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RESUMO

Dissertacéo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO EM CAES

NATURALMENTE INFECTADOS PELO VIRUS DA CINOMOSE
AUTORA: ANDRESSA OLIVEIRA DE CURTIS
ORIENTADOR: ALEXANDRE KRAUSE
Santa Maria, 04 de marco de 2013.

A cinomose canina € uma doenca multissistémica grave, que afeta 0s sistemas
respiratério, hemolinfatico, gastrointestinal e neurolégico. As lesdes induzidas pela replicacdo
do virus da cinomose canina (VCC) produzem um aumento das espécies reativas de oxigénio
(EROs), que levam a um quadro de estresse oxidativo. O objetivo deste trabalho foi verificar
parametros de estresse oxidativo através da mensuracdo da peroxidacdo lipidica através das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e da atividade das enzimas catalase
(CAT), superdxido dismutase (SOD) em cdes naturalmente infectados com o virus da
cinomose. Neste estudo, foram utilizados 33 animais positivos para o VCC, provenientes do
atendimento da rotina do Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) e 21 animais clinicamente sadios como controle. Para a confirmacao
do diagnostico da doenca a técnica de RT-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase pela
Transcriptase Reversa) foi realizada em amostras de swab retal e/ou soro. Este estudo
demonstrou que houve diferenca significativa na peroxidacdo lipidica, atividades da SOD e
CAT entre grupos analisados, sugerindo o envolvimento do estresse oxidativo na patogénese

desta doenca.

Palavras-chave: Morbillivirus. Peroxidacdo lipidica. TBARS. Catalase. CAT. Superoxido
dismutase. SOD.
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OXIDATIVE STRESS PARAMETERS IN DOGS NATURALLY
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Canine distemper disease is a severe multisystem disease that affects the respiratory,
hemolymphatic, gastrointestinal and neurological systems. The lesions induced by replication
of canine distemper virus (CDV) produce an increase in reactive oxygen species (ROS),
leading to oxidative stress. The aim of this study was to investigate parameters of oxidative
stress by measuring the lipid peroxidation through the thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) and the activity of the enzymes catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) in
dogs naturally infected with distemper virus. In this study we used 33 animals positive for
CDV, attended at the Veterinary Hospital of the University of Rio Grande do Sul (UFRGS)
and 21 clinically healthy animals were used as control. For the confirmation of the diagnosis
RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) was performed in samples of
rectal swab and/or serum. This study demonstrated a significant difference in lipid
peroxidation, SOD and CAT activities in the analyzed groups, suggesting the involvement of

oxidative stress in the pathogenesis of the disease.

Key words: Morbillivirus.  Lipid  peroxidation. TBARS. Catalase. @ CAT.
Superoxidedismutase. SOD.
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CAPITULO |

1- INTRODUCAO

O virus da cinomose canina (VCC) é o causador de uma doenca de distribuicdo
mundial sistémica grave e altamente contagiosa que afeta os sistemas respiratorio,
hemolinfatico, gastrintestinal e nervoso (BEINECKE et al., 2009; KAPIL & YEARY, 2011).
O cdo doméstico é o principal hospedeiro do VCC, um Morbillivirus da familia
Paramyxoviridae (NORRIS et al., 2006), que acomete outros carnivoros, incluindo todos os
membros das familias Canideae, Mustelidae e alguns membros das familias Procyonidae,
Hyenidae, Ursidae e Viverridae, sendo também observado em felideos e mamiferos marinhos
(KAPIL & YEARY, 2011). Cées de qualquer idade, raca e sexo, com maior predilecdo por
filhotes e cdes impropriamente, ou ndo vacinados sdo acometidos (GREENE & APPEL,
2006). Os caes infectados pelo virus da cinomose podem manifestar uma combinacdo de
sinais e/ou lesdes respiratdrias, gastrintestinais, cutaneas e neurologicas que podem ocorrer
em sequéncia ou simultaneamente (GRONE et al, 2003; KOUTINAS et al., 2004;
BEINECKE et al., 2009).

Os radicais livres sdo espéecies quimicas constituidas de um 4&tomo ou associacao dos
mesmos, possuindo um elétron desemparelhado na sua érbita mais externa. Essa situacao
implica em alta instabilidade energética e cinética, e para se manter estaveis precisam doar ou
retirar um elétron de outra molécula. A formacdo de radicais livres conduz ao estresse
oxidativo, processo no qual estes iniciardo uma cadeia de reac6es, originando alteracdes em
proteinas extracelulares e a modificacdes celulares. O maior dano causado pelo estresse
oxidativo é a peroxidacao dos acidos graxos constituintes da dupla camada lipidica que, em
Gltima instancia, leva a morte celular. (HIRATA et al., 2004; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007).

A principal fonte de radicais livres em sistemas bioldgicos é a molécula de oxigénio,
que, no entanto, é fundamental para o metabolismo celular e para a producdo de energia
(HIRATA et al., 2004). Sendo assim, a mais abundante fonte enddgena geradora sdo as
mitocéndrias (que usam cerca de 90% do oxigénio) onde o oxigénio é reduzido em etapas
sequenciais para produzir dgua. Ou seja, ele participa da cadeia de transporte de elétrons da

mitocdndria para que haja a produgdo de ATP. Para a completa reducdo de uma molécula de



13

oxigénio em duas moléculas de &gua, quatro elétrons sdo transportados dentro da membrana
mitocondrial interna. Entretanto, 1a 2% desses elétrons sdo perdidos durante o transporte,
levando a formacdo de superdxido (O;) e subsequentemente de outras numerosas espécies
reativas de oxigénio (EROs) como o peroxido de hidrogénio (H,0,) e radicais hidroxila (OH)
(HIRATA et al., 2004). Em condicGes patoldgicas, entretanto, a formacdo de EROs pode se
elevar, resultando em estresse oxidativo, o qual leva ao aumento na peroxidacéo lipidica, que
é mensurada através das substancias reativas ao 4cido tiobarbitdrico (TBARS).

Em contrapartida, as consequéncias nocivas causadas pelo estresse oxidativo séo
minimizadas por sistemas de defesa antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. As
principais enzimas que apresentam acdo antioxidante sdo a superdxido dismutase (SOD), a
catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), as quais constituem a primeira linha de
defesa enddgena do organismo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007; BARBOSA et al.,
2010). Segundo RAO & BALACHANDRAN (2002), antioxidantes incluem compostos de
baixo peso molecular como a glutationa, tocoferol (vitamina E), &cido retinoico, acido
ascorbico (vitamina C), albumina, bilirrubina, ferritina, ceruloplasmina, melatonina, &cido
arico, minerais (selénio) e fitonutrientes (flavonoides e carotenoides). Normalmente ha um
equilibrio entre os mecanismos de defesa antioxidante e os fatores que promovem a formacéo
dos radicais livres assim sendo, qualquer desequilibrio que favoreca a formacédo de radicais
livres € definido com um estado de estresse oxidativo (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2007).

Na cinomose canina, assim como na etiopatogenia de diversas outras doencas
neurodegenerativas bem conhecidas em humanos (Parkinson e Alzheimer), o estresse
oxidativo contribui para a ocorréncia de lesbes no SNC, destacando principalmente a
desmielinizacdo, sendo que 0s mecanismos patogénicos de muita destas condi¢es sdo pouco
compreendidos. O SNC parece ser particularmente vulneravel ao estresse oxidativo, visto que
as membranas neuronais contém uma alta proporcdo de acidos graxos poliinsaturados
suscetiveis as espécies reativas de oxigénio (EROSs), por conseguinte, a0 dano oxidativo
(KARADENIZ et al., 2008; ORSINI & BONDAN, 2008).

Estudos realizados por KARADENIZ et al. (2008) comprovaram que existe aumento
das concentracdes de malondialdeido (MDA), um produto da peroxidacao lipidica, e acimulo
de EROs em cées infectados com o virus da cinomose. Segundo estes autores, existe um
aumento das concentracdes plasmaticas de marcadores para 0 dano oxidativo associado a
diminuicdo das concentragfes de antioxidantes ndo enziméticos (como retinol e [3-caroteno)

em cées infectados pelo VCC.
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Apesar desses resultados sugerirem insuficiéncia dos sistemas antioxidantes néo
enzimaticos durante a cinomose em cdes, ndo ha até 0 momento estudos associando o estresse
oxidativo com alteragcdes no sistema antioxidante enzimatico. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi verificar as alteragdes clinicas e hematoldgicas, bem como pardmetros de estresse
oxidativo, através da mensuracdo da peroxidacdo lipidica e da atividade da catalase (CAT),

superoxido dismutase (SOD) em caes naturalmente infectados com o virus da cinomose.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cinomose canina

A cinomose é uma grave doenga infecciosa, altamente contagiosa, com elevado indice
de mortalidade e geradora de transtornos oculares, respiratorios, gastrintestinais e
neurolégicos (GREENE & APPEL, 2006; MARTELLA et al, 2008). Segundo
SPITZBARTH et al. (2012), é a uma das doencas do sistema nervoso central (SNC) mais
comum nesta espécie. E causada por um Morbillivirus, da familia Paramyxoviridae, sendo
mundialmente importante para os cdes domésticos (Canis familiaris), pois apresenta alta
morbidade (GREENE & APPEL, 2006).

As lesbes e os sinais clinicos da forma neuroldgica da cinomose sdo extremamente
variaveis. Os cdes sdo frequentemente afetados por varias condicdes inflamatorias e
degenerativas espontaneas do sistema nervoso central (SNC). Devido a baixa capacidade de
regeneracdo do SNC um conhecimento detalhado sobre a base molecular relacionada ao
inicio, progressdo e remissdo das doencas do SNC em caninos representa um pré-requisito
para o0 desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Além disso, como muitas doencas
espontaneas do SNC em cédes compartilham semelhancas marcantes com as doengas em
humanos, o conhecimento sobre a patogénese da cinomose pode em parte ser traduzida para
uma melhor compreensao de determinadas doencas humanas. (SPITZBARTH et al., 2012).

S&o descritas quatro formas de encefalite: uma que afeta os cdes novos, de carater
severo e agudo, na qual os sinais sistémicos ocorrem a0 mesmo tempo que 0s neuroldgicos;
outra gque atinge cdes adultos, do tipo cronica, na qual os distdrbios neurolégicos podem
aparecer desacompanhados de transtornos sistémicos e outras duas denominadas encefalite do
cao velho e encefalite recidivante crénica (BRAUND, 1994; TUDURY et al., 1997). A
encefalite aguda, que ocorre inicialmente no curso da infeccdo em animais jovens ou
imunossuprimidos, é caracterizada por lesdo viral direta (SUMMERS et al., 1995; GREENE
& APPEL, 2006). O virus causa lesdo multifocal nas substancias cinzenta e branca. As les6es
na substancia cinzenta sdo resultados de infeccdo neuronal e necrose, e podem levar a uma
poliencefalomalacea. Lesbes na substancia branca sdo caracterizadas por danos mielinicos e
estdo associados com replicacdo viral nas células da glia. Mudancas inflamatorias sdo

minimas devido a imunodeficiéncia resultante de imaturidade fisioldgica do sistema imune
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e/ou decorrente da imunossupressdo viral induzida (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN,
2005; GREENE & APPEL, 2006). A encefalite multifocal em cédes adultos acomete
frequentemente animais entre os quatro e seis anos, com curso crénico. Esta enfermidade nédo
é precedida nem coincide com os sinais sistémicos (SILVA et al., 2009). As alteragdes tém
inicio com hiperplasia dos astrécitos e proliferacdo microglial em estruturas subpiais e
subependimarias na substancia branca. Esta forma também estd associada com a alta
concentracdo de anticorpos antimielinicos, podendo ser uma reagdo secundaria a0 processo
inflamatorio. Anticorpos contra o virus interagem com macrofagos infectados em lesdes no
SNC, causando sua ativacdo com liberacdo de radicais livres de oxigénio. Esta atividade por
sua vez pode levar a destruicdo de oligodendrdcitos e bainha de mielina (SUMMERS et al.,
1995; VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005). Ha indicios que as lesdes induzidas pela
replicacdo do virus da cinomose canina (VCC) produzam um intenso estresse oxidativo
(KARADENIZ et al., 2008).

Durante a exposi¢do natural, o virus da cinomose se propaga por gotas de aerossois e
entra em contato com o epitélio do trato respiratorio superior. Em 24 horas, as particulas
virais se replicam nos macrofagos e se disseminam pela via linfatica local, para tonsilas e
linfonodos brénquicos, resultando em uma severa imunossupressdo (VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 2005; MARTELLA et al., 2008). A funcdo imune prejudicada, associada a
deplecdo dos drgdos linfoides, consiste em perda de linfocitos, especialmente de células T
CD4+ (devido a apoptose de células linfoides) (BEINECKE et al., 2009). De dois a quatro
dias pos-infeccdo, o numero de particulas virais nas tonsilas, linfonodos retrofaringeos e
bronquiais aumenta, porém uma quantidade pequena de células mononucleares infectadas é
encontrada no sistema linfoide, medula 6ssea, timo, baco, linfonodos mesentéricos, placas de
Peyer, céelulas estomacais, células de Kipffer e células mononucleares ao redor dos vasos
pulmonares e bronquiais. A ampla proliferacdo viral nos 6rgéos linfoides induz um aumento
inicial na temperatura corporal, entre 0 segundo e sexto dia, ocorrendo leucopenia, causada
por danos virais nas células linfoides (GREENE & APPEL, 2006). A disseminacdo do virus
no epitélio e nos tecidos do SNC (Figura 1) ocorre no periodo de 8 a 10 dias pds-infeccdo, por
via hematogena ou pelo liquor, apo6s viremia (GREENE & APPEL, 2006). O periodo de
incubacdo pode variar de uma a quatro semanas ou mais. Febre transitoria atinge o pico de
trés a seis dias pos-infeccdo e estd associada com o inicio da viremia. Perda de apetite,
prostracdo, descarga nasal e ocular e tonsilite podem ser observados (MARTELLA et al,,
2008).
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O VCC causa uma doenca desmielinizante multifocal que ocorre naturalmente em
cdes e outros carnivoros e é considerado um modelo experimental para doencgas
desmielinizantes em humanos, como a esclerose mdltipla (VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 2005). Estudos experimentais tém demonstrado que a desmielinizagdo aguda
da cinomose canina € uma lesdo nao inflamatdria, que ocorre aproximadamente trés semanas
pos-infecgdo e durante periodo de intensa imunossupressdo. A desmielinizacdo esta também
diretamente relacionada a replicacdo viral ativa, principalmente em astrocitos e,
possivelmente, a uma infeccdo do VCC restrita de oligodendrdcitos, as células produtoras de
mielina, e tem predilecdo por algumas regides como cerebelo, sistema dptico e medula
espinhal (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

1
N
*n
Neuromos \ \'h

A
Infecgdo \ \ Infecgdo T, SNC
Sistémica i Nervesa ., "
l\‘ v
,@%&A
Complexo VCC

plaquetaz Ig6

Apoptose nos Astrécitos

¢ consequente disfungdo na
manutengédo de oligodendrécitos o
neuronios?

\"’“:’:i:!l’l‘::f‘“

Y

i oo
@ @ éﬁ

Figura 1 - Esquema ilustrativo da progressao da infec¢do sistémica para a infec¢do nervosa na cinomose canina
(MORO et al., 2004).

As areas com desmielinizacdo aguda e sem inflamacdo sdo consideradas uma

consequéncia da replicacao viral no interior de oligodendrdécitos levando a destruicdo celular e
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a perda de habilidade para manter a bainha de mielina (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN,
2005).

Na maioria, ou em todos os casos de infec¢do pelo VCC, o virus atinge o encéfalo,
mesmo que o animal ndo apresente manifestacdes de transtornos neurolégicos (SUMMERS et
al., 1995). No entanto, alguns estudos sugerem que a infec¢cdo do SNC ocorre precocemente,
na fase sistémica da doenca. Neste caso, a cinomose progride da forma sistémica para a
neuroldgica, aparentemente por falha do sistema imune (MANGIA & PAES, 2008).

A frequente ocorréncia de lesdes periventriculares e subpiais, e o fato do virus ser
encontrado facilmente nas células do plexo coroide e do epéndima, sugerem que este penetre
nos tecidos cerebrais pelo liquor, onde o agente pode ser encontrado em células
mononucleares fundidas com células ependimarias (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN,
2005).

Os sinais clinicos neurologicos incluem mioclonias, convulsdo, rigidez cervical,
hiperestesia, tremores musculares, paresia, paralisia, ataxia, mudangas comportamentais,
depressdo e desorientacdo (NEGRAO et al., 2007). As mioclonias sdo constatadas mais
comumente nos musculos faciais, mastigatérios e apendiculares (BRAUND, 1994) e foram
consideradas como sendo patognomonicas da cinomose (GREENE & APPEL, 2006).
Disturbios neurolégicos multifocais acompanhados de febre, transtornos respiratorios,
diarreia, corrimento ocular, hiperqueratose naso-digital, mioclonias, linfopenia, coriorretinite
e historia de ndo vacinacdo sdo também indicativos da doenca (SUMMERS et al., 1995;
TUDURY et al., 1997). Caes com cinomose apresentam leucopenia quatro a seis dias apos a
infeccdo. Uma vez que a doenca esteja instalada, observar-se linfopenia, monocitose e leve
neutrofilia (GREENE & APPEL, 2006), podendo haver leucocitose devido a infeccédo
bacteriana secundaria. Caes com encefalomielite por cinomose podem ou ndo apresentar
alteracdes no liquor. As anormalidades possiveis de serem encontradas sdo: aumento de
proteinas (superior a 25mg/dl) e pleocitose (mais de 10 célulassrmm?®), com predominio de
células mononucleares (BRAUND, 1994). A cinomose pode ser diagnosticada
laboratorialmente através da visualizacdo de corpusculos de inclusdo de Lentz em hemécias e
leucocitos visualizados a partir de esfregacos sanguineos (Figura 2), no liquor e em
impressbes das mucosas nasal, prepucial, vaginal e principalmente conjuntival, corados com
corantes tipo Romanowsky, como o panético rapido, (WEISS & WARDROP, 2010). O
encontro destes corpusculos de inclusdo em células das conjuntivas ocular ou vaginal € sinal

patognomdnico de cinomose. Inclusdes intracitoplasmaticas e intranucleares podem também
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ocorrer em neur6nios, astrocitos, células das meninges e epéndima (BRAUND, 1994;
TUDURY et al., 1997).

Diferentes técnicas tém sido utilizadas como diagnostico complementar da cinomose,
como o isolamento viral, RT-PCR, hibridizacdo in situ e imuno-histoquimica (MASUDA et
al., 2006). A imuno-histoquimica permite a deteccao de antigenos virais em diferentes tecidos
fixados em formol. Como diagndstico post mortem utilizam-se 6rgdos como estdmago,
pulmdo, bexiga, encéfalo, baco, linfonodos, tonsila, rim, intestino e coxins digitais
(DUCATELLE et al., 1980; KOUTINAS et al., 2004; LIANG et al., 2007). A RT-PCR
(Reacdo em cadeia da polimerase pela transcriptase reversa) vem sendo empregada na
deteccdo do virus da cinomose, devido sua rapidez na obtencdo dos resultados, a nao
exigéncia da infecciosidade da particula viral e os altos niveis de sensibilidade e
especificidade. Seu procedimento requer diferentes tipos de amostras biol6gicas como sangue,
soro, urina e fragmentos de 6rgdos (GEBARA et al., 2004; CURTI et al., 2012).

O 0.0g 0‘1
990,99

Figura 2 - Esfregaco sanguineo canino exibindo inclusdes patognomdnicas da cinomose (Corpusculos de Lentz)
(setas) em hem@cia e neutréfilo (Pandtico Rapido, 1000x) (MARTINS et al., 2009).

£~
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2.2 Radicais livres e estresse oxidativo

O termo radical livre é frequentemente usado para designar qualquer &omo ou
molécula contendo um ou mais elétrons ndo pareados nos orbitais externos capazes de reagir
com qualquer composto situado préoximo a sua Orbita externa, passando a ter uma fungéo
oxidante ou redutora (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007; CAROCHO & FERREIRA,
2013). Essa configuracdo faz dos radicais livres espécies altamente instaveis, de meia vida
relativamente curta e quimicamente muito reativas. O radical livre mais simples é o a&tomo de
hidrogénio, pois 0 mesmo tem apenas um elétron que &, portanto, desemparelhado
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Os radicais livres sdo gerados em muitos processos fisioldgicos e exercem funcbes
importantes no organismo. Sua geracdo é decorrente de uma acdo continua e fisiologica,
cumprindo fungdes bioldgicas essenciais. S&o formados em um cenario de reagdes de 6xido-
reducdo, provocando essas reagdes ou delas resultando. Podem ceder o elétron
desemparelhado e serem oxidados ou podem receber outro elétron e serem reduzidos
(OKEZIE, 1998). Essas reacdes ocorrem no citoplasma, nas mitocéndrias ou na membrana
citoplasmatica, e o seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e moléculas de DNA)
esta relacionado com seu local de formacdo (MANACH et al., 2004).

As mitocondrias consomem mais de 90% do oxigénio disponivel no organismo, sendo
o principal local de formacdo de espécies reativas de oxigénio e radicais livres. Durante o
processo de obtencdo de energia, a enzima citocromo oxidase adiciona quatro elétrons a
molécula de oxigénio e a reduz a agua, seguindo quatro passos sequenciais, nos quais libera
sucessivas espécies reativas (VALKO et al., 2007). As espécies reativas de oxigénio (EROs)
incluem radicais livres, como: anion superdxido (O27), hidroxil (OH), peroxil (RO,),
hidroperoxil (HRO;), assim como espécies nao radicais, que apesar de ndo possuirem
elétrons desemparelhados sdo muito instaveis, como por exemplo: peroxido de hidrogénio
(H20,) e éacido hipocloroso (HOCL). As espécies reativas ao nitrogénio (ERN) incluem
radicais livres como o Oxido nitrico (ON) e dioxido de nitrogénio (NO;), assim como
espécies ndo radicais, por exemplo: peroxinitrito (ONOOY), Oxido nitroso (HNO,) e
peroxinitrato (RONOO) (TURKO et al., 2001; EVANS et al., 2002; EDEAS, 2011).

Outra fonte enddgena de radicais livres sdo os fagocitos, que destroem células
infectadas por bactérias ou virus, liberando oxidantes: 6xido nitrico, anion superdxido e
peréxido de hidrogénio. Desse modo, os radicais livres também possuem um papel de

destaque no organismo, fazendo parte da defesa imune priméaria (VALKO et al., 2007). Os
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radicais livres participam ainda da atividade bactericida, de processos de sinalizacdo celular e
estdo envolvidos na sintese e regulagdo de algumas proteinas, em condi¢fes fisioldgicas
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

O estresse oxidativo é definido como o excesso de formacéo e/ou remocéo insuficiente
de moléculas reativas (radicais livres), tais como: espécies reativas de oxigénio (EROSs) e
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) (SIES, 1993; TURKO et al., 2001; CAROCHO &
FERREIRA, 2013). Durante a reducdo do oxigénio molecular, EROs sdo formadas e existe a
necessidade permanente de inativar estes radicais livres.

As consequéncias do estresse oxidativo podem ser variadas, de acordo com o tipo
celular e com sua intensidade. Segundo HALLIWELL & GUTTERIDGE (2007), os
principais efeitos séo:

1. Proliferagdo celular: algumas células podem responder ao estresse oxidativo
através do aumento da taxa de divisao celular.

2. Adaptacgédo: aumento das defesas celulares, como catalase, superoxido dismutase e
glutationa, deixando a célula totalmente, parcialmente ou superprotegida (a célula estara mais
resistente frente a futuros insultos oxidativos mais intensos). Alem disto, os alvos de dano
oxidativo podem ser redirecionados, ou ainda, a producdo basal de EROs pode ser reduzida.

3. Dano celular: pode envolver dano a um ou mais tipos de biomoléculas, como
lipidios, proteinas, DNA e carboidratos. Em casos de dano menor, a célula pode sobreviver
com algum dano oxidativo persistente e irreparavel, ou ainda promover o seu reparo.

4. Senescéncia: sobrevivéncia da célula, mas com o sistema de divisdo celular
comprometido.

5. Morte celular: ap6s o dano a célula pode desencadear o processo de morte celular.
Danos oxidativos ao DNA, mitocondria, ou em outros alvos celulares, podem causar morte
celular por apoptose ou por necrose.

O estresse oxidativo pode ser devido a exposicdo ambiental aos oxidantes; a ingestdo
insuficiente de antioxidantes na dieta; a producdo excessiva de radicais livres durante o
metabolismo de farmacos ou substancias toxicas; a ativacdo excessiva do sistema celular que
produz radicais livres, como os fagdcitos, durante o processo inflamatoério; ou ainda devido a
alteracdes enzimaticas, resultando em niveis patolégicos de danos oxidativos. Ha uma forte
evidéncia de que o estresse oxidativo tem um papel importante na patogénese de diversas
doengas (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Na cinomose canina, assim como na etiopatogenia de diversas outras doengas

neurodegenerativas bem conhecidas em humanos (Parkinson e Alzheimer), o estresse
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oxidativo contribui para o surgimento e o desenvolvimento da degeneracdo neuroldgica,
principalmente no SNC e pode participar da desmielinizagdo (KARADENIZ et al., 2008). As
EROs séo capazes de induzir tanto a necrose como a apoptose celular, entretanto ndo parecem
ser importantes intermediarios da morte neuronal sob condicGes patoldgicas. A ruptura das
membranas celulares na lipoperoxidagdo faz com que ocorra uma mudanca no gradiente dos
fons dos diferentes compartimentos celulares. J& foi demonstrado, em cultura de células, que
0s neurbnios podem sofrer morte celular apds a degradacdo de toda a glutationa (GSH)
intracelular, o principal antioxidante endégeno (LEWERENZ et al., 2003).

2.2.1 Peroxidacao lipidica

As membranas bioldgicas sdo constituidas principalmente por fosfolipidios, os quais
possuem uma por¢do polar e duas hidrofébicas. Geralmente, as "caudas” hidrofobicas séo
compostas por acidos graxos, que podem diferir no comprimento e na configuragdo em que se
apresentam, e tambeém no grau de insaturacdo (ALBERTS et al.,, 2007; HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007). Quando ocorre um desbalanco no status antioxidante, as EROs
atacam o0s acidos graxos insaturados das membranas celulares num processo chamado de
peroxidacdo lipidica. Este mecanismo resulta em modificacdes nos lipideos de membrana, que
perde suas caracteristicas arquitetdnicas, tornando-se mais firme e menos flexivel. Com isso,
criam-se "fendas i6nicas” que alteram a permeabilidade da membrana e favorecem o fluxo
indiscriminado de metabolitos e detritos celulares. Este desequilibrio hidroeletrolitico leva a
ruptura e lise da membrana, levando a necrose celular (JOSEPHY, 1997; TIMBRELL, 2000).
A peroxidacdo lipidica € um mecanismo geral pelo qual os radicais livres podem induzir
danos teciduais, e esta associada a varias condic6es patologicas (HALLIWELL & CHIRICO,
1993).

O grau de peroxidacdo dos fosfolipidios é determinado pelas concentracGes de
malondialdeido (MDA) e o0 método comumente aplicado de mensuracdo é o de substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) (ESTERBAUER, 1993). A peroxidacéo lipidica é
considerada um evento fisiopatoldgico importante no estudo de substancias farmacoldgicas,
como o0s estrogenos, em diversas doencas neurodegenerativas, e em danos isquémicos e
traumaticos (BRAUGHLER et al., 1987; VEDDER et al., 1999; MOSSBERG et al., 2009).
Assim, 0 excesso ou acumulo de EROs e ERNs no organismo, além de iniciar a peroxidacéo

das membranas lipidicas (permitindo o acimulo de perdxidos de lipidios), também pode
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prejudicar as proteinas e 0 DNA celular, acelerando processos como o envelhecimento e o
cancer (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Uma fonte importante de elétrons sdo os acidos graxos insaturados encontrados na
dupla camada de lipidios das membranas celulares, que sdo vitais para o funcionamento da
célula (JOSEPHY, 1997; TIMBRELL, 2000). O SNC é um tecido que consiste
substancialmente de membranas e acidos graxos, o que aumenta a vulnerabilidade dos
constituintes da membrana lipidica aos danos oxidativos e a acdo direta dos radicais livres
(VEDDER et al., 1999). Este processo ocorre em diferentes condi¢des neurotoxicas e/ou
neurodegenerativas e, em grau bem menor, nas atividades fisiolégicas normais dos circuitos
neurais. Os radicais livres podem modificar a produgdo e o reaproveitamento de
neurotransmissores, a atividade dos canais de ions e a funcdo de diversos transportadores de
substéncias para a célula e mitocondrias, além dos receptores de superficie (MATTSON,
1998).

O sistema nervoso e, especialmente, o cérebro sdo vulneraveis aos danos dos radicais
livres por uma série de razdes, tais como a forma de consumo do oxigénio, a abundancia de
acidos graxos poli-insaturados e lipidios e a capacidade antioxidante relativamente limitada
em comparacdo com outros o6rgaos (COYLE e PUTTFARCKEN, 1993). Estudos
comprovaram que existe aumento das concentracfes de malondialdeido (MDA), acimulo de
EROs e ocorréncia de estresse oxidativo em cées infectados com o virus da cinomose
(KARADENIZ et al., 2008).

2.3 Enzimas antioxidantes

Um antioxidante pode ser definido como uma substancia que, em baixas
concentracgdes, retarda ou previne a oxidacdo do substrato (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2007). Quando o mecanismo de acdo do antioxidante for através de sua reacdo com o radical
livre, 0 novo radical formado deve ser estavel e incapaz de propagar a reacdo (SHAHIDI et
al., 1992). As caracteristicas de um bom antioxidante sdo: presenca de substituintes doadores
de elétrons ou de hidrogénio ao radical (em funcdo de seu potencial de reducéo); capacidade
de deslocamento do radical formado em sua estrutura; capacidade de quelar metais de
transicdo implicados no processo oxidativo; e acesso ao local de acdo, dependendo de sua
hidrofilia ou lipofilia e de seu coeficiente de particdo (MANACH et al., 2004).

Os antioxidantes podem ser classificados em primarios e secundarios. Os

antioxidantes primarios atuam como doadores de protons, impedindo o processo de iniciagdo
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desencadeado pelos radicais livres. Nesta classe de antioxidantes sdo encontrados os
compostos fendlicos, tocoferol, aminoacidos, carotenoides e os antioxidantes sintéticos
(BRAVO, 1998; EDEAS, 2011; HANAFY & SELIM, 2012).

Os antioxidantes secundarios atuam no bloqueio da decomposi¢cdo dos peroxidos e
hidroperdxidos, convertendo-os na forma inativa, por acéo de agentes redutores, bloqueando a
reacdo em cadeia através da captacdo de intermediarios reativos, como os radicais peroxila e
alcooxila (DONNELLI & ROBINSON, 1995).

A remocdo dos radicais livres do organismo ocorre a partir de mecanismos de defesa
enzimaticos e ndo enzimaticos. Os processos ndo enzimaticos incluem a glutationa tripeptideo
(GSH) e as vitaminas A, C e E (SIES, 1997; EDEAS, 2011; HANAFY & SELIM, 2012). A
auséncia ou falha na defesa antioxidante contribui para o aumento da peroxidacdo lipidica,
podendo acelerar reacdes prejudiciais a célula (RAO et al., 2000).

O conjunto enzimatico inclui a superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a
glutationa peroxidase (GPx). As enzimas CAT e GPx agem com 0 mesmo propdsito, ou seja,
0 de impedir o acumulo de peroxido de hidrogénio. Tal acdo integrada é de grande
importancia, uma vez que essa espécie reativa, por meio das reacdes de Fenton e Haber-
Weiss, mediante a participacdo dos metais ferro e cobre, culmina na geracao do radical (OH),

contra o qual ndo ha sistema enzimatico de defesa (BARBOSA et al., 2010) (Figura 3).

1) 0,+ de + 4H —» 2H.0 + energia
2)0,+e —» 0,

3)20,-2H" = HO,

4)Fe*/Cu +H,0,—» OH" + OH + Fe*/Cu™
5)H,0,+ 0, ==» OH + OH + 0,

6) 0, + NO"—» ONOO

Figura 3- Formacdo mitocondrial de radicais livres via cadeia transportadora de elétrons. 1) Reducéo
tetravalente do oxigénio, por meio da qual recebe quatro elétrons (e-) e quatro ions de hidrogénio (H"), formando
duas moléculas de &gua (H;O) e liberando energia. 2) Geragdo do radical superdxido (O,) pela adicdo de um
elétron a uma molécula de oxigénio no estado fundamental (O,). 3) Por meio de um processo denominado
dismutacdo, o radical O, ao receber ions de hidrogénio, gera peroxido de hidrogénio (H,O,). Tal reacdo é
catalisada pela superoxido dismutase (SOD), que acelera a reagdo na ordem de 104 vezes. 4) Rea¢do de Fenton:
quando o H,0O, reage com ions ferro (Fe,") ou cobre (Cu®) é gerado o radical hidroxila (OH). 5) Reacdo de
Haber-Weiss: os referidos ions também podem catalisar a reacdo entre H,O, e O, gerando, da mesma forma,
(OH). 6) O radical O, pode também reagir com o Oxido nitrico (NO) gerando peroxinitrito (ONOO")
(BARBOSA et al., 2010).
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O referido radical (OH) vem sendo indicado como o de maior potencial reativo e com
extrema instabilidade (vida média de 10”° segundos). Essas caracteristicas os capacitam como
o radical livre mais propicio na producdo de danos oxidativos. Além de ser o principal
iniciador do processo de peroxidacdo lipidica, tendo como consequéncia a alteracdo da funcéao
biolgica das membranas celulares, esse radical é capaz de agir sobre as proteinas, alterando-
as em relacdo a sua estrutura e/ou funcdo bioldgica. Seu ataque ao DNA possibilita a
ocorréncia de mutacbes (BARBOSA et al., 2010). A GPx também existe sob duas formas:
dependente e independente de selénio e pode apresentar-se no citoplasma ou na mitocondria
(BARBOSA et al., 2010).

2.3.1. Superéxido dismutase (SOD)

A SOD (E.C. 1.15.1.1) é também conhecida como eritrocupreina ou indofenoloxidase
(GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2000). E uma metaloenzima amplamente encontrada em
organismos eucarioticos e procarioticos (FRIDOVICH, 1995). Constitui-se numa enzima
capaz de catalisar a conversdo de anion superdxido (O2) a perdxido de hidrogénio (H20,)
atraveés de dois passos reacionais. O primeiro passo consiste na reacdo do anion superoxido
com o grupo prostético da SOD na sua forma oxidada. Essa ligagdo conduz a aquisi¢do de um
proton e, consequente, liberacdo de oxigénio molecular. A forma reduzida da enzima liga,
entdo, um segundo anion superoxido e proton, para liberar H,O, e retornar a sua forma
oxidada (JOHNSON & GIULIVI, 2005). A concentracdo da SOD celular varia de 10-6 a 10-5
M. Nas mitocdndrias se encontra ligada, em seu sitio ativo, ao manganés (MnSOD); no
citosol celular, possui cobre e zinco em seu sitio ativo (CuzZnSOD) (HALIWELL &
GUTTERIDGE, 2007; QIN et al., 2008; BARBOSA et al., 2010). A funcéo catalitica dessa
enzima de transformar o radical superoxido em peroxido de hidrogénio foi descoberta por
MISRA & FRIDOVITCH, em 1972,

A degradacdo do superdxido € assegurada pela enzima SOD, enquanto que 0S
hidroperdxidos sdo destruidos pela CAT, pela glutationa peroxidase ou pela ascorbato
peroxidase (KIN et al., 2008). A SOD pode ser encontrada sob duas formas: no citoplasma, é
dependente de cobre e zinco (SOD-Cu/Zn), enquanto na mitocéndria, necessita do manganés
como cofator (SOD-Mn).
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2.3.2 Catalase (CAT)

A CAT (E.C. 1.11.1.6) e uma das enzimas mais abundantes na natureza, encontrando-
se amplamente distribuida no organismo humano, nas mitocondrias e nos peroxissomos; salvo
nos eritrécitos, onde é encontrada no citoplasma. Sua atividade varia de acordo com o 6rgao
ou tecido em que se localize, sendo mais elevada no figado e nos rins e mais baixa nos tecidos
conjuntivo e epitelial (CHAUDIERE e FERRARI-ILIOU, 1999).

A enzima possui um grupamento heme que é o responsavel pela sua atividade
catalitica, convertendo peroxido de hidrogénio (H,0,) em duas moléculas de agua (H.O) e
oxigénio (Oz) (MICHIELS et al., 1994) (Figura 4).

(0D REACAO DE FENTON
0, 20D, 1o, FEA CLODETENON » OH
RE rﬁ(;rﬁOD HABER-WEISS
H.,0, + H,0,
— 0~ ,A-NMD:
l{if,ﬁ:““} GP “\
R 4
0, 2H,0 oH, 04// <G ~—MADPH
|
v
DANOS
OXIDANTES

Figura 4 - Integragdo dos sistemas de defesa enzimatico. Por meio da reacdo de dismutagdo, a
superdxido dismutase (SOD) catalisa a geracdo de perdxido de hidrogénio (H,O,) a partir do radical superéxido
(0,). As enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) se integram para impedir o acimulo de H,0,
que, apesar de ndo ser um radical livre, € igualmente reativo e capaz de promover danos potenciais. O acimulo
dessa espécie reativa (H,0,) possibilita, por meio das reacdes de Fenton e Haber-Weiss, a geracéo do radical
hidroxila (OH), contra o qual ndo existe defesa enzimatica. A GPx reduz o H,0O, a 4gua, no entanto o faz a custa
da conversdo da glutationa reduzida (GSH) em oxidada (GSSG), essa Ultima que promove acdo oxidante em
funcdo da ligacdo dissulfeto existente em sua estrutura. Assim, é de extrema importancia a acdo da glutationa
redutase (GRd), responsavel pela recuperacdo da glutationa reduzida (GSH), possibilitando a manutencédo da
integralidade do ciclo redox da glutationa e, consequentemente, do equilibrio adequado entre os sistemas de
defesa enzimaticos (BARBOSA et al., 2010).
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A CAT desempenha um papel importante na eliminagdo do H,O, gerado pelas
oxidases na oxidacdo dos &cidos graxos. Apresenta baixa afinidade pelo substrato, portanto
possui papel crucial quando o H,O; se encontra em altas concentragdes - enquanto a GPx atua
em baixas concentragdes de H,0, - (CHAUDIERE e FERRARI-ILIOU, 1999). O perdxido de
hidrogénio forma o radical hidroxila e ndo existe nenhuma enzima que o remova. Por isso, as
enzimas que decompdem o peroxido de hidrogénio, como a catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase (GPx), sdo de extrema importancia para os seres vivos (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007; BARBOSA et al., 2010).

Em microrganismos patogénicos, a catalase desempenha uma importante funcdo na
destoxificacdo das EROs liberadas por células fagociticas de defesa do hospedeiro
(HAMPTON et al., 1998). Entretanto, os niveis de CAT sdo baixos na maioria das regides do
encéfalo (no hipotalamo e na substancia nigra sdéo um pouco maiores do que no cortex e no
cerebelo) (HALLIWELL, 2001). A catalase, a superdxido dismutase e a glutationa peroxidase
sdo consideradas as defesas antioxidantes enddgenas mais importantes do organismo no

combate a producdo dos radicais livres e na degradacéo destas (BARBOSA et al., 2010).
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3 - ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados desta dissertacdo sao apresentados na forma de artigo cientifico, com
formatacgdo de acordo com as orientacdes da revista ao qual serd submetido:

Parametros de estresse oxidativo em cées naturalmente infectados pelo virus da

cinomose

De acordo com as normas para publicacdo em: Ciéncia Rural.
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Parametros de estresse oxidativo em caes naturalmente infectados com o virus da
cinomose

Oxidative stress parameters in dogs naturally infected with canine distemper virus

RESUMO

A cinomose canina é uma doenca multissistémica grave, que afeta os sistemas
respiratério, gastrointestinal e neurolégico, causando lesdes de desmielinizacdo multifocal na
substancia cinzenta e branca do sistema nervoso central (SNC). As lesdes induzidas pela
replicacdo do virus da cinomose canina produzem um aumento das espécies reativas de
oxigénio (EROs). O objetivo deste trabalho foi verificar alteragdes clinicas e hematologicas,
bem como paradmetros de estresse oxidativo através da mensuracdo da peroxidacédo lipidica
pela deteccdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e as atividades das
enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD) em cdes naturalmente
infectados com o virus da cinomose. Neste estudo, foram utilizados 33 animais positivos para
0 virus, provenientes do atendimento de rotina do Hospital de Clinicas Veterinarias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e 21 animais clinicamente sadios como
controle. Este estudo demonstrou que houve diferenca significativa na peroxidacédo lipidica,
atividades da CAT e SOD entre grupos analisados, sugerindo o envolvimento do estresse

oxidativo na patogénese desta doenca.

Palavras-chave: Morbillivirus, peroxidacdo lipidica, TBARS, catalase, CAT,

superdxido dismutase, SOD.
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ABSTRACT

Canine distemper is a multisystem disease that is characterized by lesions in the
respiratory, gastrointestinal, neurological systems causing multifocal demyelination in the
gray and white matter of the central nervous system. The lesions induced by the replication of
canine distemper virus produce an increase in reactive oxygen species (ROS), leading to
oxidative stress. The objective of this study was to check clinical and hematological
alterations as well as parameters of oxidative stress by measuring the lipid peroxidation by the
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) assay and activities of the antioxidants
enzymes catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) and in dogs naturally infected with
distemper virus. In this study we used 33 animals positive for canine distemper virus, from
the routine of the Veterinary Hospital of the University of Rio Grande do Sul (UFRGS) and
21 clinically healthy animals, used as control. This study demonstrated a significant
difference in lipid peroxidation (TBARS), CAT and SOD activities between the analyzed

groups, suggesting the involvement of oxidative stress in the pathogenesis of this disease.

Key words: Morbillivirus, Lipid peroxidation, TBARS, Catalase, CAT, Peroxide

dismutase, SOD.

INTRODUCAO

A cinomose é uma doenca viral altamente contagiosa causada pelo virus da cinomose
canina (VCC), um Morbillivirus da familia Paramyxoviridae (GREENE & APPEL, 2006),
que acomete cées de qualquer idade, raca e sexo, com maior predilecao por filhotes e cdes ndo
vacinados (GREENE & APPEL, 2006). Os caes infectados pelo virus da cinomose podem

manifestar uma combinacdo de sinais e/ou lesdes respiratorias, gastrintestinais, cutaneas e
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neuroldgicas que podem ocorrer em sequéncia ou simultaneamente (GRONE et al., 2003;
KOUTINAS et al., 2004).

Radicais livres sdo atomos ou moléculas altamente reativas contendo um ou mais
elétrons desemparelhados (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Normalmente ha um
equilibrio entre os mecanismos de defesa antioxidante e os fatores que promovem a formacéo
dos radicais livres, assim sendo, qualquer desequilibrio que favoreca a formagdo de radicais
livres é definido como um estado de estresse oxidativo (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2007; BARBOSA et al., 2010). O estresse oxidativo tem seus danos minimizados pelo
sistema de defesa antioxidante enzimatico e ndo enzimdtico. As principais enzimas
antioxidantes do organismo sdo a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx) que constituem a primeira linha de defesa enddgena
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007, BARBOSA et al., 2010).

As espeécies reativas de oxigénio (EROs), como anion superoxido (O,), peroxido de
hidrogénio (H,0,) e radical hidroxila (OH), se formam em condigdes fisiologicas. Porém, em
condicdes patoldgicas esta producdo pode se elevar, resultando em estresse oxidativo, o qual
leva a um aumento na peroxidacdo lipidica, que é mensurada através das substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Na cinomose canina, assim como na etiopatogenia de diversas outras doencas
neurodegenerativas bem conhecidas em humanos (Parkinson e Alzheimer), 0 estresse
oxidativo contribui para a ocorréncia de lesdes no SNC, destacando principalmente a
desmielinizacdo, sendo que 0s mecanismos patogénicos de muita destas condi¢cdes sdo pouco
compreendidos (KARADENIZ et al., 2008; ORSINI & BONDAN, 2008). O SNC parece ser
particularmente vulneravel ao estresse oxidativo, visto que as membranas neuronais contém
uma alta proporcao de acidos graxos poli-insaturados suscetiveis as EROs, por conseguinte,

ao dano oxidativo (RAO & BALACHANDRAN, 2002). Estudos realizados por
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KARADENIZ et al. (2008) comprovaram que existe aumento das concentragbes de
malondialdeido (MDA), um produto da peroxidacdo lipidica, e acimulo de EROs em cées
infectados com o virus da cinomose. Segundo estes autores, existe um aumento das
concentracdes plasmaticas de marcadores para o dano oxidativo em caes infectados pelo VCC
associado a diminuicdo das concentracdes de antioxidantes ndo enzimaticos. Apesar de esses
resultados sugerirem insuficiéncia dos sistemas antioxidantes ndo enziméticos durante a
cinomose em cdes, ndo ha até o momento estudos associando o estresse oxidativo com
alteracOes no sistema antioxidante enzimatico.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi verificar as alteragdes clinicas e
hematoldgicas, bem como pardmetros de estresse oxidativo, através da mensuracdo da
peroxidacdo lipidica e da atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superoxido

dismutase (SOD) em cdes naturalmente infectados com o virus da cinomose.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 54 cées, machos e fémeas, com e sem raca definida, os quais foram
divididos em dois grupos: cinomose positivo (n=33) e controle (n=21). Os animais positivos
foram atendidos na rotina do Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (HCV-UFRGS) e utilizados neste estudo mediante autorizacdo de seu
responsavel, formalizada pela assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido de
Participacdo em Pesquisa (Apéndice A) e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Santa Maria, sob o namero 032/2012 (2). Os animais do
grupo controle ndo apresentavam alteracdes ao exame fisico e hemograma, sendo

classificados como higidos.
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Foi realizada resenha e anamnese onde se registrou idade, sexo, raca, nimero de
imunizacOes, alteracdes ao exame fisico e presenca de sinais clinicos descritos como parte do
quadro compativel com cinomose como diarreia, febre, vémito, hiporexia, anorexia, secre¢do
nasal, tosse, dispneia, apatia, hiperceratose naso-digital (GREENE & APPEL, 2006), além de
sinais neurolégicos como mioclonias, convulsdo, tremores musculares, tetraparesia, ataxia e
depressdo (Apéndice B) (NEGRAO et al., 2007). Foi realizado procedimento de colheita de
sangue para avaliacdo do estado geral dos animais atraves de hemograma completo (Apéndice
C e D), além de mensuracdo de TBARS e atividade de SOD e CAT.

A confirmagdo/exclusdo do diagnostico de cinomose foi realizada através da técnica
de RT-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase pela Transcriptase Reversa) a partir de
amostras de swab retal e/ou soro em todos os cées, incluindo os do grupo controle. Para a
realizacdo dos exames laboratoriais foram obtidos 6,8 mililitros de sangue total atraves de
puncdo da veia jugular por sistema a véacuo', armazenados em trés tubos distintos: um
contendo EDTA (hemograma), um sem anticoagulante (TBARS) e outro contendo citrato de
sodio (SOD e CAT). O hemograma foi realizado imediatamente apos a colheita de sangue e 0
material para a realizacdo dos demais exames foi congelado a -18°C para determinacéo
posterior dos parametros de estresse oxidativo.

A quantificacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) foi realizada
em amostras de soro segundo o método de JENTZSCH et al. (1996) modificado e os
resultados foram expressos em nmol MDA/mg proteina. A atividade da catalase (CAT) foi
determinada em amostras de sangue total segundo o método espectrofotomeétrico de NELSON
& KIESOW (1972) e os resultados foram expressos em nmol CAT/mg proteina. A
determinacdo da atividade da superoxido dismutase (SOD) foi efetuada no sangue total pelo
sistema de deteccdo adrenalina—adenocromo (MISRA & FRIDOVICH, 1972) e os resultados

foram expressos em Ul SOD/mg proteina. O teste t Student’s foi utilizado para

'BD vacutainer®, BD — Brasil. Rua Alexandre Dumas, 1976, Chécara Santo Antdnio. Cep: 04717-004 S#o
Paulo -SP
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avaliar diferencas entre os grupos. A analise estatistica foi realizada com o programa SPSS

(SPSS 10.0 Chicago, USA). Todos os dados foram expressos como média + DP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os cédes cinomose positivos utilizados neste estudo (n=33) foram avaliados
clinicamente de acordo com idade, sexo, raca, historico vacinal, nutricdo, apetite, coloracdo
da mucosa, grau de hidratacdo, temperatura retal, presenca de vOmitos, diarreia,
hiperqueratose naso-digital, secrecdo ocular, estertor respiratorio, secrecdo nasal, tosse seca,
tonsilite, convulsdes, tremores, tetraparesia, ataxia e mioclonias. A maior parte dos cées eram
filhotes de até seis meses de idade, sendo dezesseis machos e dezesete fémeas, com e sem
raca definida, a maioria ndo vacinados (n=30). Alguns animais ndo apresentavam nenhum
sinal clinico (n=2).

As alteraces mais frequentemente observadas no exame fisico estdo representadas na
Tabela 1. O leucograma (Tabela 2) foi a caracteristica mais variavel. As contagens variaram
de leucopenia a leucocitose. InfeccOes bacterianas oportunistas no trato alimentar e
respiratorio podem ser observadas em cdes com cinomose. Isso justificaria a leucocitose por
neutrofilia (SILVA et al., 2005). Neste estudo, a linfopenia foi um achado pouco relevante,
contradizendo ETTINGER & FELDMAN (1997) e SILVA et al. (2010) que afirmam que a
linfopenia € uma caracteristica consistente. Segundo WEISS & WARDROP (2010) cédes
filhotes infectados experimentalmente com o virus da cinomose, desenvolveram marcada
linfopenia. A trombocitopenia foi um achado frequente nos cées estudados. Sabe-se que para
0 género Morbillivirus ja se observou aumento de anticorpos anti-plaquetas (WEISS &
WARDROP, 2010; SILVA et al., 2010). Lesdes no epitélio intestinal causadas pelo virus,
como consequéncia da diarreia, além da propria apatia determinada pela doenca levam o

animal a recusar o alimento. Dessa forma, a diminui¢do da ingestdo proteica bem como o
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comprometimento intestinal sdo fatores determinantes na reducdo dos niveis séricos de
albumina na cinomose (KANECO et al.,, 1997; SILVA et al.,, 2005), o que justifica a
hipoproteinemia observada na maioria dos animais.

Anemia também foi um achado importante nos animais deste estudo. A anemia
observada nos caes com cinomose pode ser atribuida ao aumento da destrui¢do dos eritrocitos
ou a diminuicdo da sua producdo. A destruicdo é determinada pela presenca do virus no
eritrécito ou pela deposicdo de imunocomplexos na membrana do eritrocito (MENDONCA et
al., 2000; SILVA et al., 2005). A queda na producdo pode ser atribuida a faléncia da medula
devido ao estresse desencadeado pela doenca (MEYER et al., 1995; SILVA et al., 2005). E
importante notar que a membrana dos eritrocitos e rica em acidos graxos poli-insaturados, um
alvo primério para reagdes envolvendo os radicais livres, e pode permitir que o0s eritrocitos
sejam vulneraveis a danos oxidativos (MAY et al., 1998). Além disso, presenca de
hemoglobina e ferro, um poderoso catalisador de metal de transicdo, nos eritrocitos os torna
altamente suscetiveis a danos peroxidativos (CLEMENS & WALLER, 1987). A peroxidacdo
dos fosfolipidios causa um aumento da rigidez e deformidade das membranas das hemaécias,
que por sua vez aumenta a suscetibilidade destes a hemdlise (ONGAJOOTH et al., 1996).

O aumento do estresse oxidativo nos cdes com cinomose quando comparados ao grupo
controle também foi um dado importante observado neste estudo. A quantificacdo das
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), sugestiva da peroxidacao lipidica,
mostrou-se mais elevada nos animais com cinomose quando comparada ao grupo controle
(Figura 1). Em contrapartida, a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT (Figura 2)
mostrou-se mais elevada nos cdes com cinomose, sugerindo uma resposta do organismo frente
as EROs formadas.

A destruicdo celular é uma das desagradaveis consequéncias de reacoes inflamatorias.

Dos varios componentes do processo inflamatoério, as EROs tém sido consideradas como a
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causa da morte celular. As EROs sdo produzidas pelos neutréfilos sanguineos, eosinéfilos, ou
mondcitos/macréfagos que estdo acumulados nos sitios de inflamacéo (HIRATA et al., 2004).
Durante a ativacdo imunolégica por virus as EROs sdo produzidas como um mecanismo de
defesa pelos neutrofilos e outras células para a amplificacdo de sinais (PETERHANS et al.,
1997). Sabe-se atualmente que estresse oxidativo estd invariavelmente associado com
inflamacdo, particularmente quando o infiltrado inflamatério é dominado por neutrofilos, os
quais possuem uma grande capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio (TIDEN et al.,
2011).

A remocdo dos radicais livres do organismo ocorre a partir de mecanismos de defesa
enzimaticos e ndo enzimaticos. A auséncia ou falha na defesa antioxidante causa um aumento
na peroxidacdo lipidica e consequentemente acelera reacdes prejudiciais a célula (RAO et al.,
2000). A atividade das enzimas antioxidantes € um marcador sensivel do estresse oxidativo.
Tanto o aumento quanto a diminuicdo na atividade das enzimas tém sido relatados em
diferentes doencas como consequéncia da producéo de EROs. Isso ocorre tanto pelo aumento
da regulacdo da atividade da enzima quanto pela utilizacdo destas enzimas para combater as
EROs. No presente estudo, foi observado aumento nas atividades da SOD e CAT (Figuras 2A
e 2B) provavelmente devido a sintese compensatoria destas enzimas nos caes com cinomose
quando comparados ao grupo controle.

Assim como na etiopatogenia de doencas degenerativas bem conhecidas em humanos,
0 estresse oxidativo, na cinomose, acaba contribuindo para a leséo tecidual, principalmente no
SNC (KARADENIZ et al., 2008). Além disso, 0 intenso estresse oxidativo, comprovado pelo
aumento da peroxidacdo lipidica, independente do desenvolvimento de um mecanismo
compensatdrio pelas enzimas antioxidantes, presente nos cdes com cinomose quando
comparados ao grupo controle (Figura 1) pode contribuir também para o desenvolvimento de

anemia e agravamento da desmielinizagdo nos animais infectados pelo VCC.
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CONCLUSAO

O aumento nos niveis do marcador de estresse oxidativo (TBARS) evidencia
diretamente o acimulo de EROs na cinomose. A resposta do sistema antioxidante frente ao
estresse oxidativo nos animais positivos para o virus da cinomose pode ser observada através
do aumento da atividade das enzimas SOD e CAT. Estes resultados sugerem que o estresse

oxidativo esta envolvido na etiopatogenia da cinomose em caes.
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2  Figura 1l - Niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) no soro de cées sadios
3 e cdées infectados com o virus da cinomose (**P<0,01).
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Figura 2- A: Atividade da superdxido dismutase (SOD) no sangue de cdes sadios e cdes
infectados com o virus da cinomose (*P<0,05). B: Atividade da catalase (CAT) no sangue de
cées sadios e cées infectados com o virus da cinomose. (*P<0,05).
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Tabela 1 — Frequéncia (f) das alteracBes clinicas observadas no exame fisico de 33 cées

positivos para o virus da cinomose.

Alteracdo no exame fisico f %

Mau estado nutricional 20 60,60
Desidratagéo 19 57,57
Diarreia 18 54,54
Prostracao 16 48,48
Secrecdo ocular 16 48,48
Vomito 15 45,45
Hiporexia 15 45,45
Anorexia 12 36,36
Hipertermia 9 27,27
Mucosas palidas 8 24,24
Hiperceratose naso-digital 8 24,24
Estertor respiratorio 7 21,21
Tosse seca 7 21,21
Tonsilite 7 21,21
Secrecdo nasal 5 15,15
Ataxia 5 15,15
Tetraparesia 4 12,12
Mioclonia 3 9,09
Convulsdo 1 3,03
Tremores 1 3,03
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Tabela 2 — Frequéncia (f) das altera¢cdes hematoldgicas observadas no hemograma de 33 cées

positivos para o virus da cinomose.

Alteragdo no hemograma f %
Anemia 19 55,88
Normocitica Hipocrémica (10)* (52,63)*
Normocitica Normocrémica (6)* (31,58)*
Macrocitica Hipocrémica (2)* (10,53)*
Microcitica Normocrémica (1)* (5,26)*
Hipoproteinemia 15 44,12
Trombocitopenia 12 35,29
Trombocitose 3 8,82
Leucocitose 8 23,53
Leucopenia 4 11,76
Neutrofilia 9 26,47
Neutropenia 2 5,88
Linfopenia 12 35,29
Eosinofilia 5 14,71
Eosinopenia 14 41,18
Monocitose 8 23,53
Monocitopenia 2 5,88

()* Parametros relativos aos animais anémicos.



4 — CONCLUSAO

Animais naturalmente infectados com o virus da cinomose canina apresentam aumento
na concentracdo de marcadores de estresse oxidativo quando comparados a animais
clinicamente sadios.

A atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT encontra-se aumentada em animais
infectados com o virus da cinomose quando comparada a animais sadios.

Os resultados acima mencionados sugerem que o estresse oxidativo esteja envolvido

na etiopatogenia da cinomose em caes.
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qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu

acompanhamento/assisténcia/tratamento.
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APENCIDE B - Sinais clinicos apresentados pelos cdes positivos para o virus da

cinomose.



Sinais clinicos apresentados pelos cées positivos para o virus da cinomose.

(continua)

Animal Sexo Idade Raca Vacinado Nutricdo Apetite Mucosa Hidratacao Temp. Retal Vomito
CAO 01 M 7 MESES LABRADOR NS 2 HIPOREXIA PALIDA DESIDR. MODERADA HIPERTERMIA  SIM
CAO 02 M 4 MESES SRD N 2 NORMAL ROSADA DESIDR. LEVE NORMAL NAO
CAO 03 F 8 MESES AKITA N 3 NORMAL ROSADA NORMAL NORMAL SIM
CAO 04 F 6 MESES SRD N 2 NORMAL ROSADA NORMAL NORMAL SIM
CAO 05 M 4 MESES SRD N 2 HIPOREXIA ROSADA DESIDR. SEVERA NORMAL NAO
CAO 06 M 8 MESES SRD NS 2 HIPOREXIA ROSA-PALIDA DESIDR. SEVERA  HIPERTERMIA  SIM
CAO 07 M 5 MESES SRD S 2 ANOREXIA PALIDA DESIDR. SEVERA NORMAL SIM
CAO 08 F 3 MESES SRD N 2 ANOREXIA  ROSA-PALIDA DESIDR. MODERADA HIPERTERMIA  SIM
CAO 09 M 11 MESES DASHCHUND N 2 ANOREXIA ROSADA DESIDR. MODERADA HIPERTERMIA  NAO
CA0 10 M 3 ANOS SRD S 2 ANOREXIA ROSADA DESIDR. LEVE NORMAL SIM
CAO 11 M ADULTO AKITA NS 3 ANOREXIA PALIDA DESIDR. MODERADA  NORMAL NAO
CAO 12 F 4 ANOS COCKER S 4 ANOREXIA  ROSA-PALIDA NORMAL NORMAL NAO
CAO 13 F 4 MESES SRD S 3 ANOREXIA ROSADA DESIDR. LEVE NORMAL SIM
CAO 14 M 3 MESES SRD N 2 ANOREXIA  ROSA-PALIDA DESIDR. MODERADA HIPERTERMIA  NAO
CAO 15 F 7 MESES SRD N 2 HIPOREXIA  ROSA-PALIDA DESIDR. LEVE HIPERTERMIA  SIM
CAO 16 F ADULTO SRD N 3 NORMAL ROSADA NORMAL NORMAL NAO
CAO 17 F 6 MESES SRD N 2 NORMAL ROSADA NORMAL NORMAL NAO
CAO 18 F ADULTO SRD N 3 HIPOREXIA ROSADA NORMAL NORMAL NAO
CAO 19 M 6 MESES SRD N 3 HIPOREXIA  ROSA-PALIDA DESIDR. LEVE NORMAL SIM
CAO 20 M 6 MESES  PINSCHER N 2 HIPOREXIA ROSADA DESIDR. LEVE NORMAL NAO
CAO 21 F ADULTO COLLIE NS 3 ANOREXIA  ROSA-PALIDA NORMAL NORMAL NAO
CAO 22 F 6 MESES SRD N 1 ANOREXIA PALIDA DESIDR. SEVERA NORMAL SIM
CAO 23 F 5 MESES SRD N 2 HIPOREXIA  ROSA-PALIDA DESIDR. LEVE NORMAL SIM
CAO 24 M 4 MESES SRD N 2 HIPOREXIA ROSADA DESIDR. LEVE HIPERTERMIA  SIM
CAO 25 F 4 MESES SRD N 3 HIPOREXIA ROSADA DESIDR. LEVE HIPERTERMIA  SIM
CAO 26 M 5 MESES  PINSCHER NS 3 HIPOREXIA  ROSA-PALIDA DESIDR. LEVE NORMAL NAO
CAO 27 F 4 MESES YORK SHIRE SIM 2 HIPOREXIA PALIDA NORMAL NORMAL NAO
CAO 28 M 2 ANOS SRD NAO 2 HIPOREXIA  ROSA-PALIDA DESIDR. MODERADA  NORMAL NAO
CAO 29 M 3 ANOS PINSCHER SIM 3 HIPOREXIA ROSADA NORMAL NORMAL NAO
CAO 30 F 5 MESES SCHNAUZER NAO 3 HIPOREXIA PALIDA DESIDR. MODERADA  NORMAL NAO
CAO 31 F 5MESES  PEQUINES SIM 2 ANOREXIA PALIDA DESIDR. MODERADA  NORMAL NAO
CAO 32 M 6 ANOS SRD NAO 2 ANOREXIA PALIDA DESIDR. MODERADA HIPERTERMIA  SIM
CAO 33 F 6 MESES YORK SHIRE SIM 3 NORMAL ROSADA NORMAL NORMAL NAO

M: macho; F: fémea; 1: caquético; 2: magro; 3: bom estado; 4: sobrepeso; S: sim; N: ndo; NS: sem informacao.



Sinais clinicos apresentados pelos cées positivos para o virus da cinomose.

(continuacéao)

Animal Diarreia Hiperceratose Secrecdo Ocular Estertor Respiratério Secrecdo Respiratoria Tosse Seca Tonsilite Pneumonia Tosse Produtiva
CAO 01 DISCRETA COXINS AUSENTE SIM AUSENTE SIM SIM NAO NAO
CAO 02 AUSENTE NARIZ PRESENTE SIM AUSENTE SIM SIM NAO NAO
CA0 03 DISCRETA AUSENTE AUSENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 04 GRAVE AUSENTE PRESENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 05 DISCRETA NARIZ PRESENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 06 SANGUINOLENTA AUSENTE AUSENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 07 GRAVE NARIZ PRESENTE SIM SEROSA SIM SIM NAO NAO
CAO 08 GRAVE AUSENTE AUSENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 09 DISCRETA AUSENTE  ABUNDANTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 10 AUSENTE AUSENTE AUSENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 11 AUSENTE NARIZ AUSENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 12 AUSENTE NARIZ PRESENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 13 DISCRETA AUSENTE AUSENTE NAO SEROSA NAO NAO NAO NAO
CAO 14 AUSENTE AUSENTE PRESENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 15 DISCRETA AUSENTE AUSENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 16 AUSENTE AUSENTE AUSENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 17 AUSENTE AUSENTE AUSENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 18 AUSENTE AUSENTE PRESENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 19 SANGUINOLENTA AUSENTE PRESENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 20 AUSENTE NARIZ ABUNDANTE NAO AUSENTE NAO SIM NAO NAO
CAO 21 AUSENTE AUSENTE AUSENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 22 AUSENTE AUSENTE PRESENTE NAO SEROSA SIM SIM NAO NAO
CAO 23 GRAVE AUSENTE AUSENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 24 DISCRETA NARIZ PRESENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 25 GRAVE AUSENTE AUSENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 26 AUSENTE AUSENTE AUSENTE SIM AUSENTE SIM SIM NAO NAO
CAO 27 DISCRETA AUSENTE PRESENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 28 GRAVE AUSENTE AUSENTE SIM AUSENTE SIM NAO NAO NAO
CAO 29 AUSENTE AUSENTE PRESENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 30 DISCRETA AUSENTE  ABUNDANTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO
CAO 31 AUSENTE AUSENTE AUSENTE SIM MUCOPURULENTA NAO NAO NAO NAO
CAO 32 GRAVE AUSENTE AUSENTE SIM MUCOPURULENTA SIM SIM NAO NAO
CAO 33 AUSENTE AUSENTE PRESENTE NAO AUSENTE NAO NAO NAO NAO



Sinais clinicos apresentados pelos cées positivos para o virus da cinomose. (concluséo)

Animal Consciéncia Convulses Tremores Tetraparesia Ataxia Mioclonia
CAO 01 A N N N N N
CAO 02 D N S N N S
CAO 03 A N N N N N
CAO 04 A N N N N N
CAO 05 P N N N N N
CAO 06 P N N N N N
CAO 07 P N N N N N
CAO 08 P N N N N N
CAO 09 P N S N N S
CA0 10 C N S S S S
CAO 11 D N N S S N
CAO 12 A N N S S N
CAO 13 P N N N N N
CAO 14 P N N N N N
CAO 15 P N N N N N
CAO 16 A N N N N N
CAO 17 A N N N N N
CAO 18 P N N N N N
CAO 19 A N N N N N
CAO 20 P N N N N N
CAO 21 C S S S S N
CAO 22 P S N N N N
CAO 23 P S N N N N
CAO 24 A S N N N N
CAO 25 P N N N N N
CAO 26 A N N N N N
CAO 27 A N N N N N
CAO 28 P N N N N N
CAO 29 A N N N N N
CAO 30 A N N N N N
CAO 31 P N N N S N
CAO 32 P N N N N N
CAO 33 A N N N N N

A: alerta; D: deprimido. P: prostrado; C: comatoso; S: sim; N: ndo



APENDICE C - Eritrograma dos c&es positivos para o virus da cinomose.
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Eritrograma dos cées positivos para o virus da cinomose.

Animal Eritrocitos (x10°/uL) Hemoglobina (g/dL) Hematdcrito (%) VCM (fL) CHCM (%) Plaguetas (x10°/uL) ProteinaTotal (g/L)
CAO1 4,51 489 128 62,08 131,78 52
CAO?2 44,02 487 4327 267,16 @32,22 4190 D64
CAO3 26,73 @121 @39 457,45 431,02 4129 4158
CAO4 @581 @122 @38 65,40 32,10 D343 @60
CAO5 43,06 46,0 419 62,09 131,58 {1539 44
CAO6 @561 @124 @39 69,51 431,79 41166 4150
CAO7 4,22 4101 432 @75,82 431,56 @62
CAOS8 @748 @16,5 @50 66,80 @33,00 @460 D64
CAO9 44,60 411,2 @37 41 80,43 430,27 4118 452
CAO 10 44,60 4-10,7 433 @71,70 32,42 @207 4158
CAO 11 4370 472 3423 62,13 431,30 455 268
CAO 12 27,06 D136 D42 60,90 32,38 D444 D72
CAO 13 @575 4117 @37 @64,30 431,60 @237 4150
CAO 14 @557 4107 433 4159,20 32,40 {1756 46
CAO 15 @715 4115 @39 154,54 412348 @239 452
CAO 16 6,08 @139 @43 @70,72 @32,32 4168 4156
CAO17 5,74 11,8 @37 064,45 131,89 D288 4154
CAO 18 8,19 2169 @51 362,27 @3313 4197 D66
CAO 19 415,22 4108 136 68,96 430,00 @263 D64
CAO 20 5,86 @130 @40 68,26 32,50 @383 @62
CAO21 412,98 472 320 @67,11 436,00 4129 68
CAO 22 @749 @172 @52 369,42 @33,07 4 652 D76
CAO23 5,86 @120 136 @6143 @33.33 4100 450
CAO24 J-457 493 429 063,45 32,60 D248 @60
CAO 25 4336 468 425 @ 72,25 427,20 434
CAO 26 6,40 @134 D44 68,10 430,40 @209 78
CAO 27 4,32 4105 3135 41 80,30 430,30 4103 76
CAO28 @742 @176 @54 @72,30 @32,50 78
CA0 29 @711 2147 @43 @60,40 @34,10 @206 78
CAO0 30 4435 4-10,8 433 @75,90 @32,70 144 78
CAO31 4,66 4-10,0 432 368,70 431,20 @350 D78
CAO 32 43,37 485 126 69,00 32,00 41153 @78
CAO 33 26,73 @155 @51 @ 75,50 430,50 D39 D72

Valores de referéncia  55-8,5 12,0-18,0 37-55 60 - 77 32-36 200 -500 60 - 80
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Leucograma dos caes positivos para o virus da cinomose.

Bastonetes Neutrofilos Seg. Eosinofilos Monocitos Linfécitos
Animal Leucdcitos Totais R* (%) A** (/uL) R* (%) A** (uL) R* (%) A**(/uL) R* (%) A**(/juL) R* (%) A**(/uL)

CAO1 418500 0 @0 88 4} 18.280 2 @370 9 4} 1665 1,0 4185
CAO?2 39000 0 @0 65 05850 6 2540 7 2630 22,0 i@ 1980
CAO3 212400 0 @0 42 15208 10 @ 1240 10 @ 1240 38,0 24712
CAO4 211000 0 @0 68 @ 7480 2 @220 10 @ 1100 20,0 i@ 2200
CAO5 4141700 1 4417 79 4132943 0 40 14 415838 6,0 i 2502
CAO®6 i@ 14700 0 @0 89 413083 1 @ 147 5 @735 50 4735
CAO7 6800 0 @0 75 25100 15 @ 1020 6 408 40 4272
CAOS8 43300 0 @0 18 4594 1 433 24 792 57,0 1881
CAO9 13200 1 132 87 11484 4 0528 6 2192 2,0 4264
CAO010 @11700 0 @0 84 09828 5 0585 5 2585 6,0 4702
CAO11 433600 0 @0 86 4} 28896 1 2336 5 4} 1680 8,0 i) 2688
CAO 12 i@ 8500 0 @0 76 i 6460 5 D425 10 2850 9,0 4765
CAO 13 417400 0 @0 72 112528 0 4+0 20 4 3480 8,0 i@ 1992
CAO 14 45400 0 @0 62 03348 6 D324 17 2918 15,0 4+ 810
CAO 15 4k 2400 1 D24 43 41032 0 40 23 @552 33,0 4792
CAO 16 213000 0 @0 58 @) 7540 16 42080 5 @650 21,0 2730
CAO 17 9100 0 @0 48 04368 4 0 364 6 0546 42,0 3822
CAO 18 41 18600 0 @0 44 i 8184 28 45208 10 4} 1860 18,0 03348
CA0 19 12300 0 @0 88 i 10824 1 2123 3 0369 8,0 4984
CA0 20 i@ 10500 0 @0 65 06825 12 4+ 1260 4 420 19,0 i@ 1995
CA0O?21 419800 0 @0 91 4} 18018 0 40 8 4} 1584 1,0 4198
CAO 22 310800 1 @108 87 09396 0 40 7 D756 0,5 4540
CAO 23 28600 0 @0 91 17826 1 4186 3 0258 0,5 4430
CAO 24 210000 0 @0 40 24000 37 43700 8 2800 15,0 i@ 1500
CAO 25 i@ 14400 1 D144 65 9360 0 40 15 12160 19,0 02736
CAO 26 211400 0 @0 67 27638 10 @ 1140 6 0684 17,0 21938
CAO 27 i 14600 0 @0 80 4111680 1 D 146 1 4k 146 18,0 2628
CAO 28 @ 9700 0 @0 90 28730 1 497 5 0485 40 4} 388
CA0 29 210300 0 @0 73 27519 6 0618 9 2927 12,0 21236
CA0 30 44700 0 @0 94 D 4418 1 447 2 494 30 4141
CAO31 420700 0 @0 89 4} 18423 0 410 1 @207 10,0 i@ 2070
CAO 32 461400 3 4} 1842 91 4455874 5 4+ 3070 1,0 41614
CAO 33 211900 0 @0 62 7378 12 411428 6 2714 20,0 i) 2380
Valores de Referéncia 6000 - 17000 0-300 3000 - 11500 150 - 1250 150 -1350 1000 -4800

*Relativo ; **Absoluto
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