1,34 1.1 0,78
F2 1,58 0,85
F3 1,95 1,65 1,30 0,48
F4 1,90 1,58 0,78
F5 1,72 1,58 1,34




Figura 10A. Perfil soroldgico da cadela 7 e de seus
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Figura 10B. Titulos de AN apresentados na Figura 10 expressos em log.

Coleta Pré-parto 1a. 2a 3a.

Dias/animal -1 2 15 30
Cadela 7 0,30 0,48 0,48
F1 0,30 0,30 0,30
F2 0,48 0,30 0,30
F3 0,48 0,30 0,30
F4 0,30 0,30 0,30
F5 0,48 0,30 0,30

F6 0,30 0,30

F7 0,30 0,30 0,30
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Figura 11A. Perfil sorolégico da cadela 10
e de seus filhotes.
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Figura 11B. Titulos de AN apresentados na Figura 11 expressos em log.

Coleta Pré-parto 1a. 2a. 3a. 4a. 5a. Ga 7a.
Dias/animal -2 3 13 26 40 54 68 82
cadela 10 0,85 0,70 1,04 095 0,78 1,08 095 0,78

F1 0,48 0,30 0,30
F2 0,70 0,48 0,30 0,30 0,30 0,30 1,28
F3 0,60 0,48 030 0,30 0,30 0,30 0,70
F4 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
FS 0,85 0,30 0,30
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| Figura 12A. Perfil sorolégico da cadela 13 e de seus filhotes.

cadela 13 ‘
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Figura 12B. Titulos de AN apresentados na Figura 12 expressos em log.

Coleta Pre-parto 1a. 2a. 3a.
Dias/animal -2 2 15 26
cadela 13 1,11 1,20 1,28 1,58
F1 0,48 0,48
F2 0,85 0,48 0,30
F3 0,70 0,78 0,48
F4 1,04 1,04 0,30
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| Figura13A. Perfil sorolégico da cadela 15 e de seus filhotes.

Titulo de AN (log).

0 20 40 60 80 X]

}ldade (dias}l ‘

A Vacinagao

Figura 13B. Titulos de AN apresentados na Figura 13 expressos em log.

Coleta 1a 2a 3a 4a 5a Ga 7a Ta 8a %a

Dias/animal 2 17 30 44 58 85 72 74 86 100
Cadela 15 030 | 030 | 030 | 030 | 030 0,30 0,30 | 030

F1 030 )| 030 | 048 | 070 | 030 030 | 158 | 263

F2 0,30

F3 030 | 030|030 ) 030 ]| 030 ] 030 048 | 187 | 255

F4 030 | 030 030 | 030 | 030 30 | 1,89 | 3.01

F5 0,30

F& 030 | 030] 030} 030] 03003 030 172 | 232

F7 030 | 030 | 030 | 060

F8 030 | 030|030 | 030 )03 | 03] 03| 095 T2 1 224

Fo 030 | 030|030 | 030 030 030 | 030 2,02 | 255

F10 030 | 030 | 030 | 030 | 030 225 | 277

350 ¢
[l Cadela 15 |
300 | E | Cadela 15
| — 1
2.50_:5 - | F2
7 —3
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Figura 14A. Perfil sorologico da cadela 16 e de seus

fithotes.
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Figura 14B. Titulos de AN apresentados na Figura 14 expressos em log.

Coleta 1a. 2a. 3a. 4da. Sa. Ba. Ta. 8a.
Dias/animal 8 22 36 51 64 78 92 106
Cadela16 030 | 030 030 | 048 | 030 | 030 | 030
F1 030 | 030 | 030
F2 030 | 030 | 030 | 030 | 030 104 | 247
F3 030 | 030 | 030
F4 030 | 030 | 030 | O30 | 030 | 030 | 085
FS 030 | 030 | 030
F6 030 | 030 | 030
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Figura 15A. Perfil sorolégico da cadela 4 e de seus filhotes,

3,00 +

250

Titulo de AN (log)

1,00 1—
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0,00
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-~ Figura 15B. Titulos de AN apresentados na Figura 15 expressos em log.

Coleta 1a. 2a. 3a.
Dias/animai 3 16 27
Cadela 4 1,43 2,92 1,95

F1 1,43 1,20

E2 1,72 1,34

F3 1,88 1,28
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Figura 16A. Perfil srolégico da cadela 5 e de seus filhotes. [
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Figura 16B. Titulos de AN apresentados na Figura 16 expressos em log.

Coleta 1a. 2a. 3a.
Dias/animal 2 20 31
Cadela 5 1,72 2,00 2,47
F1 1,88 1,34
F2 1,95
F3 1,65 1,34 0,85
F4 1,89 1,43
F5 1,65 1,43
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Figura 17A. Perfil sorolégico da cadela 6 e de seus filhotes.
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Figura 17B. Titulos de AN apresentados na Figura 17 expressos em log.

Coleta Pré-parto] 1a. 2a. 3a.
Dias/animal -1 0 9 14
Cadela 6 3,01 3,20 2,23 3,06
F1 1,88 1,43 0,60
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5 CONCLUSAO

. O nivel sérico de anticorpos neutralizantes contra CIC nos filhotes &
diretamente proporcional ao titulo de suas maes e decresce
proporcionalmente em relagao ao aumento da idade.

. Ocorre grande variagao na transferéncia de anticorpos intra e inter-
ninhada, nao sendo adequado simplesmente, através do titulo da mae
inferir qual 2 melhor época de vacinagao do filhote.

. A porcentagem de transferéncia de anticorpos passivos (titulo de
anticorpos da cadela no pré-parto/mediana do titulo dos filhotes 48/72
horas de idade x 100) foi de 58%.

. A maioria dos filhotes testados (93%) apresentaram titulos
sorologicos néo protetores contra CIC (menores ou iguais a 30 ou 1,5
log) a partir de 16 dias de idade.




Summary

The current study evaluated the transference and duration of maternal
antibodies against canine distemper (CDV) in dams and their progeny
using the soroneutralization test. Experiment was carried out with 16
bitches of different breeds and their respective offsprings. Serum
samples were collected 48 and 72 hours before parturition, 48 hours
afterwards and every two weeks until the end of the experiment. In
puppies, serum sample were obtained 48 hours after birth and every two
weeks until eight collects. Neutralization antibodies were detected with
serum-neutralization test in cell culture in microtitration plates. Titers
were expressed as inverse serum dilution either as log 4o which protected
50% of the cell cultures against infection with 100 TCIDs
"Onderstepoort” strain.

The SN titer against CDV in the majority of dams remained fairly
constant for the observation period. An increasing of the level of
neutralizing antibodies against CDV was observed in two dams 16 and
20 days after parturition; this fact could be due a possible contact with
either the virus or vaccine antigen. The SN titers of the dams which were
not annually vaccinated were always less than 2 (0,3 log), and
consequently their offsprings not acquired adequately passive matemal
antibodies. The percentage of matemal immunity transmission for 16
litters from dams varied from 34,0 to 168,0%, with an average of 58%.
Great variation was observed in the same litter. Puppies from dam with
high SN titers against CDV, remained higher titers than those from dam
with lower SN titers. A constant and gradual decreasing of seric level of
matemal antibodies in the puppies ocurred with time increasing, reaching
fairly very low levels from 16 days of age.
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