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The present study aims at the identification of undesirable effects of ribavirin, predini-
sone and DMSO in dogs naturally infected by canine distemper virus. The research analyzed
60 dogs with clinical neurological signs and 10 days of evolution. The animals were hos-
pitalized for the appropriate support treatment; were daily observed, and complete blood
cells count, biochemical analysis, and urine exam type I were conducted. Groups 1 and 2
were treated with ribavirin and its combination with DMSO; Groups 3 and 4 treated with
prednisone and DMSO, Group 5 treated with ribavirin and prednisone, while Group 6 with
ribavirin, prednisone and DMSO. Before the treatment, animals were anesthetized for the
cerebrospinal fluid, bone marrow and blood samples collection for the diagnosis based on
RT-PCR. The negative samples were analyzed using the hn-PCR technique. All the animals
presented positive results in at least one of the 2 tests. The adverse result of ribavirin and
its association with prednisone was characterized by haemolytic anemia, confirmed by the

evaluation of bilirrubin occurrence only in the urine of dogs treated with ribavirin.

INDEX TERMS: Canine distemper, ribavirin, DMSO, prednisone, undesirable effects, dogs.

RESUMO.- O estudo tem o objetivo de identificar efeitos in-
desejaveis da ribavirina, prednisona e DMSO em c3es natu-
ralmente infectados com o virus da cinomose. Foram utiliza-
dos 60 caes apresentando quadro neurolégico da cinomose
com evolugao de 10 dias. Os animais foram internados e re-
ceberam tratamento de suporte; foram avaliados diariamen-
te e realizados hemograma, dosagem bioquimica e exame de
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urina tipo I. Os grupos 1 e 2 foram tratados com ribavirina
e sua associacao com DMSO; os grupos 3 e 4 com DMSO e
prednisona e o grupos 5 com ribavirina e prednisona e o
grupo 6 com ribavirina, prednisona e DMSO. Os animais fo-
ram anestesiados para a colheita de liquor, medula éssea e
sangue, antes do tratamento para diagndstico através da RT-
-PCR. As amostras negativas foram analisadas pela técnica
de hn-PCR. Todos os animais apresentaram resultado positi-
vo em pelo menos uma das duas reacgoes. O efeito adverso da
ribavirina e a sua associacdo com a prednisona foi a anemia
hemolitica, que foi confirmada pela observacio de bilirrubi-
na na urina apenas dos caes tratados com ribavirina.

TERMOS DE INDEXACAO: Cinomose, ribavirina, prednisona, DMSO,
efeitos indesejaveis, caninos.

INTRODUCAO

A cinomose é uma doenca viral, causada por um RNA virus
do género Morbillivirus, que afeta caes e outros carnivoros
em todo o mundo. Mesmo com uso de estratégias vacinais,
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ela ainda é uma doenca importante na populagido canina,
apresentando a maior taxa de mortalidade depois da rai-
va (Summers & Appel 1994, Greene 2006). A cinomose ¢
ainda uma importante doenga e surtos foram recentemente
relatados em varios paises como Dinamarca, Estados Uni-
dos, Japao, Finlandia e Alemanha (Jézwik & Frymus 2005,
Vandevelde & Zurbriggen 2005). No Brasil, alguns relatos
clinico-patolégicos e soroldgicos indicam a elevada infec-
¢do na populacao canina (Headley & Graca 2000, Silva et
al. 2004). Alguns fatores como a contaminag¢ao ambiental e
em animais portadores, o aparecimento de novas cepas e o
desenvolvimento de infeccdo e doenca mesmo em animais
vacinados tém contribuido para a manuteng¢io do carater
enzodtico da virose com ocorréncia ocasional de surtos
(Bohm et al. 2004).

A ribavirina é uma droga antiviral, analoga a guanosi-
na, inibidora da replicagdo in vitro de alguns RNA e DNA-
-virus, incluindo Herpesvirus, Poxvirus, Influenza virus,
Parainfluenza virus, Reovirus, Togavirus, Paramyxovirus e
Tumor RNA-virus. “In vivo”, o espectro antiviral é restrito,
com acdo contra Herpesvirus, Influenza, Parainfluenza, Pa-
ramyxovirus do Sarampo e Adenovirus (Hayden & Douglas
1990).

No experimento de Elia et al. (2008) a ribavirina mos-
trou-se altamente efetiva na prevencio da replicacdo do
virus da cinomose “in vitro” em baixas concentracées. O
farmaco é capaz de causar mutag¢des no genoma viral e in-
terfere com a RNA polimerase pela competi¢cdo com nucle-
osideos naturais, produzindo erro na terminac¢do da cadeia
do virus.

Mangia (2008) pela primeira vez usou a ribavirina em
cdes naturalmente infectados com o virus da cinomose.
Todos os animais apresentavam sinais neurolégicos e fo-
ram tratados com 30 mg/kg de ribavirina por via oral, a
cada 24 horas, durante 15 dias. Obteve-se melhora clinica
nos animais tratados, porém nao houve comprovag¢do mo-
lecular destes dados. Mangia et al. (2011) demonstraram
a eficacia do tratamento com ribavirina na dose de 30mg/
kg, por via oral, a cada 24 horas, durante 15 dias em um
caso com encefalite aguda pelo virus da cinomose, quando
associada ao DMSO na dose de 1 g/kg, por via intravenosa,
a cada 24 horas.

A aplicagdo clinica da ribavirina mostra restricdes em
humanos devido a alguns efeitos adversos, como a anemia
por acumulo de fosfatos que levam a hemdlise (Wu et al.
2005). Os metabolitos fosforilados diminuem os niveis de
ATP intracelular;, resultando na perda da integridade dos
eritrocitos por desestabilizagio da membrana que pode
causar hemolise extravascular (Inoue et al. 2004, Hitomi et
al. 2011). A severidade da anemia é mais grave em macacos,
a seguir em humanos, roedores e cies (Lin et al. 2003). Ela
ocorre em 30% dos casos tratados e resulta em 9% a 22%
de pacientes que necessitam a reduc¢do da dose para conti-
nuar o tratamento. A sua ocorréncia estd relacionada com
a dose, fung¢do renal e idade do paciente (Sung et al. 2011).

Sorrells & Sapolsky (2007) concluiram que, no sistema
nervoso, a administragdo cronica de glicocorticéides ou li-
beracdo de corticéide endégeno nao sdo constantemente
anti-inflamatérios e em algumas circunstancias agem au-
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mentando o processo inflamatdrio, pelo niimero de células
inflamatérias, pelo nivel de mediadores inflamatdrios e pela
ativacdo do fator de transcricdo. No sistema nervoso lesado,
niveis de estresse do glicocorticdéide podem induzir uma
resposta pro-inflamatéria e em niveis basais ou de baixo
estresse possuem um efeito tradicional anti-inflamatoério.

A solubiliza¢do de nucleotideos em solventes organicos
é importante para a passagem de fArmacos contendo essas
substancias através das membranas celulares. Pelos estu-
dos de West et al. (1994), a base guanosina é hidrofébica e
sua interacdo com Dimetil-Sulféxido (DMSO) pode torna-
-la permeavel a substancias lipofilicas, indicando que este
pode servir como veiculo de transporte de fairmacos nucle-
otideas por membranas celulares.

A partir de 1964, o DMSO passou a ser amplamente
estudado e utilizado em uma gama imensa de pesquisas
cientificas pelas quais foram descobertas muitas das suas
propriedades farmacoldgicas, como a captura e remo-
¢do de radicais hidroxidos livres, o que explica suas pro-
priedades protetoras como ac¢do anti-inflamatéria, anti-
-isquémica, crioprotecdo e radioprotecdo (Brayton 1986,
Paes 1999, Lind et al. 2000, Ali 2001, Kishioka et al. 2007).
Este composto contribui para manuten¢ao da microcircu-
lacdo e reduz a destruicdo celular pela inflamag¢iao. Como
mecanismo de acdo foi observado que inibe a migracdo de
células inflamatérias, modula a resposta imuno-mediada,
inibe a produgdo de anticorpos e inibe a proliferacdo de
fibroblastos, que pode ser importante nas condi¢des cro-
nicas (Brayton 1986). O farmaco é bem tolerado em altas
doses, ndo causa alteragdes cardiacas e no peso corporal
(Ali 2001). Em cées, elevadas doses, podem levar a halitose,
anemia, hemoglobintria e aumento dos niveis de transami-
nase (Brayton 1986).

0 objetivo do estudo foi de identificar efeitos colaterais
causados pelo uso de ribavirina, prednisona e DMSO em
caes naturalmente infectados com o virus da cinomose com
sinais neuroldgicos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 60 cdes com sinais neuroldgicos ocasionados
pelo virus da cinomose, diagnosticados a partir do histérico de
vacinagdo, desenvolvimento clinico da doenga e exame fisico. A
confirmacdo diagnéstica foi realizada pela técnica da reagdo em
cadeia pela polimerase pela transcriptase reversa (RT-PCR), se-
guida da hemi-nested PCR nos casos negativos.

Para a inclusdo dos animais no estudo, os sinais neurolégicos
deveriam ter apresentacdo clinica multifocal, ou seja lesGes em
varios locais do sistema nervoso central, e carater progressivo de
no maximo 10 dias de evolugdo. Os animais incluidos apresenta-
ram sinais de acometimento dos sistemas respiratorio, digestério
e ocular simultaneamente ou anterior a apresentagdo neurolo-
gica. Os animais deveriam apresentar entre 2 meses a 6 anos de
idade, independente do sexo e raca. Foram divididos de forma ale-
atéria em seis grupos de dez animais quando atendidos no Hospi-
tal Veterinario da FMVZ, Unesp-Campus Botucatu, no Servico de
Enfermidades Infecciosas dos Animais:

Grupo 1. Composto por animais tratados com a ribavirina, na
dose de 30mg/kg.

Grupo 2. Composto por animais tratados com ribavirina e
DMSO, nas doses de 30 mg/Kg e 20 mg/Kg respectivamente.
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Grupo 3. Composto por animais que receberam o DMSO na
dose de 50 mg/kg, diluido na concentragdo de 10 a 20%, por via
intravenosa, a cada 24 horas, durante 15 dias.

Grupo 4. Composto por animais que receberam a prednisona
na dose de 4 mg/kg, por via oral, a cada 24 horas, durante 7 dias,
apo6s receberam 2mg/kg, por via oral, a cada 24 horas até comple-
tar os 15 dias de tratamento. Apds este periodo os animais foram
encaminhados para o término do tratamento com glicocorticdide,
com reducdo gradativa da dose.

Grupo 5. Os animais incluidos neste grupo receberam a riba-
virina na dose de 30mg/kg, por via oral, a cada 24 horas, durante
15 dias. Em associa¢do a prednisona foi administrada na dose de
4mg/kg, por via oral, a cada 24 horas, durante sete dias, com pos-
terior reducdo da dose para 2mg/kg, por via oral, a cada 24 horas,
até completar o periodo de 15 dias. Apds este periodo os animais
foram encaminhados para o término do tratamento com glicocor-
ticdide, com reducdo gradativa da dose.

Grupo 6. Composto por cdes que receberam 30mg/kg de riba-
virina, por via oral, a cada 24 horas, durante 15 dias; 50mg/kg de
DMSO, via intravenosa, a cada 24 horas, durante 15 dias e 0,5mg/
kg de prednisona, por via oral, a cada 12 horas, durante sete dias,
sendo reduzida para 0,25mg/kg, a cada 24 horas até completar
15 dias de tratamento. Ap6s este periodo os animais foram enca-
minhados para o término do tratamento com glicocorticéide, com
redugdo gradativa da dose.

Todos os animais receberam tratamento sintomatico e de
suporte basico, como antimicrobianos, hidrata¢do, quando em
anorexia os animais recebiam glicose intravenosa, complexo B e
vitamina C, &cido gama aminobutirico, vitamina E, quando apre-
sentavam lesdes oculares foram tratados com pomadas olftalmi-
cas, e foram avaliados neurologicamente todos os dias. Foram
realizados exames complementares de forma rotineira. Para tais
procedimentos, os animais ficaram internados durante todo o pe-
riodo de tratamento.

A Ribavirina (Ribavirin®) utilizada na pesquisa possui apre-
sentacdo de capsulas de 250mg e foi diluido para facilitar a admi-
nistragdo oral em todos os animais. Foram utilizadas oito capsulas
de ribavirina para 50 mL de solugio fisiologica 0,9% estéril, for-
mando uma solugdo de 40mg/mL. Este fairmaco foi utilizado com
intervalo de 24 horas na administracdo e no periodo de 15 dias
em todos os grupos que o receberam.

A prednisona foi adquirida em farmacia de manipulagao (Cruz
Vermelha, Botucatu, SP), na forma de solu¢do oral, na concentra-
¢do de 40mg/mL em frascos de 50mL.

0 DMSO foi utilizado a sua forma comercial Dimetil Sulféxido
P.A.®, na concentragdo de 99,9%, sendo que para a administragido
intravenosa, o fArmaco foi diluido em solugao fisioldgica 0,9% es-
téril na proporc¢do de 10 a 20%. Este composto foi utilizado com
intervalo de 24 horas e no periodo de 15 dias em todos os grupos
que o receberam.

Foram realizadas duas colheitas de liquor em cada animal sob
anestesia, antes e ap0ds o tratamento. A técnica de colheita de liqu-
or seguiu a descri¢do feita por Dewey (2006), onde se utilizou trés
tubos e a quantidade de liquido colhida variou de 0,5 a 3mL, de-
pendendo do tamanho do animal. No mesmo momento em que as
amostras de liquor foram colhidas, utilizou-se do mesmo procedi-
mento anestésico para a colheita de medula éssea. Este material
também foi utilizado para realizagdo do diagnéstico molecular
para detecgdo do virus da cinomose.

As amostras de sangue foram colhidas no volume de 10mL,
sendo entdo acondicionados em tubos com EDTA a 7,5% e sem
anticoagulantes. O local da pungdo foi a veia jugular e, ap6s o pro-
cedimento, as amostras foram levadas diretamente ao Laboraté-
rio Clinico Veterinario para realizacdo de hemograma e andlises

bioquimicas de fungdo hepatica e renal. O sistema hepatobiliar foi
avaliado a partir da atividade sérica da alanina-aminotransferase
(ALT), fosfatase alcalina (FA) e gama-glutamiltransferase (GGT) e
da concentragdo de albumina. O sistema renal foi avaliado pela
mensuracdo dos residuos nitrogenados, ureia e creatinina no
soro, e pelo exame de urina tipo L.

Para a realizacdo do exame de urina tipo I foram separados
5mL da amostra em tubos e centrifugados na rotagao de 1.500
rpm durante cinco minutos, permitindo desta forma, descartar o
sobrenadante e o 0,5mL restante foi utilizado para confeccionar
lamina para a observagdo do sedimento urinario em microscopio
optico, em aumento 40x. A outra parte da amostra foi utilizada
para o exame fisico-quimico, sendo o exame fisico realizado pela
observacdo de volume, cor e turbidez e a densidade foi obtida por
refratometria. Foram utilizadas tiras reagentes para a avaliagdo
de pH, proteinas, glicose, urobilinogénio, presenca de bilirrubina
e sangue oculto. Para determinacdo de sais biliares foi utilizado o
teste de Hay com sal de enxofre.

Nos animais dos grupos 3 e 4 foi colhido sangue para hemo-
grama de acompanhamento nos dias 12, 72 e 152 e ndo foram re-
alizados exames bioquimicos. Ja nos animais dos grupos 1, 2,5 e
6, as amostras de sangue foram colhidas nos dias 12, 42, 72, 109,
122 e 152. As dosagens bioquimicas foram realizadas nos dias 12,
5¢2,10%e 152,

As amostras de urina foram colhidas preferencialmente pela
puncdo da vesicula urinaria e levadas ao mesmo laboratério. No
caso de animais muito pequenos foi utilizada a sondagem uretral
para obtengdo da urina. O exame de urina do tipo I foi realizado
nos animais dos grupos 1, 2, 5 e 6 nos dias 19, 52, 102 e 152 de
tratamento.

A extracdo do RNA foi realizada nas amostras de sangue, me-
dula éssea e liquor, utilizando-se o Kit para extragdo de RNA In-
visorb® Spin Virus RNA Mini Kit (Inviteck®). Para realizacdo da
extragdo foram diluido 100puL da amostra em 100uL de agua livre
de nucleases. E para cada cinco amostras foram adicionados um
controle negativo que era composto apenas por 200uL de agua
livre de nucleases. As reagoes foram realizadas em baterias de 10
amostras por vez. Para controle positivo foi utilizado amostra de
urina sabidamente positiva e para realizacdo da extragio utilizou-
-se a mesma diluicdo em agua livre de nucleases.

O RNA foi imediatamente aliquotado em tubos de 7uL. Seguido
da conversdo em cDNA, as amostras (7uL) foram levadas direta-
mente ao termociclador para desnaturagdo do RNA, durante sete
minutos em temperatura de 95°C. A mistura para reagdo foi com-
posta por 3uL de agua Mili-Q autoclavada; 1pL de Randon Primer
(250ng/puL); 1uL de dNTP (10mM); 5uL de Buffer 5x; 1uL. de DDT
(0,1 M); 1pL de inibidor de RNAse (10 U/pL) e 1pL tampdo de M-
-MLV Reverse transcriptase. A mistura formou como volume final
13pL. Aliquotou-se 13pL em cada microtubo previamente iden-
tificado com o RNA previamente aquecido, totalizando-se 20pL.
Levou-se ao termociclador no programa CINOCDNA (composto
por ciclo de 25°C por 10 minutos; 37°C por 50 minutos e 70°C
por 15 minutos, totalizando um periodo de 1 hora e 15 minutos).

Para a realizagdo da reagdo de RT-PCR foi necessaria a prepa-
racdo de outra mistura com 17,35uL de agua Mili-Q autoclavada;
2,5uL de Buffer 10x; 0,75uL de Mg,Cl, (50mM); 0,5uL de dNTP
(10mM); 1,25puL do Primer CDV-NPS F1 (Quadro 1); 1,25pL do
Primer CDV-NPS R1 (Quadro 1); 0,15uL de Taq DNA Platinum
(5U/uL), com volume final de 23,75uL da mistura. Aliquotou-se
23,75uL. em cada microtubo previamente identificado, sempre
mantido em gelo, na sala de aplicacdo foi pipetado 1,25uL do
cDNA em cada tubo, totalizando 25pL de volume total. Apds os
microtubos foram levados ao termociclador no programa CINOP-
CR (composto por ciclo de 95°C por 10 minutos, 39 ciclos de 95°C
por 30 segundos, 5%°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos,
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Quadro 1. Descrigdo da sequéncia de nucleotideos iniciadores
utilizados na reacao de RT-PCR e hn-RT-PCR para a detec¢cao
do virus da cinomose em cies. Botucatu/SP, 2011

Primers (nimero de acesso aos genes) Iniciadores

Primer ITS 1 F (10 pmol)

CVD-NPSF15’-3’ ATCCCCAGGRAACAAGCCTACAA
Primer ITS 1 R (10 pmol)

CVD-NPSR15’-3’ CCTTGGTGATGCCAAGCTCG
Primer ITS 2 R (10 pmol)

CVD-NPSR2 5-3’ CGAATTTTAACCCTCCATG

Amaral (2007).

depois 72°C por 10 minutos e 4°C for ever) e, ap6s, foi armazena-
do a -20°C. A leitura do gel foi realizada em gel de agarose a 2%
em transluminador UV, corados em brometo de etideo, onde se
esperou um produto amplificado com 440 pb.

Para a reacdo do hn-PCR, utilizou-se as amostras que foram
negativas na RT-PCR, onde aliquotou-se 23,75puL da mistura e
1,25pL do produto amplificado. A mistura foi composta pelos
mesmos reagentes, porém na hn-PCR utilizou-se Primer CDV-NPS
R2 (Quadro 1) no lugar do Primer CDV-NPS R1, e o produto es-
perado desta reacdo apresentou 331pb na leitura do gel. Os ini-
ciadores (primers) utilizados nas duas rea¢des amplificaram re-
gides especificas do gene da nucleoproteina [GenBank: X02000.1]
(Amaral 2007).

A comparacdo de frequéncias de ocorréncias foi realizada pe-
los teste de Qui-quadrado ou G de Williams. Para as variaveis or-
dinais as comparagdes entre os grupos foi realizada pelo teste de
Kruskall-Wallis, seguido de comparacdo de medianas pelo teste
de Dunn. As variaveis discretas e continuas foram submetidas a
verificacdo do tipo de distribuicdo pelo teste de Shapiro-Wilkins;
quando de distribuicdo Normal, os grupos foram comparados pela
Andlise de Varidncia Um Fator seguido de teste de Tukey; quando
de distribui¢do Livre, os grupos foram comparados pelo teste de
Kruskall-Wallis, seguido de comparagdo de medianas pelo teste
de Dunn. Em todas as andlises, valores de P menores que 0,05 fo-
ram considerados significantes.

0 estudo esta de acordo com os Principios Eticos na Experi-
mentacdo Animal e foi aprovado pela Camara de Etica em Experi-
mentacdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootec-
nia, Unesp-Campus Botucatu, no dia 9 de dezembro de 2008, com
numero de protocolo 222/2008-CEEA.

RESULTADOS

Todos os animais incluidos na pesquisa foram positivos no
diagnostico molecular para cinomose em pelo menos uma
das trés amostras colhidas (sangue periférico, medula 6s-
sea e/ou liquor).

Todos os grupos apresentaram queda na mediana da
contagem de hemécias, evidenciando anemia ap6s o perio-
do de tratamento. Os animais dos grupos 3, 5 e 6 apresenta-
ram valores inferiores a 3.500.000 células/pL (Quadro 2).

Diferente dos outros grupos, dois animais do G5 e um
animal do G6 apresentaram valores da contagem de hema-
cias abaixo de 2.000.000 células/uL no 152 dia de trata-
mento, que se pode classificar como anemia intensa.

Nao foram encontradas altera¢gdes morfolégicas em he-
mdcias ou dos indices hematimétricos com significancia ao
atual estudo.

Apds o tratamento experimental, foi possivel iden-
tificar que a ribavirina em associagdo com a prednisona
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levou a queda nos niveis de hemoglobina nos cies dos
grupos 5 e 6 diferente do que foi encontrado nos grupos
que nao receberam a associacdo dos dois farmacos. Além
disso, os grupos 2 e 6 que receberam DMSO em associagdo
aos medicamentos experimentais mantiveram a dosagem
de hemoglobina mais elevada do que nos grupos 1 e 5 que
usaram os mesmos medicamentos, porém sem o DMSO

(Fig.1).

Quadro 2. Mediana e percentis em escores da contagem de
hemacias dos cides com cinomose, nos diferentes grupos
experimentais, no décimo quinto dia de tratamento.

Botucatu/SP, 2011
Grupo Minimo P252 Mediana pP75° Maximo
G1 2.560.000  3.177.500 3.895.000 4.835.000 6.180.000
G2 2.743.000  4.550.000 4.710.000 5.012.500 5.362.318
G3 3.340.000  3.408.000 3.480.000 3.905.000 4.730.000
G4 2.050.000  3.310.000 3.860.000 4.192.500 4.800.000
G5 1.320.000  2.367.500 3.080.000 3.832.500 5.490.000
G6 1.870.000  2.760.000 3.400.000 3.595.000 4.180.000

Estatistica: Kruskall-Wallis, p=0,0776. * percentil 25, ® percentil 75. G1
= grupo 1 (Ribavirina 30mg/kg); G2 = grupo 2 (Ribavirina 30mg/kg e
DMSO 20mg/kg); G5 = grupo 5 (Ribavirina 30mg/kg e Prednisona 4mg/
kg); G6 = grupo 6 (Ribavirina 30mg/kg, Prednisona 2mg/kg e DMSO
50mg/kg).

15 +

14

312
= ——G1
g1l —-G2

£

T:n 10 - —h—G3
£ —=>=G4

K] 9
G5

8
——G6

1 4 7 10 12 15
Dias de Tratamento

Fig.1. Representacdo grafica das medianas da dosagem de hemo-
globina dos caes com cinomose, em cada momento de colhei-
ta de material nos grupos experimentais. Botucatu/SP, 2011.
|Estatistica: Teste de Kruskall-Wallis. G1 = grupo 1 (Ribavirina
30mg/kg); G2 = grupo 2 (Ribavirina 30mg/kg e DMSO 20mg/
kg); G3 = grupo 3 (DMSO 50mg/kg); G4 = grupo 4 (Predniso-
na 4mg/kg); G5 = grupo 5 (Ribavirina 30mg/kg e Predniso-
na 4mg/kg); G6 = grupo 6 (Ribavirina 30mg/kg, Prednisona
2mg/kg e DMSO)]

A contagem de plaquetas e leucécitos ndo demonstra-
ram alteragdes relevantes ao estudo.

As dosagens bioquimicas de fun¢do hepatica e renal nao
evidenciaram efeitos colaterais dos firmacos experimentais.

0 exame de urina tipo I ndo apresentou resultado im-
portante com relacdo as func¢des hepatica e renal. No déci-
mo quinto dia, todos os grupos que receberam a ribavirina
apresentaram valores altos da dosagem de bilirrubina na
urina, podendo indicar que esta induza anemia por hemo-
lise (Quadro 3).
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Quadro 3. Mediana e percentis em escores da dosagem de
bilirrubina na urina dos cdes com cinomose, nos diferentes
grupos experimentais, no décimo quinto dia de tratamento.

Botucatu/SP, 2011

Grupo Minimo P25 Mediana P75 Maximo
G1 0,0 0,0 0,0 5,0 5,0
G2 0,0 0,0 0,0 2,0 5,0
G5 0,0 0,0 2,5 5,0 5,0
G6 0,0 0,0 0,5 2,0 5,0,

Estatistica: Kruskall-Wallis, p=0,4952. P25 = percentil 25; P75 = percentil
75; 0 = negativo; 1,0 = tragos de bilirrubina; 2,0 = + de bilirrubina; 3,0 =
++ de bilirrubina; 4,0 = +++ de bilirrubina; 5,0 = ++++ de bilirrubina. G1
= grupo 1 (Ribavirina 30mg/kg); G2 = grupo 2 (Ribavirina 30mg/kg e
DMSO 20mg/kg); G5 = grupo 5 (Ribavirina 30mg/kg e Prednisona 4mg/
kg); G6 = grupo 6 (Ribavirina 30mg/kg, Prednisona 2mg/kg e DMSO
50mg/kg).

DISCUSSAO

A anemia pode ser atribuida ao aumento da destruicdo dos
eritrdcitos ou pela diminui¢ao de sua producao. A destrui-
¢do é determinada pela presenca do virus nos eritrécitos
ou pela deposicdo de imunocomplexos na membrana des-
tas células. A queda da producdo pode ser atribuida a falén-
cia da medula 6ssea devido ao estresse desencadeado pela
doenca. Na maioria dos casos os eritrocitos apresentam-se
normociticos e normocrémicos e ndo ha sinais de regene-
racdo medular (Silva et al. 2005). Concordando com a lite-
ratura, a maior parte dos animais da pesquisa apresentava
anemia quando chegou para o tratamento, ja que todos os
grupos tiveram medianas da contagem de hemacias abaixo
dos valores de normalidade para cdes (Meyer et al. 1995).

Como ocorreu na pesquisa anterior de Mangia (2008),
os animais ap0s o periodo de tratamento com a ribavirina
apresentaram valores baixos da contagem de hemacias. No
presente estudo verificou-se que todos os grupos apresen-
taram uma queda na mediana da contagem de hemacias,
mesmo os animais do grupo controle. Os animais dos gru-
pos 3, 5 e 6 foram os que apresentaram valores inferiores
a 3.500.000 hemacias/uL. Dois animais do G5 e um do G6
apresentaram valores da contagem de hemacias abaixo de
2.000.000 células/pL no 152 dia de tratamento, que pode-
mos classificar como anemia intensa (Meyer et al. 1995).

A aplicagdo clinica da ribavirina mostra restricoes de-
vido a alguns efeitos adversos, especialmente, indugio de
anemia hemolitica. O acimulo dos fosfatos do antiviral em
eritrocitos leva a anemia (Wu et al. 2005). A severidade da
anemia é mais grave em macacos, seguidos dos humanos,
roedores e caes (Lin et al. 2003).

No entanto, Papich et al. (2003) afirmam nao ter encon-
trado efeitos colaterais da ribavirina em cies, na dose de 60
mg/kg durante duas semanas. No presente estudo, a dose de
30 mg/kg administrada no periodo de duas semanas apre-
sentou discreto quadro de anemia, porém quando adminis-
trado associado ao glicocorticéide induziu anemia intensa.

Nao foram encontrados na literatura relatos de efeitos
colaterais da ribavirina potencializados por glicocorticéi-
des, portanto este é o primeiro relato de quadros de anemia
severa em cdes que receberam ribavirina em associacdo
com a prednisona.

A ribavirina administrada sistemicamente, em altas
doses, pode causar efeitos indesejaveis, como anemia por
hembolise extravascular e aumento de bilirrubina no soro,
0s quais sdo reversiveis quando cessada a administra¢do
do farmaco (Bean 1992, Takahashi et al. 1998, Hosoya et
al. 2001). Assim, sugere-se que a presenca de bilirrubina
na urina signifique a hemolise seja causada pela ribavirina
e ndo necessariamente por uma lesdo hepatica. Da mes-
ma forma aconteceu no décimo quinto dia de tratamento,
houve um aumento da quantidade de bilirrubina na urina
em todos os grupos, sendo que o G5 foi o que apresentou
a maior dosagem de bilirrubina na urina. Outra hipétese
para estes achados seriam indicios de uma sobrecarga do
sistema hepatobiliar destes cies, na dose e intervalo en-
tre doses da ribavirina utilizada na pesquisa. No entanto,
nenhuma das amostras de urina apresentou positividade
para a presenca de sais biliares, o que diminui as chances
que seja uma alteracao no sistema hepatobiliar.

CONCLUSAO

Conclui-se que a ribavirina na dose de 30mg/kg adminis-
trada durante 15 dias consecutivos foi capaz de induzir
anemia em cdes naturalmente infectados com o virus da ci-
nomose. Pode-se verificar que a associacdo deste farmaco
com a prednisona piorou o quadro de anemia nos cies. Su-
gere-se que novos estudos sejam realizados com o objetivo
de identificar e classificar o tipo de anemia produzida por
esses medicamentos em cdes para facilitar a sua utilizagcdo
na rotina clinica.

Agradecimentos.- Aos professores e residentes do Departamento de Hi-
giene Veterindria e Saude Publica, FMVZ, Unesp-Botucatu, SP. Ao Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq). A Coor-
denacgdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela
concessdo de bolsa de doutorado.

REFERENCIAS

Ali B.H. 2001. Dimethyl sulfoxide: recent pharmalogical and toxicological
research. Vet. Hum. Toxicol. 43:228-231.

Amaral H.A. 2007. Detecgdo do virus da cinomose pela técnica de RT-PCR
em cdes com sintomatologia neurolégica. Tese de Doutorado, Programa
de Pé6s-Graduagio em Clinica Veterinaria, Universidade de Sdo Paulo,
Sao Paulo, SP.

Bean B. 1992. Antiviral therapy: current concepts and practices. Clin. Mi-
crobiol. Rev. 5:146-182.

Bohm M., Herrtage M.E., Weir A., Hasted A.M. & Maxwell N.S. 2004. Serum
antibody titers to canine parvovirus, adenovirus and distemper virus in
dog in the UK wich had not been vaccinated for at least three years. Vet.
Rec. 154:457-463.

Brayton C.F. 1986. Dimethyl sulfoxide (DMSO): a review. Cornell Vet.
76:61-90.

Dewey C.W. 2006. Neurologia de Cdes e Gatos: guia pratico. 22 ed. Roca,
Sdo Paulo. 352p.

Elia G., Belloli C., Cirone F, Lucente M.S., Caruso M., Martella V., Decaro
N., Buonavoglia C. & Ormas P. 2008. In vitro efficacy of ribavirin against
canine distemper virus. Antiviral Res. 77:108-13.

Greene C.E. & Appel M.J. 2006. Canine distemper, p.25-41. In: Greene C.E.
(Eds), Infectious Disease of the Dog and Cat. W.B. Saunders, Philadelphia.

Hayden F.G. & Douglas R.G. Jr 1990. Antiviral agents, p.370-393. In: Man-
dell G.L., Douglas Jr R.G. & Bennett J.E. (Eds), Principles and Pratice of
Infectious Disease. Churchill Livingestone, New York.

Pesq. Vet. Bras. 34(5):449-454, maio 2014



454 Simone H. Mangia et al.

Headley S.A. & Graga D.L.2000. Canine distemper: Epidemiological findings
of 250 cases. Braz. |. Vet. Res. Anim. Sci. 37(2):136-140.

Hosoya M., Shigeta S., Mori S., Tomoda A., Shiraishi S., Miike T. & Suzuki H.
2001. High-dose intravenous ribavirin therapy for subacute sclerosing
panencephalitis. Antimicrob. Agents Chemother. 45:943-945.

Jézwik A. & Frymus T. 2005. Comparison of the immunofluorescence as-
say with RT-PCR and Nested PCR in the diagnosis of canine distemper.
Vet. Res. Commun. 29:347-359.

Kishioka T, lida C,, Fujii K., Nagae R., Onishi Y., Ichi I. & Kojo S. 2007. Effect
of dimethyl sulphoxide on oxidative stress, activation of mitogen actived
protein kinase and necrosis caused by thioacetamide in the rat liver. Eur.
J. Pharmacol. 564:190-195.

Lin C, Yeh L., Luu T, Lourenco D. & Lau J.Y.N. 2003. Pharmacokinetics and
metabolism of [14C] ribavirin in rats and Cynomologus monkeys. Anti-
microb. Agents Chemother. 47:1395-1398.

Lind R.C., Begay C.K. & Gandolfi]. 2000. Hepatoprotection by Dimethyl Sul-
foxide. Toxicol. Appl. Pharmacol. 166:145-150.

Mangia S.H. 2008. Tratamento experimental de cdes naturalmente infectados
com o virus da cinomose na fase neurolégica com o uso da ribavirina e di-
metil-sulféxido (DMSO). Dissertagdo de Mestrado, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, SP. 152p.

Mangia S.H., Perrotti I.B.M., Martinho A.P.V. & Paes A.C. 2011. Tratamento
de cao com encefalite aguda pela cinomose. Anais 52 Neurovet - Simp6-
sio de Neurologia Veterinaria, Floriandpolis, SC, p.10. (Resumo)

Paes A.C. 1999. Estudo da potencializagdo da a¢do terapéutica da isoniazi-
da pelo dimetil-sulféxido (DMSO) no tratamento de hamsters (Mesocri-
cetus auratus) experimentalmente infectados com Mycobacterium bovis
(Cepa ANS). Tese de Doutorado, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, SP. 183p.

Pesq. Vet. Bras. 34(5):449-454, maio 2014

Papich M.G., Heit M.C. & Riviere J.E. 2003. Formacos antifliingicos e anti-
virais, p.767-790. In: Adams H.R. (Ed.), Farmacologia e Terapéutica em
Veterindria. 82 ed. Guanabara Koogan, Rio de Janeiro.

Silva L.H.Q., Morinishi C.K. & Nunes C.M. 2004. Diagnéstico diferencial en-
tre raiva e a cinomose em amostras de cérebro de cies examinadas no
periodo de 1998 a 2001 na regido de Aracgatuba, SP, Brasil. Args Inst.
Bioldgico, Sdo Paulo, 71:317-321.

Sorrells S.F. & Sapolsky R.M. 2007. An inflammatory review of glucocorti-
coid actions in the CNS. Brain Behav. Immun. 21:259-272.

Summers B.A. & Appel M.J. 1994. Aspects of canine distemper virus and
measles virus encephalomyelitis. Neuropathol. Appl. Neurobiol. 20:525-
534.

Sung H., Chang M. & Saab S. 2011. Management of hepatitis C antiviral
therapy adverse effects. Curr. Hepatitis Rep. 10:33-40.

Takahashi T., Hosoya M., Kimura K., Ohno K., Mori S., Takahashi K. & Shigeta
S. 1998. The cooperative effect of interferon-a and ribavirin on subacute
sclerosing panencephalitis (SSPE) virus infections, in vitro and in vivo.
Antiviral Res. 37:29-35.

Vandevelde M. & Zurbriggen A. 2005. Demyelination in canine distemper
virus infection: a review. Acta Neuropathol. 109:56-68.

West R.T, Garza L.A., Winchester W.R. & Walmsley J.A. 1994. Conforma-
tion, hydrogen bonding and aggregate formation of guanosine 5’-mo-
nophosphate and guanosine in dimetylsulfoxide. Nucleic Acids Res.
22:5128-5134.

Wu J.Z,, Larson G., Walker H., Shim J.H. & Hong Z. 2005. Phosphorylation of
ribavirin and viramidine by adenosine kinase and cytosolic 5’-Nucleo-
tidase II: implications for ribavirin metabolism in erythrocytes. Antimi-
crob. Agents Chemother. 49:2164-2171.



