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O cerebelo dos cdes  ndo infectados, sem alteragoes
NISTOIOZICAS. .. veeeiviieciiie ettt et e et e e s tee e sae e e e neeenseeens 42

O cerebelo de caes afetados por leucoencefalite aguda por VCC. A figura
apresenta alteragdes em astrocitos e microgliose focal (seta) e

ocasionalmente poucas bainhas de mielina vacuoladas (ULRICH et al.,

O cerebelo de caes afetados por VCC na fase subaguda, apresentando
leucoencefalite com desmielinizagdo, mas sem inflamacdo. A substancia
branca estd desmielinizada focalmente (asterisco) combinada com astro e

microgliose (seta) (ULRICH et al.,

O cerebelo de caes afetados por leucoencefalite cronica por VCC com
desmielinizagdo e com inflamagdo apresentou substdncia branca
desmielinizada focalmente (asterisco), combinada com astro- e microgliose
(seta), bem como infiltrados inflamatdrios perivasculares (ponta de seta)

(ULRICH €t al., 2014)...eororveooeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeseeseeseeeeseeeeeeeseeeesesseeeee 42

Figura 11: Fotomicrografias do cérebro de cdes com cinomose. Coloragdo:

Hematoxilina e Eosina (DE NARDO et al.,
2020). ettt ettt b e et h bttt sh e e bt e ht e bt et eeat e bt et eatesaeentes 44
a) A 4rea de desmielinizacdo na substincia branca adjacente ao quarto
ventriculo (¥, bar = 200 upum) DE NARDO et al.,
2020). 1ttt ettt ettt et e et e e n e e bt enteereeateenteeneenseenes 44

b) Presenca de numerosas inclusdes acidofilicas pleomorficas no citoplasma

de astrocitos reativos (setas, barra = 20 um) DE NARDO et al,

¢) Area de necrose liquefativa rica em células Gitter (células fagociticas

derivadas de monocitos da circulagdo sanguinea, ¢ em menor parte da micréoglia

residente)

(setas, barra = 20 pm) DE NARDO et al.,



Xi

d) Manguitos perivasculares e hiperemia vascular em no neurdpilo (setas, barra

= 50 um) DE NARDO et al.,

Figura 12: A figura mostra a apresentacao histologica da substancia branca cerebelar
de caes do grupo controle e com cdes com cinomose. Coloracao: hematoxilina e eosina
(HE) A—A"'""") e violeta azul-cresil rapido de luxol
(LEB / KEV) (B = B /)t eeetteee ettt 45
Grupo 1: O animal do grupo controle apresenta a substidncia branca
TIEACTA. 1.ttt ettt et eat e e bt e s a b e e b e e a bt e b e et e e bt e eab e e bt e sabe e bt e et e eeeas 45
Grupo 2: Lesao aguda com hipercelularidade e vacuolizagao.
(A B ettt 45
Grupo3: Lesdo desmielinizada subaguda com hipercelularidade, astrocitos
gemistociticos (seta), células gitter (cabega de seta) e a coloragio LFB / KEV
intralesional
AIMINUIAA. .ttt ettt st 45
Grupo 4: Lesdo subaguda a cronica com cufs perivasculares marcados,
astrocitos gemistociticos (setas) e desmielinizagdo da substancia branca. Asterisco: vaso
sanguineo (A — A '’ ") Barra de escala= 50 um. (B—B'""), barra de escala =200 pm.
(KLEMENS €t al., 2019)..c..iiiiiiiiiieiieieetesieee ettt st 45

Figura 13: O fragmento do lobo parietal direito de um cao, macho, SRD, adulto. A seta
azul aponta um
infiltrado de células inflamatorias mononucleares, sugestivas de linfocitos, na regido

LS 1(eT) ] § (o7 T 45

Figura 14: Imagem de um cdo, macho, SRD, adulto. O fragmento do lobo parietal
esquerdo mostra perda de substancia branca, neurdnios vermelhos por isquemia e

degeneracgdo neuronal. (Paciente do setor MI, FMVZ-Unesp, Botucatu, 2021)............. 46

Figura 15: Imagem de um cdo, macho, SRD, adulto. O fragmento do lobo parietal

esquerdo apresentando



xii

astrécitos em desmielinizagdo intensa e infiltrado linfocitdrio no lobo parietal.
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Cipriano, L. F. Atualizacées na neuropatogenia da cinomose. Botucatu, 2021. 84 p.
Dissertac¢ao (mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista (UNESP).

RESUMO: O objetivo deste estudo foi revisar a neuropatogenia causada pelo
Morbillivirus em caes, através de revisdo de literatura sistematica com énfase na
fisiopatogenia da cinomose. Foram analisadas amostras de encéfalos de cdes com
diagnostico de cinomose que vieram a 0bito, com base em analise histopatoldgica das
lesdes. A cinomose ¢ uma doenga multissistémica grave, altamente contagiosa, com
altas taxas de morbidade e mortalidade. E necessario um estudo completo da
neuropatogenia da cinomose, abrangendo a etiopagenia e as complicagdes neuroldgicas
da doenga para elucidar detalhadamente as consequéncias dessa infeccdo, como as
lesdes desmielinizantes multifocais cronicas. Nessas patologias, os nucleocapsideos
virais por ndo utilizarem envelopamento em particulas virais para a sua multiplicacao,
sdo transmitidos para as células nervosas através de receptores, principalmente os
astrocitos. A fusdo célula a célula depende da nectina-4, presente nas cepas
desmielinizantes do virus da cinomose (VCC). Algumas pesquisas mostram que o virus
da cinomose acomete o SNC, mesmo que a infeccdo ndo tenha gerado alteracdes
neurologicas. Os mecanismos de invasdo e disseminagdo cerebral do Morbillivirus
ainda ndo sdo totalmente conhecidos. A andlise das alteragdes neuropatologicas
causadas pela presenga do VCC pode auxiliar estudos de novos tratamentos que visam a
recuperacdo de sinais neuroldgicos de cdes acometidos pela cinomose, que resultam nas

principais causas de obitos.

Palavras chaves: Desmielinizag¢ao, Morbillivirus, Encefalite.
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Cipriano, L. F. Updates on the neuropathogenesis of canine distemper disease.
Botucatu, 2021. 84 p. Dissertation (Master) - School of Veterinary Medicine and
Animal Science, Botucatu Campus, Sao Paulo State University (UNESP).

ABSTRACT: The aim of this study was to review the neuropathogenesis caused by
Morbillivirus in dogs through systematic literature review with emphasis on the
pathophysiology of canine distemper. Encephalic samples from dogs diagnosed with
canine distemper that died were analyzed based on histopathological analysis of the
lesions. Canine distemper is a severe, highly contagious, multisystemic disease with
high morbidity and mortality rates. A complete study of the neuropathogenesis of
canine distemper, covering the etiopathogenesis and neurological complications of the
disease is necessary to elucidate in detail the consequences of this infection in the
Central Nervous System (CNS), such as chronic multifocal demyelinating lesions. In
these pathologies, the viral nucleocapsids by they do not use envelopment in viral
particles for their multiplication, they are transmitted to the nerve cells through
receptors, mainly the astrocytes. Cell-to-cell fusion depends on nectin-4, which is
present in demyelinating strains of cynomatosis virus (DCV). Some research shows that
the distemper virus affects the CNS, even if the infection has not generated neurological
changes. The mechanisms of brain invasion and dissemination of Morbillivirus are not
yet fully known. The analysis of neuropathological changes caused by the presence of
CCV to support studies of new treatments aimed at the recovery of neurological signs in

dogs affected by canine distemper, which results in the main causes of death.

Key words: Demyelination, Morbillivirus, Encephalitis.
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Preambulo

Esta dissertacdo de mestrado foi elaborada a partir da compreensdo acerca da
necessidade de novas pesquisas sobre a neuropatogencia da cinomose.

Ao ocorrer a entrada do virus no SNC, com comprometimento da substancia
cinzenta e posteriormente da substancia branca, as células da microglia alteram
mecanismos de nutri¢ao, sustenta¢do e defesa cerebral. O estudo da neuropatogenia da
cinomose pode auxiliar a desvendar as principais consequéncias da neuroinflamacao e
0s mecanismos imunologicos microgliais que participam do agravamento das lesdes
encefalicas.

Atualmente os tratamentos para a encefalite causada pela cinomose estdo em
estudos e até o momento, existem poucas opg¢des vidveis que possam intervir nos
processos imunopatoldgicos neurais que acometem os caes. Em muitos casos o avango
da fase neurologica, causa comprometimentos irreversiveis, levando o paciente ao 6bito
ou a op¢ao pela eutandsia.

Por isso, sdo necessarios novos estudos acerca da neuropatogenia dessa doenca,
de alta morbidade e mortalidade. A deficiéncia nos programas de profilaxia, auséncia de
protocolos vacinais, protocolos vacinais incompletos, desconhecimentos sobre cuidados
com os cdes, falhas nas medidas de posse responsavel, inexisténcia de programas
governamentais de controle de cdes errantes, sdo fatores que levam a permanéncia dessa
doenga, tornando um cdo contaminado, fonte de infeccao para outros caes.

Foram realizadas coletas de cérebros de caes atendidos pelo servigo de Moléstias
Infecciosas (MI) do Hospital Veterinario da Unesp, com diagndstico de cinomose, que
vieram a 6bito, em decorréncia de um mal progndstico. O material foi processado em
laboratorio de patologia e realizou-se a analise histopatologica das lesdes com a
finalidade de ilustrar essa dissertagdo. Foram identificadas algumas lesdes decorrentes
do quadro de encefalite associado a desmielinizacao, devido a progressao da doenca.

Virios artigos cientificos foram compilados para a elaboracdo dessa revisdo de
literatura, com o objetivo de trazer informagdes atuais presentes na literatura, a fim de

fornecer um estudo atualizado em anatomopatogenia da cinomose.
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Este estudo ¢ significativamente importantes para o conhecimento da doenca e
para ser utilizado em pesquisas sobre outras doencas do SNC que acometem seres
humanos, como Alzheimer, esclerose multipla, esclerose amiotrofica lateral,
leucodistrofias, deficiéncia de enzimas lisossomais, epilepsia, malformagdes corticais
(lissencefalia e polimicrogiria), deméncia, lesdes focais, doenca de Parkinson, encefalite
autoimune, paralisia microglial, encefalomielite desmielinizante aguda, neuromielite
optica, entre outras.

Na esclerose multipla (EM) ndo existe um modelo que permita uma visdo geral
da doenca, por isso € necessario utilizar uma variedade de modelos. A cinomose ¢ um
modelo “in vivo” que pode ser utilizada ndo somente para entender a neuropatogenia da
EM, mas também para instituir tratamentos que visam o reparo nas lesoes,
remielinizagdo e interrupcdo da neurodegeneracdo, evitando assim a progressdo da
doenga.

Alguns estudos mostraram que os surtos de doencas causadas pelo Morbillivirus
podem ocorrer em um mesmo periodo de tempo, tornando animais contaminados,
reservatorios da doenga e agentes de transmissdo intraespécies e interespécies.

O Morbillivirus possui RNA de fita simples, sentido negativo e ndo possui a
enzima transcriptase reversa, ndo sendo, portanto um retrovirus. A infecgdo sistémica
pelo Morbillivirus pode ser encontrada em canideos selvagens, procionideos como
guaxinins, kinkajous, ursos, mustelideos, hienas, grandes felinos, felinos domésticos,
cetaceos, primatas ndo humanos e humanos.

A grande capacidade do Morbillivirus de transpor barreiras entre as espécies se
deve a mutagdes na proteina H do envelope lipoprotéico, tornando-o um virus
pantropico. Surtos de doencas causadas pelo Morbillivirus foram registrados em
diferentes espécies em um mesmo periodo de tempo, pois além da alta viruléncia, os
animais contaminados sdo reservatdrios da doenca e agentes de transmissdo
intraespécies e interespécies. Esta caracteristica do Morbillivirus dificulta a erradicagao
das infecgdes do VCC (virus da cinomose), embora existam vacinas para algumas
espécies acometidas.

O estudo das interagdes do Morbillivirus com as diferentes espécies leva-nos a
discutir os conceitos de 'One World One Health', 'One Medicine' ¢ 'One Health', ao se

correlacionar com os riscos para a saude humana e animal que o Morbillivirus
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representa. O trabalho de vigilancia epidemioldgica do VCC ¢ significativamente
importante por se tratar de uma doenca infecciosa emergente que representa uma
ameaca a saude de seres humanos e animais. Alguns estudos apontam que o virus do
sarampo ¢ derivado do virus da cinomose ou do virus da peste bovina.

A promocao da satide depende do empenho de 6rgios nacionais e internacionais,
através de praticas politico-econdmicas, investimento em ciéncia e cuidado com o
ecossistema, evitando prejuizos na relagdo entre os hopedeiros, agentes patogénicos € o
ambiente. A disseminagdo e multiplicagdo desse virus podem causar efeitos
catastréficos mundiais.

Esta dissertacdo ¢ composta por lista de figuras que ilustram didaticamente a
estrutura viral, esquemas que ilustram os mecanismos patologicos utilizados pelo
Morbillivirus para infectar o hospedeiro, estruturas cerebrais, fotomicrografias com a
descrigdo das lesdes. Além disso, a presente revisdo de literatura aborda a
epidemiologia, etiopatogenia, neuropatogenia, mecanismos de neuroinvasao, alteragdes
histolégicas, diagnostico clinico, laboratorial, material e métodos, conclusdo e

referéncias.



1 INTRODUCAO

A cinomose ¢ causada por um patdogeno multi-hospedeiro, Morbillivirus da
familia Paramyxoviridae, responsavel por causar imunossupressdo grave e doenca
neuroldgica associada a desmielinizagio (ANDERSON et al., 2012; LIU et al., 2016).
Em torno de 30% de cdes infectados pelo Morbillivirus desenvolvem sindromes
neurologicas ap6s uma a seis semanas do inicio dos sinais clinicos. Os filhotes de 3 a 6
meses podem desenvolver poliencefalopatias com disfungdes no proencéfalo (GREEN
et al., 2020).

O VCC (virus da cinomose) ¢ um virus de RNA de fita simples, ndo segmentado
e envelopado, da familia Paramyxoviridae, género Morbillivirus, mesmo género do
sarampo humano (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005). Os Morbillivirus ja
causaram epidemias em varias espécies, uma vez que essas doencas possuem
caracteristicas semelhantes com sinais cuja gravidade varia de manifestagcdes
subclinicas até degeneracdo cerebral cronica, podendo levar o animal a 6bito (UHL et
al,. 2019).

Os Morbillivirus podem causar doencas neuroldgicas agudas e progressivas
acometendo a substancia cinzenta e a substdncia branca. Esses sinais incluem
convulsdes parciais ou generalizadas, mioclonia, paresia, paralisia, déficits
proprioceptivos, movimentos circulares, mudancas comportamentais, disfuncdo
vestibular, levando o paciente a dbito ou gerando sequelas neurologicas cronicas (VON
RUDEN et al., 2021).

Os caes com cinomose possuem um padrao de alteragdes neurologicas que se
assemelham a doencas humanas como Alzheimer, esclerose multipla, leucodistrofias,
deficiéncia de enzimas lisossomais, epilepsia, malformagdes corticais (lissencefalia,
polimicrogiria) deméncia, lesdes focais, entre outras (DATTA et al., 2012).

O modelo da anatomopatologia da cinomose embasa estudos sobre a esclerose
multipla por se assemelhar ao mecanismo de desmielinizagdo. A desmielinizagdo esté
relacionada a agdo do virus em diferentes tipos de células. A homeostasia cerebral ¢
mantida por jungdes de astrdcito-astrocito e astrocito-oligodendrocito. As alteragdes
nessas jungdes comunicantes podem desencadear convulsdes em casos cronicos (VON

RUDEN et al., 2017).



Considerando que modifica¢des nas células da microglia alteram mecanismos de
nutri¢ao, sustentacao e defesa cerebral, o estudo da neuropatogenia da cinomose pode
auxiliar a desvendar as principais consequéncias da neuroinflamacao e como as lesdes

microgliais participam do agravamento das lesdes encefélicas.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia

A cinomose ¢ uma doenca viral altamente contagiosa que afeta carnivoros das
familias Canidae, Mustelidae, Felidae e Procyonidae em diferentes paises do mundo,
como os Estados Unidos, Finlandia, Alemanha, Polonia e os paises do continente
africano. Os animais selvagens como raposas, furdes e primatas nao humanos também
podem ser acometidos pelo Morbillivirus (ATHANASIOU et al., 2017).

A soroprevaléncia da cinomose em populacdes de raposas varia de 4 a 17%,
porém esse valor pode estar subestimado devido as altas taxas de mortalidade nessa
espécie que atua como reservatorio da doenca (BILLINIS et al., 2013). A taxa de
letalidade da cinomose ¢ de 5 a 30% em primatas, sendo que a principal causa da morte
¢ a pneumonia seguida de alteragdes neurologicas (VRIES et al., 2014). Em um estudo
realizado ao longo de sete anos, observou-se que a prevaléncia de cinomose em caes
selvagens na Africa foi de 16%, comparado a 48% de prevaléncia nos cies domésticos
(WOODROFFE et al., 2012).

Outros virus estdo relacionados ao virus da cinomose, como o virus do sarampo
humano e o virus da peste bovina. Os Morbillivirus também acometem espécies como
os cetaceos, felinos, morcegos e roedores (UHL et al,. 2019; PFEFFERMANN et al.,
2018). Varios estudos relataram que o virus da cinomose possui ancestral comum e que
se adaptou a uma variedade de hospedeiros ao longo do tempo (VRIES et al., 2014).

Surtos causados pelo VCC ja ocorreram em diversas espécies, como cao

doméstico (Canis familiaris), cao selvagem africano (Lycaon pictus), furdo de pé preto



(Mustela nigripes), foca-do-baikal (Pusa sibirica), ledo africano (Panthera leo) e na
hiena-pintada (Crocuta crocuta) (NIKOLIN et al., 2012).

Nos anos de 1991 e 1992 ocorreram infecgdes pelo VCC em leopardos cativos
(Panthera pardus), tigres (Panthera tigris), ledes (Panthera leo) e em uma onga-pintada
(Panthera onca) na América do Norte. Ocorreram 17 Obitos desses animais, € 0s
guaxinins foram considerados a fonte de infec¢do. Além desses felinos, dois leopardos
negros morreram no zoologico de Naibi, Coal Valley, Illinois, e 2 tigres vieram a 6bito
na Reserva Shambala, Acton, Califérnia (APPEL et al., 1994). Em 1994
aproximadamente um ter¢o da populacdo de ledes no Serengeti, norte da Tanzania, veio
a obito por infecgdes atribuidas ao VCC. Houve também surtos em felinos de vida livre
como lince, lince canadense, lince euro-asiatico, o lince ibérico em perigo critico € o
tigre de Amur (NIKOLIN et al., 2012).

Os sinais clinicos encontrados nessas espécies foram anorexia, doenga
gastrointestinal, respiratéria e convulsdes. O VCC foi isolado através de testes de
anticorpos monoclonais que identificaram o VCC de 3 leopardos, 3 tigres e 3 ledes que
vieram a Obito. Exames macroscopicos e histopatologicos revelaram lesdes semelhantes
as que sdo encontradas em canideos, porém havia menos lesdes no cérebro e uma
proliferagdo celular no pulmao com corpos de inclusdo, também foram identificados
antigenos do VCC em imuno-histologia. Anticorpos neutralizantes para o VCC foram
encontrados em altos titulos no soro da maioria dos animais, mas estava ausente ou
baixo em alguns grandes felinos que morreram apos a infeccdo pelo VCC (APPEL et
al., 1994).

O Morbillivirus foi identificado em gatos domésticos na China em 2012, a nova
espécie denominada Morbilivirus felino (MVFE) causou nefrite tibulo-intersticial
(MARCACCI et al., 2016). O Morbillivirus foi detectado através de PCR de urina e
amostras de sangue em 12% de gatos de rua na Itdlia, foram observados efeitos
citopaticos, lise e formacao de sincicios em células renais. No exame histologico de
tecidos obtidos na necropsia foram encontrados infiltrado inflamatoério, degeneragao e
necrose tubular (WOO et al.,, 2012). No Japdao, um estudo em gatos domésticos
identificou em 40% a presenga de MVFE em tecidos renais de 10 gatos com nefrite.
Embora os MVFE possuam diversidades genéticas, os isolados do Japao e China

mostraram uma seqiiéncia de nucleotideos idéntica, sugerindo que existem reservatorios



naturais. A andlise génica mostrou que a recombinagao ocorreu dentro dos genes F e H
(SAKAGUCHI et al., 2015).

Na Italia, em um gato com doenga renal cronica (DRC), o MVFE foi encontrado
através de exame RT-PCR de urina. Em 2013, foram registrados gatos com MVFE na
Alemanha, e recentemente na Turquia e nos Estados Unidos (EUA). A infec¢do cronica
causada pelo Morbillivirus pode ser responsavel pela recombinagdo e heterogeneidade
viral. Além disso, a diversidade viral esta relacionada a existéncia de diferentes
ancestrais virais envolvidos na origem do MVFE. Na Europa, o MVFE foi detectado em
gatos com DRC. Estudos mostram que os gatos parecem hospedar uma populagdo
heterogénica de novos paramixovirus que estao relacionados com a DRC nesses animais
(MARCACCI et al., 2016).

No VCC a proteina H ¢ a mais varidvel no género do Morbillivirus, o que
explica um amplo espectro de hospedeiros. A infecgdo pode levar a formacao de células
multinucleadas, os sincicios. A formagao de sincicios ¢ determinada pela proteina H do
VCC. O receptor celular para a proteina H em células linfaticas hospedeiras ¢ a
molécula SLAM (molécula de ativacdo de linfoécitos de sinalizacdo) que se liga ao
Morbillivirus. O SLAM ¢ expresso em humanos por células T de memoria, células B e
induzida por uma gama de células imunes, apos a ativagdo. A especificidade da proteina
H do VCC e a interacdo proteina-receptor SLAM representam um potencial
disseminador da gama de hospedeiros do Morbillivirus (NIKOLIN et al., 2012).

Em humanos, o virus do sarampo ¢ um tipo de Morbillivirus. O virus do
sarampo ¢ o VCC usam dois receptores celulares, o CD150 expresso em subconjuntos
de células dos sistemas imunes e a nectina-4 expressa em células epiteliais. O virus do
sarampo infecta células imunes que expressam CDI150, e estas células migram os
noédulos linfaticos de drenagem (SAKAGUCHI et al., 2015). O género inclui o virus
Rinderpest (RPV) ja erradicado pela vacinacdo, peste dos ruminantes e virus da
cinomose em caes. Ha evidéncias de Morbillivirus em animais marinhos, como o0s
cetaceos, sendo esse virus, denominado de Phocid distemper virus-1 (PDV-1) e em
felinos recentemente observou-se o Morbillivirus, em gatos domésticos, espécies de
morcegos e roedores (PFEFFERMANN et al., 2018). Os Morbillivirus também foram

encontrados em morcegos, nos exames de RT-PCR do soro sanguineo, em taxa de



incidéncia entre 3,3 e 3,1% em um total de 86 espécies de morcegos, com 4.954
individuos do Brasil, paises de Africa e da Europa (DREXLER et al., 2012).

Os Morbillivirus sdo responsaveis por epidemias que dizimaram muitas
populacdes, ao longo de séculos, essas doencas possuem caracteristicas semelhantes
entre as espécies, com sinais cuja gravidade varia de manifestacdes subclinicas até
febre, sinais respiratdrios, gastrointestinais, dermatite e imunossupresdo, facilitando
infeccdes bacterianas imunomediadas, danos cerebrais, a medula espinhal e
degeneracdo cerebral cronica, podendo levar o paciente a 6bito (UHL et al,. 2019).

Estima-se que os cdes por serem reservatorios, podem representar uma fonte de
infeccdo do virus da cinomose para os animais nao domesticados. Essa transmissao
pode representar ameaga para populagdes de espécies selvagens (COSTA et al., 2019).

Os estudos epidemiologicos do virus da cinomose, aliado a vigilancia
epidemioldgica constante, medidas de profilaxia como a vacinagdo, se mostram
necessarias para conter a disseminacao da doencga de caes para outras espécies. Apds a
raiva, a cinomose ¢ considerada a doenga mais relevante, devido a sua gravidade
(COSTA et al., 2019).

Os Morbillivirus causam doencas com morbidade e mortalidade muito altas em
populagdes humanas e animais. Surtos de sarampo e peste bovina ocorreram em um
mesmo periodo na Europa, Asia e Africa entre os séculos XVII a XIX, durante esses
séculos, o sarampo foi endémico na Europa. O primeiro registro de cinomose ocorreu
no Equador e no Peru em 1735. Podendo-se perceber que a ocorréncia de doencas
provocadas pelo Morbillivirus em diferentes espécies como humanos, bovinos e caninos
ocorreram concomitantemente em diversos continentes, mostrando que o virus da
cinomose ¢ tem carater pandémico (UHL et al., 2019).

A tabela 1 mostra que uma grave epidemia de sarampo ocorreu em um momento
em que a cinomose se estabeleceu na América do Sul e na Europa, assim como a peste
bovina que se tornou endémica em varios continentes. Os registros historicos de surtos
de cdes com cinomose em um cenario endémico de sarampo e peste bovina apontam
para uma compreensdo ampla a respeito de patdogenos multihospedeiros, que ameagam
continuamente as populagdes humanas e animais (UHL et al., 2019).

A figura 1 descreve os momentos historicos em que ocorreram surtos e endemias

de doencas causadas pelo Morbillivirus, sugerindo que este patdgeno se originou de um



ancestral comum e foi transmitido a varias espécies. Possivelmente houve uma
adapatacao do Morbillivirus aos humanos apds o primeiro surto em animais. O
desenvolvimento de resisténcia em pessoas diminuiu as taxas de morbidade e
mortalidade. Ao se registrar a ocorréncia de cdes com cinomose, em 1809 percebeu-se
semelhancas com a transmissdo do sarampo e a susceptibilidade maior em filhotes.

(NAMBULLI et al., 2016).

Tabela 1: A epidemia generalizada de sarampo nas Américas precedeu as

primeiras epizootias de cinomose entre os séculos XVI a XVII

Doenca Local Paises Sée. Sée. Séc. Séc.
¢ XVI XVII XVIII XIX
) . Quito,
Cinomo Améric Equador NRF NRF 1748, NFR
se a 1759
, Sul
Europa inglate“ NRF  NRF
1761-64,
F NRF NRF 1782-84, 1808
ranga 1799
ﬁ;eman NRF NRF NRF 1834
NRF NRF 1761-64 NRF
Irlanda
NRF NRF 1799 NRF

Italia




Saramp Améric

o

as

Europa

Russia

Espanha

Caribe,
Guatem
ala

Argenti

na

Equador

América
Central

Peru

Estados
Unidos

Canada

NRF

NRF

1517,
1519-
1523,152
9

1628,163
4-
35,1645

1558,
1585-
1591,159
7

1531-34,
1559-63
1576-80

1531-33,
1557-62,
1585-91

1533-
1533,
1592-96

NRF

NRF

NRF

NRF

NRF

1611,1612,
1618,1628,16
34-35,1645

1604, 1613-
17

1611-
1614,1618,
1628, 1634-
35,1645

1635, 1657,
1687

1635, 1687

1771

1761

NRF

NRF

Endemia
a partir
de 1785

Endémic
a

Endémic
a

1713-
1715,
1727,
1729,173
9-40,
1747,
1759,
1772,
1788

NRF

1820

NRF

NRF

NRF

Endémica

Endémica

Endémica

1802,1820,
1837,1848,
1861-65,

1878-1879,
1883-1884

1819, 1844,
1846, 1865




Uniao
Européi
a
Peste Améric Toda a
bovina a regiao
C Toda a
Africa e
regiao
Uniao
Europa Européi

a

Endémic
a

NRF

NRF

1514,
1559,
1598

Endemia em
1629-1700,
1665,1675

NRF

NRF

1609, 1616,
1618,
1625,1665,
1673-74,
1682-83

Endemia
1700-
1800,
1740,
1762,
1751,
1781,178
3,

NRF

1726-65

1709-
22,1726-
65,
1769-
1800

Endemia,
1808, 1811-
1812,
1839,1846,18
49, 1882,

NRF

1887-97

1800-1816,
1825-37,
1844-1863-
67, 1877

Fonte: Modificado de UHL et al., 2019.
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Figura 1: Representacdo da distribuicdo global aproximada de Morbillivirus ao longo da historia. (a)
Morbillivirus (azul) e Rinderpest morbillivirus (verde) sdo os mais antigos Morbillivirus que se
espalharam ao longo de antigas rotas comerciais (setas vermelhas).

(b) A Importacdo de Morbillivirus para o Novo Mundo e o virus da cinomose canina (vermelho) para o
Velho Mundo durante a Era da Exploragéo.

(¢) Propagacio de Rinderpest morbillivirus para a Africa e Asia devido a0 movimento transfronteirico de
gado e estabelecimento do primeiro Morbillivirus distribuido globalmente. Descoberta da peste de
ruminantes (laranja claro), peste bovina (laranja escuro) e Morbillivirus em cetaceos como as focas,
respectivamente. O desenvolvimento de vacinas atenuadas contra o Morbillivirus em diferentes espécies

trouxe um maior controle da doenga em diversas partes do mundo.
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(d) A descoberta do Morbillivirus felino (roxo), um novo membro proposto do género na Asia e nos
Estados Unidos.

Determinagdo da sequéncia do Morbillivirus de morcego (azul claro com linha tracejada) a partir de
material clinico obtido no Brasil. O Morbillivirus expande o seu alcance geografico na Asia e Africa e é
isolado na Turquia e na China. O ressurgimento de Morbillivirus (azul com linha vermelha) em regides
do mundo onde eram endémicas.

A deteccao de Morbillivirus em cetdceos (amarelo) ocorreu em uma faixa mais ampla de mamiferos
marinhos amplamente distribuidos. Apods ocorrer a erradicacdo do Rinderpest morbillivirus, o uso da
vacina em bovinos foi suspenso. O Morbillivirus permanece globalmente distribuido (NAMBULLI et al.,

2016).

2.2 Etiopatogenia

O Morbilivirus canino da familia Paramyxoviridae, causa doenca sistémica
grave e altamente contagiosa, que atinge carnivoros domésticos e selvagens (SATO et
al.,, 2012, LOOTS et al., 2017). As doengas infecciosas em geral sdo o resultado
evolutivo de complexa interacdo entre agentes infecciosos e seus hospedeiros, como
adaptacdo dos agentes as células hospedeiras, tropismo especifico, neuroinvasividade,
resposta imune ao virus, tropismo especifico, entre outros fatores (VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 2005).

O genoma do VCC tem 15.690 nucleotideos de comprimento e contém seis
genes. Destes, dois sdo ndo estruturais e seis proteinas estruturais, que sdo codificadas
por RNAs mensageiros (PLATTET et al., 2007). Os Morbillivirus estdo envoltos em
envelope lipoprotéico que possuem genoma de RNA em sentido negativo ndo
segmentado que codifica uma unica proteina de matriz associada ao envelope.

O envelope consiste na nucleoproteina N e proteina M que estd localizada na
superficie interna do envelope, exibindo duas glicoproteinas de superficie: a proteina de
fixagdo (H) e a proteina de fusdo (F). O receptor celular para a proteina H “in vivo” ndo
foi determinado. Os Morbillivirus possuem, ainda, duas proteinas associadas ao RNA
polimérico (complexo polimerase), que sdo as fosfoproteina P e proteina grande L, e
uma proteina do nucleocapsideo (N) que encapsula o RNA viral (VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 2005; SATO et al., 2012; LOOTS et al., 2017).
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A proteina de fusdo (F) ¢ uma glicoproteina classica do tipo I, composta por 662
aminoacidos essenciais para a penetracdo e disseminagdo viral no hospedeiro. A
tradug¢ao da proteina F comega no primeiro cédon de inicio, o AUGI, ou no segundo
codon, AUG61, gerando os pré-FO AUGI e pré-FO AUG61, que sdo translocados para o
reticulo endoplasmatico e clivados entre os aminoacidos 135 e 136 por uma peptidase
de sinal celular, produzindo assim um peptideo de 75 ou 135 aminoacidos, dependendo
do cédon da traducdo (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005; SATO et al., 2012;
LOOTS et al., 2017).

Para ocorrer a fusdo de membrana, a proteina F sofre uma cascata de alteragdes,
a proteina F representa para a membrana plasmatica uma estrutura potencialmente ativa
de fusao dependente do receptor e da hemaglutinina (H), a proteina F passa por
alteragdes conformacionais, que finalmente levam a fusdo da membrana (PLATTET et

al., 2017).
a)

H protein
F protein

Mucleocapsid o
(RN& genome + N proleins) e
g \ M protein

X

PR ‘3..- e

Morbillivirus
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Figura 2
A) A figura mostra a particula viral com o envelope de lipoproteina, contendo o complexo

de ribonucleoproteina que consiste no nucleocapsideo. No envelope, existem as
proteinas M, a proteina de fusdo F e a hemaglutinina (H). O RNA polimerase viral

contém as proteinas L e P (Adaptado de SATO et al. 2012 e LOOTS et al., 2017).

B) As duas glicoproteinas, a proteina hemaglutinina (H) (amarela) e a proteina de fusdo (F)
(verde) juntamente com a grande proteina L (roxo) constituem o complexo ribonucleoproteico (RNP)

(Adaptado de SATO et al. 2012 e LOOTS et al., 2017).

2.3 SLAM: O receptor do Morbillivirus e os mecanismos de entrada do virus na

célula do hospedeiro

O SLAM (Molécula de ativagao de linfécitos de membrana) atua como receptor
celular para o Morbillivirus (FUKUHARA et al., 2019). O SLAM ¢ um membro do
subconjunto da superfamilia das imunoglobulinas e possui dois dominios extracelulares
(loop V e loop C2) juntamente com uma regido transmembranar € uma cauda
citoplasmatica. A interacdo entre a proteina H do Morbillivirus ¢ o dominio V da
molécula do SLAM nas células-alvo é responsavel pela infec¢do por Morbillivirus
(YADAV etal., 2019).

Os Morbillivirus usam principalmente trés tipos de receptores, que
desempenham uma fungao na especificidade do hospedeiro e no tropismo dos virus nos
tecidos. A molécula de ativagao de linfocitos de sinalizagdo, o SLAM, ¢ o principal
receptor celular para virus em humanos, bovinos e caes, identificado pela primeira vez
em humanos como receptor de ativacao de células T, B e células B induzidas apos a
ativacdo (YADAYV et al., 2019).

O SLAM humano ¢ expresso seletivamente em tecidos linfoides, por isso o

SLAM humano apresenta tropismo tecidual. Os cdes e os bovinos possuem uma
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molécula de SLAM homologa ao SLAM humano que atua como receptor celular para o
VCC e RPV, respectivamente (TATSUO & YANAGI, 2002).

Os mecanismos de entrada do Morbillivirus nas células hospedeiras sao
importantes para determinar a sua caracteristica de multi-hospedeiro e o tropismo de
tecido. Os Morbillivirus t€ém duas glicoporteinas, a hemaglutinina (H) e a proteina de
fusao (F) na superficie viral. Durante a invasdo do virus, a proteina H se liga ao receptor
de entrada do hospedeiro, o SLAM, que também ¢ conhecido como CD150. O SLAM ¢
uma proteina especifica de células imunes, expressa na superficie de timocitos,
linfocitos ativados, células dendriticas maduras e macroéfagos (FUKUHARA et al.,
2019).

O receptor SLAM ¢ considerado um determinante de imunossupressao e induz
mudangas conformacionais na proteina F, ocorrendo a fusdo do virus a membrana
plasmatica das células imunes do hospedeiro. Durante a fusdo, alguns aminodcidos da
proteina H sdo importantes para favorecer a ligacdo a nectina-4 que ¢ expressa na
superficie celular, sendo responsavel pela suscetibilidade da infecgao pelo Morbillivirus

(MESSLING et al., 2005; FUKUHARA et al., 2019).
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Figura 3: A cepa 5804PecH do VCC do tipo selvagem infecta células que expressam nectina-4 em
humanos e em caes. Os membros dos grupos de VCC e virus do sarampo compartilham tropismo e
doengas comuns. O estudo sugere que a abundancia de nectina-4 por ser um receptor de VCC, na
superficie celular estd relacionada a sua susceptibilidade a infeccdo pelo VCC. As imagens de
fluorescéncia foram capturadas quatro dias apos a infecgdo e sobrepostas com fases contrastantes; a
nectina-4 na linha celular correspondente sombreado com IgG; anticorpo nectina-4, nectina-4-vermelho

(NOYCE et al., 2013).
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Figura 4: O CDV5804PcH de tipo selvagem infecta eficientemente células Vero que expressam a
nectina-4 do cdo. As células Vero caninas expressam o SLAM. As nectinas-4 das MDCK (células renais
caninas) que expressam nectina-4 de cdo e um plasmideo no grupo controle, foram infectadas com a cepa
de CDV5804PeH. Fase de contraste e fluorescéncia: As imagens foram capturadas e sobrepostas para
visualizar a extensdo da replicacdo do virus, ocorrendo um aumento significativo no CDV5804PeH.

(Adaptado de NOYCE et al., 2013).

Durante muitos anos acreditou-se que o VCC se reproduzia no epitélio
respiratério antes de se disseminar, mas recentemente concluiu-se que o VCC infecta
macréfagos e células dendriticas das vias aéreas usando o SLAM como um receptor
celular. As células infectadas cruzam o epitélio respiratorio e transportam a infec¢ao
para os Orgdos linfoides, ocorrendo a replicagdo viral. A nectina-4 ¢ uma
imunoglobulina, conhecida como receptor de saida do hospedeiro, interage com alta
afinidade com a proteina de fixag¢do viral através do seu dominio distal de membrana,
possibilitando a disseminagio viral nas vias aéreas. (MUHLEBACH et al., 2011).

Os Morbillivirus infectam as células que expressam CD46 e SLAM, mas
também infectam outras células através do receptor celular, nectina-4. As células que
expressam a nectina-4 sao as células epiteliais, células da traquéia, bronquios, pulmdes,

cavidade oral, faringe, esdfago, intestinos, figado e bexiga urindria. A nectina ¢ uma
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familia de moléculas de adesdo, porém apenas a nectina-4 ¢ um receptor epitelial para o
Morbillivirus (YADAV et al., 2019).

A nectina-4 apresenta glicoproteina transmembrana em sua estrutura com trés
ectodominios semelhantes, uma regido transmembrana e uma cauda citoplasmatica. E
expresso basolateralmente nas células epiteliais nas proximidades de linfocitos
infectados e células dendriticas e atua como receptor viral através de um mecanismo
semelhante a interagdo entre dominio V do SLAM com a proteina H do Morbillivirus
(YADAV etal., 2019).

O SLAM ¢ um receptor eficiente para o VCC selvagem em culturas de tecidos
caninos. Em andlises imunocitoquimicas, o SLAM se expressa de forma limitada no
SNC em comparagdo com tecidos linféides, mostrando que provavelmente existem
outros receptores virais (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005). A transmissdo do
Morbillivirus se da através de aerossodis para o trato respiratorio, e a primeira replicagao
ocorre nos tecidos linfoides, causando grave imunossupressao de longa duragdo
(VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005; COSTA et al., 2019). O receptor SLAM no
sistema imunoldgico se correlaciona com a imunossupressdo associada a infeccdo
citolitica mediada pelo Morbillivirus no tecido linféide. Outros receptores sdo
responsaveis pela entrada do VCC na nectina-4, pois o receptor da célula epitelial
contribui para o multitropismo do Morbillivirus. O receptor SLAM se liga a proteina H
do virus da cinomose em regides especificas, que compreendem 500 a 550 aminoécidos
(COSTA et al., 2019).

Apo6s seis dias de infecgdo, todos os tecidos linfaticos sdo acometidos e a
viremia ¢ desenvolvida (KIM et al., 2001). O periodo de incubacdo ¢ de
aproximadamente 1 a 4 semanas, dependendo do estado imunologico dos caes afetados
(AWAD, 2019). Os caes sem anticorpos contra o virus da cinomose morrem em
aproximadamente trés semanas ap0s a infec¢ao (KIM et al., 2001).

No inicio da infec¢do, o virus da cinomose invade os macrofagos, trato
respiratorio e posteriormente, acomete outros 6rgdos como o trato gastro-intestinal,
orgdos linféides, bexiga urindria e o sistema nervoso central. As manifestacdes podem
ser subclinicas a letais, sendo que os principais sinais clinicos sdo febre, alteracdes

respiratorias, gastrointestinais e dermatologicas (ATHANASIOU et al., 2017).
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O esgotamento de linfocitos, principalmente as células TCD4, em decorréncia
do apoptose de células linfoides, na fase inicial, causa imunossupressdo persistente,
podendo ocorrer infecgdes bacterianas secundarias. (BEINEKE et al 2009).

Durante a fase aguda da infeccdo, as células T sdo mais afetadas do que as
células B, enquanto as células CD8 + sdo menos afetadas e se recuperam mais rapido
em comparacao com os linfocitos CD4. Apds 10 dias da infec¢ao, o VCC se replica por
tecidos epiteliais, causando comprometimento multisistémico no trato respiratorio, trato
gastro-intestinal e alteragdes dermatoldgicas (BEINEKE et al 2009; VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 2005).

Ao se dirigir para o SNC, o VCC invade o encéfalo através de células
mononucleares infectadas, circulando pelo liquido cefalorraquidiano (LCR) e fundindo-
se com o revestimento ependimal dos ventriculos, causando lesdes periventriculares e
subpiais. Ao afetar o SNC, determina a sindrome neuroldégica com lesdes
desmielinizantes, que podem ocorrer em até 3 semanas do inicio da infec¢dao. Os sinais
neurologicos podem ocorrer na auséncia de sinais sistémicos (VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 2005).

O virus pode causar danos ao cérebro, como a leucoencefalomielite
desmielinizante, ¢ a medula espinhal, que induzem a manifestagdes neurologicas
cronicas imunomediadas, havendo niveis crescentes de moléculas de MHC classe Il em
decorréncia da permanéncia do virus no tecido nervoso (BEINEKE et al 2009;
KLEMENS et al., 2019; RENDON-MARIN et al. 2019). A desmielinizagdo ocorre
principalmente em astrocitos, ocorrendo a hipertrofia destas células, gliose isomorfica,
astrocitos reativos (gemistocitos) e, ocasionalmente, a formacao de astrocitico sincicial

(KLEMENS et al., 2018).
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2.2 Anatomia do sistema nervoso do cao

2.2.1 Neuronios

Os neurodnios sao as unidades de construcao do sistema nervoso. Nos animais, 0s
orgaos receptores e efetores sdo separados e conectados por neurdnios, que sao células
altamente especializadas, cujas fungdes citoplasmaticas de excitabilidade e
condutividade sdo altamente desenvolvidas (DYCE et al., 2010).

Os neurdnios possuem partes distintas, uma ¢ a regido central com o nucleo da
célula e numerosos tubos finos que irradiam da regiao central; o corpo celular; a soma e
o pericardio que fazem parte da regido central; os axonios e os dendritos que irradiam
da soma, que sdo os neuritos. O corpo celular origina um Unico ax6nio. Os dendritos
ndo ultrapassam 2 mm e se estendem do corpo celular terminando em filamentos finos
(BEAR et al., 2017).

O funcionamento do neurdnio esta relacionado a sua estrutura, o tamanho do
neurdnio varia de poucos micrometros a mais de 100 mm de diametro. O seu citoplasma
contém o reticulo endoplasmatico rugoso, sendo responsavel pela sintese de proteinas, o
complexo de Golgi armazena as moléculas de transporte, libera as proteinas e faz a
sintese de neurotransmissores. Os neurdnios demandam grande quantidade de energia e
por isso, possuem um alto numero de mitrocondrias (CATALA & KUBIS, 2013).

O neurdnio receptor tem a func¢ao de receber o estimulo e transmitir a mensagem
codificada, sendo que o impulso ¢ transmitido por todo o neurdnio e ao final da cadeia o
neurdnio motor transmitird o estimulo a um musculo efetor ou uma célula glandular. O
dendrito ¢ uma estrutura multipla, e transmite os impulsos em direcdo ao pericario. O
axonio tem uma Unica origem, e transmite os impulsos para fora da célula. A célula
nervosa €, portanto, polarizada (DYCE et al., 2010).

Os dendritos formam a maior parte dos neurdnios, eles sdo curtos, ramificados e
fazem parte da extensao do corpo celular, enquanto o axénio ¢ uma longa extensao, cuja
origem esta no corpo celular (CATALA & KUBIS, 2013).

Os neurdnios se dividem conforme a localizagdo do seu corpo celular, dendritos,
projecao axonal, caracteristicas fisioldgicas, padrao de expressao de genes e fungdo. Os

RNA mensageiros (RNAms) expressos por células individuais podem ser quantificados
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na escala de todos os RNAms expressos. Os axonios de alguns tipos de neurdnios de
projecao que conectam uma regido do cérebro a outra, podem percorrer longas
distancias com padrdes complexos de ramificacdo, permitindo a inervagao de estruturas
distantes (DATTA et al., 2012).

A soma ¢ a parte central e esférica do neurdnio, contendo o nicleo que armazena
0s cromossomos que contém o material genético. O produto final da expressao genética
sdo as proteinas. A sintese protéica ocorre no citoplasma (BEAR et al., 2017).

As semelhancas entre o cérebro de humanos e cdes em relagdo ao
desenvolvimento, envelhecimento e algumas doengas neurologicas, tornam o cérebro
canino um modelo de estudo. As influéncias comportamentais e cognitivas da
morfologia do cérebro dos caes sao resultados de varios fatores, como a domesticagao.
O formato do cranio e do corpo sdo diferentes entre as racas, mostrando o grau de
girificagdo do cortex cerebral determinado pelo tamanho do cérebro. A forma da cabeca
esta ligada ao tamanho do cérebro, a organizagdo, posi¢do, a parte sensorial e
comportamental (DATTA et al., 2012; CZEIBERT et al., 2020).

As células ganglionares diferem entre as ragas com base no comprimento do
focinho, que estd relacionado a visdo binocular. A morfologia biomecanica de racas
braquicefalicas esta relacionada a funcdo de guarda, enquanto as ragas dolicocéfalas sao

bons corredores (DATTA et al., 2012).

2.2.2 Sistema Nervoso Autonomo

A distribuicao anatomica do sistema nervoso autonomo ¢ complexa, constituida
em sistema nervoso central (SNC), subdividido em encéfalo, medula espinhal,
neuroeixo e periférico (SNP) que abrange os troncos nervosos cranianos, espinhais e
autonomo com seus ganglios associados (DYCE et al., 2010).

O sistema periférico se desenvolve com caracteristica de neurotransmissores,
sendo controlado por neurdnios centrais. A atividade eferente autonomica tem a funcgdo
de responder as necessidades do organismo. O prosencéfalo e o tronco cerebral
coordenam informacdes eferentes autonomas com fung¢des mentais superiores

(GIBBONS, 2019).
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O sistema nervoso autonomo central abrange o prosencéfalo, tronco cerebral e
medula espinhal, que por sua vez coordena os segmentos simpdatico e parassimpatico. O
tronco cerebral inferior € responsavel pelas fungdes de circulacgdo, respiracao, funcao
gastro-intestinal e mic¢@o. O sistema do tronco cerebral superior (pontomesencefalico)
esta relacionado as fungdes de dor e estresse (GIBBONS, 2019).

O sistema prosencéfalo inclui o hipotalamo para controle da homeostase e
adaptacdao as mudancas de temperatura corporal, além de osmolaridade, hipoglicemia,
ritmos circadianos, sono, excitacdo ou outras alteragdes ambientais. O prosencéfalo tem

a fun¢do de integrar as sensagdes de temperatura e dor (GIBBONS, 2019).

Cortex Cértex anterior

Hipotalamo - Amigdala

Figura 5: Os sistemas do prosencéfalo envolvidos no controle autdbnomo. O cortex cingulado anterior,

amigdala e hipotalamo séo os principais centros de controle do prosencéfalo (GIBBONS, 2019).

2.2.3 Sistema Nervoso Central

O sistema nervoso central (SNC) tem um sistema de barreira complexo com
mecanismos especializados para regular as reagdes imunologicas. As respostas do SNC
estdo relacionadas com a localizagdo anatdmica (MASTORAKOS & MCGAVERN,
2019).

O parénquima do SNC ndo possui sistema de drenagem linfatica. A barreira
hematoencefalica (BHE) e a barreira hemato-meningea (BHM) controlam a entrada de
células, regulam a resposta imune e sao mobilizadas em tecidos linfoides periféricos
(MASTORAKOS & MCGAVERN, 2019).

O encéfalo estd alojado na cavidade craniana e ¢ um o6rgdo irregular, dividido

pelos hemisférios cerebrais semi-ovoide, separados por profunda fissura longitudinal e
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do cerebelo por fissura transversa. Os hemisférios possuem giros (elevagdes) e sulcos
(depressdes). O encéfalo ndo possui separacao demarcada com a medula, havendo
continuidade entre eles. A por¢dao caudal forma a medula oblonga, que termina em
proeminéncia transversa chamada de ponte que se une ao cerebelo (DYCE et al., 2010).

O mesencéfalo, na regido dorsal, se mostra como duas colunas divergentes e os
pedinculos cerebrais que continuam na localizagdo dorsal sdo separados pelo sulco
interpeduncular. O prosencéfalo segue na frente com o hipotdlamo, a hipofise estd
ligada por um pedinculo, o quiasma, que contém o nervo optico. O prosencéfalo ¢é
formado pelos hemisférios cerebrais com caracteristicas ventrais em proeminéncia, 0s
lobos piriformes arredondados, de onde se origina os nervos cranianos, exceto o IV, par

troclear (DYCE et al., 2010).
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Figura 6: Reconstrucdo da superficie do cérebro canino. A localizagdo do giro proreano, sulco coronal

(vermelho) e sulco ansate (azul) ¢ indicado na vista dorsal. (B) Vistas lateral e medial do branco inflado,

com sulcos e giros marcados. As estruturas cinza escuro sdo os sulcos e as regides cinza claro sdo os
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giros. Nas superficies rotuladas, os sulcos sdo coloridos em cores menos saturadas e os giros em cores

saturadas (DATTA et al., 2012)

2.2.4 Sistema Nervoso Periférico

O sistema nervoso periférico (SNP) ¢ formado por fibras sensoriais aferentes e
eferentes, que inervam o musculo estriado esquelético, através da jungdo
neuromuscular. Os interneurénios da medula espinhal, tronco cerebral ou cérebro,
modulam a informacao através da fibra eferente, respondendo o estimulo aferente
(CATALA & KUBIS, 2013).

Os corpos celulares dos nervos espinhais estdo localizados nos ganglios da raiz
dorsal. Os nervos espinhais motores, formados pelo motor do axonio, possuem 0s seus
corpos celulares localizados no corno anterior, constituindo um sistema sob controle
voluntario. Os nervos cranianos, Il a XII e III, VII, IX e X possuem fibras do sistema
somatico e autonomo. Os nervos espinhais entram na medula pela raiz dorsal e saem
pela raiz ventral (CATALA & KUBIS, 2013).

O sistema nervoso periférico ¢ constituido por neurdnios motores, sensoriais
primarios e autonomos que possuem terminacdes, fora do SNC. Estdo associados a

células ganglionares satélite (células de Schwann).
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Figura 7: Esquema resumido do Sistema Nervoso Periférico, mostrando a integra¢do de seus

componentes com o SNC (JORTNER, 2010).

3. Neuropatogenia da cinomose

3.1 Os mecanismos de neuroinvasao do VCC

O VCC geralmente ¢ trans

se replica em tecidos linfoides e

mitido por aerossol para o trato respiratorio superior,

afeta células de defesa imunolédgica. Alguns caes se

recuperam da infec¢do, outros animais podem desenvolver comprometimentos mais

graves, havendo disseminagdo para os tecidos epiteliais e para o SNC (GRIOT et al.,

2003).
A entrada do VCC no

SNC ocorre predominantemente por meio da via

hematogénica, havendo a infec¢do das células ependimarias e subependimarias, através
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do liquido cefalorraquidiano. A disseminacao via nervo olfatorio foi descrita em furdes
infectados experimentalmente. O VCC atinge as células da meninge e pode ser
detectado nos capilares do SNC e endotélio venoso em 5 a 6 dias pds infecgdo cerebral.
O VCC infecta o plexo cordide e se dissemina para a substancia branca em 10 dias ap6s
a infec¢do. Alguns estudos relatam que o virus atinge primeiro a substancia cinzenta e
posteriormente a substancia branca. As lesdoes dependem da cepa do virus (BEINEKE et

al., 2009).

Figura 8: A ilustragdo representa o VCC se disseminando dentro do SNC. A secdo transversal do
cerebelo indicada por setas azuis mostra a disseminagdo viral por meio de células meningeas infectadas.
Os circulos pretos mostram a disseminaggo viral via leucdcitos infectados e células endoteliais. As setas
amarelas apontam a disseminagdo viral via células epiteliais do plexo cordide infectadas e¢ as setas

vermelhas se referem a propagacao viral via células ependimarias infectadas (BEINEKE et al., 2009).
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3.2 Estagio agudo da infec¢io neuroldgica da cinomose

Entre 16 a 24 dias de infeccdo pelo VCC, podem ser observadas as lesdes
agudas, havendo por vacuolizacdo focal da substincia branca e infec¢do glial com
poucos astrocitos e macréfagos ativados. Os vactiolos crescem em numero € tamanho
para formar uma placa com astrogliose e formacgdo de células gigantes multinucleadas,
porém com poucos infiltrados mononucleares (BEINEKE et al., 2009).

Os caes afetados com cinomose no estdgio inicial da doenca devido a
imunossupressdo podem apresentar uma resposta imunoldgica humoral e celular que
teria pouca interferéncia no desenvolvimento da lesdo inicial e a maior parte do
comprometimento neuroldgico ¢ causado pela atividade viral, porém mesmo na
auséncia de resposta imunoldgica na fase aguda, os anticorpos IgM ocorrem nas
primeiras 2 semanas de infec¢do (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

Uma grande quantidade de células CD8 + estdo presentes em lesdes
desmielinizantes agudas no parénquima cerebral, causadas pela atividade do
Morbillivirus. A ativagdo de células da microglia pode desencadear a invasdo de células
T no SNC (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

Na fase aguda da infec¢ao do VCC a resposta imune nao ¢ eficaz durante as duas
primeiras semanas, porém as células CDS8 estdo presentes nas lesdes desmielinizantes
no parénquima cerebral e no LCR. A ativacdo de células da microglia pode induzir a
proliferacdo de células T, no SNC. A atividade viral causa lesdes na substancia branca e
na cinzenta podendo ocorrer necrose, resultando em polioencefalomalacia
(CARVALHO et al., 2012).

As lesdes na substancia branca geram a desmielinizagdo, na substincia cinzenta
ocorre a infecgdo neuronal e necrose do tecido nervoso. A reatividade astrocitica ocorre
junto com a presenca de inclusdes citoplasmaticas e nucleares (CARVALHO et al.,
2012; DE NARDO et al., 2020).

A diminui¢do da sintese de mielina, ativagao de células da microglia e disfungao
metabolica em oligodendrocitos infectados pelo VCC, contribuem nas lesdes agudas no
SNC (GALAN et al., 2014). Estudos de imuno-histoquimica mostraram a presenca de

células imunes ja em fase aguda, subaguda e em lesdes nao inflamatorias (BEINEKE et
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al., 2009). As lesdes subagudas com desmielinizacdo ocorrem entre 24 a 32 dias apos o
inicio da infeccao (KLEMENS et al., 2019).

As lesdes iniciais causadas pelo VCC no estagio agudo da doenca, durante o
periodo de imunossupressao grave, sdo a desmieliniza¢do induzida pelo Morbillivirus.
A desmielinizag@o ocorre durante o processo de replicacdo do VCC nas células gliais da
substancia branca. A maioria das células infectadas sdo astrocitos, porém ocorre
também a infec¢ao de oligodendrocitos, as células produtoras de mielina (GRIOT et al.,
2003).

A infec¢do aguda da substdndia branca por VCC interfere em alteracdes
metabolicas em oligodendroécitos, favorecendo a desmielinizagdo. Outros danos na
mielina sdo causados por fatores toxicos, liberados por células da microglia.
(VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

As lesdes agudas sdo caracterizadas por vacuolizagdo, havendo edema nas
bainhas de mielina e hipercelularidade da substancia branca em astrécitos e células da
microglia. Podem ser observados nesta fase, os corpos de inclusdo eosinofilicos
intranucleares e / ou intracitoplasmaticos. Além de uma leve diminui¢cdo da densidade
da bainha de mielina por causa da vacuoliza¢do do neurdpilo (GRIOT et al., 2003).

As lesdes subagudas apresentam desmielinizagdo, astrogliose com gemistocitos,
macréfagos / microglia ativados, células de gitter e linfocitos tUnicos no
neuroparénquima, mas sem inflamacao perivascular (GRIOT et al., 2003).

Na fase aguda da cinomose, as lesdes na substancia branca, ativagdo de células
microgliais, progressao da reacao imune e a desmielinizagdo somadas a uma modulacao
associada a doenga da neurogénese hipocampal resultam em convulsdes sintomaticas e /
ou epilepsia cronica nos cdes acometidos, além disso, os cdes podem desenvolver

encefalite aguda (GALAN etal., 2014; VON RUDEN et al., 2017).
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3.3 Estagio cronico da infec¢ao neurolégica da cinomose

As lesdes cronicas ocorrem entre 29 a 63 dias do inicio da infec¢do pelo VCC e
apresentam  desmielinizagdo e inflamag¢des linfo-histiociticas nos  espacos
perivasculares, além de perda progressiva de reatividade em processos
oligodendrogliais em lesdes por VCC e perda significativa da bainha de mielina. Os
mecanismos imunomediados, anticorpos anti-mielina, formag¢do de imunocomplexos e
persisténcia da infecgdo pelo VCC contribuem para a desmielinizagio cronica (GALAN
etal., 2014).

Nas células gitter ocorre a desmielinizacdo e mielinofagia. A proteina S100
expressa em células da linhagem astrocitica e oligodendroglial, diminui nas lesdes pelo
VCC. A leucoencefalite induzida se desenvolve progressivamente. Nas lesdes
subagudas crdnica a quantidade de células infectadas pelo VCC ¢ reduzida em infecgdes
experimentais (GALAN et al., 2014; KLEMENS et al., 2019).

As infecgdes cronicas apresentam maldcia, reducdo de gemistécitos e de
astrocitos, gliose, inflamagdo severa, infiltrado e manguitos perivasculares compostos
de linfocitos e células plasmaticas, além de desmielinizacdo focal, geralmente os caes
mais idosos apresentam maiores chances de desenvolver a encefalite cronica (GALAN
et al., 2014; KLEMENS et al., 2019).

Ao ocorrer a infiltracdo do virus, uma hipersensibilidade tardia mediada por
CD4 + e células T CD8 + citotdxicas, favorece a perda de mielina na fase cronica. A
leucoencefalomielite desmielinizante acontece quando ha uma alteragdo entre o
equilibrio das metaloproteinas da matriz e os seus inibidores (BEINEKE et al 2009).

As areas de necrose liquefativa estdo presentes em areas de desmielinizagdo com
forte presenca de astrdcitos gemistociticos e perivasculares, indicando que a infecgdo se
tornou cronica. Estas células expressaram MIF, MMP-9, GFAP ¢ MHC-II (WYSS-
FLUEHMANN et al., 2010)

As lesdes cronicas apresentam uma desmielinizagdo severa, podendo haver
preservagdo dos axdnios ou lesdes com necrose da bainha de mielina. Observa-se nessas

lesdes um infiltrado perivascular de células mononucleares com proeminéncia de
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macrofagos e mudangas astrogliais. Os corpusculos de inclusdo viral sdo observados
nessas lesdes (VANDEVELDE et al., 1981).

A persisténcia viral no SNC induz mecanismos imunomediados na fase cronica
com leucoencefalomielite marcante. Os fatores que favorecem a persisténcia incluem
infec¢do nao citolitica e pouca disseminagdo do VCC pela limitagdo de expor o antigeno

viral ao sistema imunologico local (BEINEKE et al., 2009).
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Figura 9: Representacdo da patogenia das lesdes cronicas na leucoencefalite
desmielinizante, ap6s a infeccdo pelo VCC. A ilustragdo mostra a diminui¢do ou
auséncia da expressdo viral e um aumento do influxo de células CD8 +, CD4 + ¢ B na
regido perivascular.

Além disso, as células cerebrais periféricas mostram um aumento de MHC de classe Il e
uma regulacao positiva moderada a grave de IL-6, IL-8-, IL-12 ¢ TNF-a (BEINEKE et
al., 2009).
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3.4 Os mecanismos de defesa imunoldgica no SNC na neuroinvasiao pelo VCC

Os astrocitos sdo as células presentes em maior quantidade no SNC e fornecem
suporte trofico para os neurdnios (LIDDELOW et al., 2017; KLEMENS et al., 2019).

Os astrocitos e as suas terminacdoes envolvem as células endoteliais
microvasculares da barreira hematoencefalica (BHE), mantendo essa barreira livre de
toxinas e substancias estranhas ao cérebro. Nas infecgdes virais no SNC, os virus ao
atravessarem a barreira hematoencefélica, lesam neurdnios, ocorrendo a ativagdo glial e
a produgdo de citocinas como interferons do tipo I (IFNs), expressadas por astrocitos,
havendo o estimulo de células pro-inflamatorias (LIDDELOW et al., 2017; KLEMENS
et al., 2018).

A neuroinvasdo viral leva a dele¢ao de astrocitos ¢ morte celular neuronal
imunopatoldgica (KLEIN et al., 2019). Durante a ocorréncia de lesdes neurais, os
astrocitos se modificam e formam uma cicatriz glial, sendo esse processo denominado
de astrocitose reativa (LIDDELOW et al., 2017; KLEMENS et al., 2018).

Os astrocitos expressam baixos niveis de MHC classe I, na infec¢ao viral essa
producdo aumenta, havendo o reconhecimento de células T. A microglia ativada em
funcdo semelhante aos astrdcitos, altera a sua morfologia e regula a expressdo de
receptores que serdo responsaveis pela produgdo de quimiocinas de defesa de lesdes no
SNC. A micréglia regula a cascata de complemento classica, gerando um processo
patologico em nivel cerebral (KLEIN et al, 2019).

A ativacdo do sistema imunoldgico ¢ coordenada por células gliais como a
micréglia e os astrécitos, mostrando uma correlagdo entre a inflamacdo e a
neurodegeneracdo (HEPPNER et al., 2015). A atuagdo conjunta da micréglia com o
astrocito promove a defesa imunoldgica em invasdes virais, pois os astrocitos fazem a
neuroprote¢do, regulacao sindptica, reparo neuronal a fim de manter a integridade da
barreira hematoencefalica. As células da glia produzem fatores neurotroficos e citocinas
antiinflamatoérias (KLEIN et al, 2019).

Fatores intrinsecos do SNC e doencas sist€émicas se correlacionam com a
neuroinflamacdo. As células como a microglia, células mieloides perivasculares e

outros elementos reativos como astrocitos, participam da reagao inflamatéria no SNC. A
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ativacdao imunologica em doengas neuroinflamatorias pode promover a degeneragdo do
tecido nervoso. Desse modo, a terapia para doencas neurodegenerativas devera ser
direcionada para a contribui¢do do sistema imunolédgico, que € ativo na doenga primaria
(encefalites) ou secundaria a doengas sistémicas e as alteragdes astrociticas (HEPPNER
et al., 2015).

A isquemia e a neuroinflamacao estimulam os astrdcitos que regulam genes da
cascata do complemento, que se mostram destrutivos para as sinapses ao perderem
algumas fungdes astrociticas habituais e passam a apresentar uma fun¢do neurotoxica,
destruindo neurdnios durante uma doenca neurodegenerativa (HEPPNER et al., 2015).
As sequelas neurologicas sao um produto da persisténcia de RNA viral, prejuizo em
sinapses hipocampais, sinalizacdo de resposta imunoldgica pelas células gliais,
liberagdo de citocinas antineurogénicas como IL-1B e pelos astrdcitos, resultando em
alteragdes neurocognitivas no paciente (HEPPNER et al., 2015; SOUNG & KLEIN,
2018).

A desmielinizagdo ocorre como uma sequela da agdo do virus e infiltracdo de
células T citotoxicas CD8, havendo uma regulagdo de citocinas pro-inflamatdrias como
interleucina (IL) -6, IL-8, fator de necrose tumoral (TNF) -a e IL-12 (BEINEKE et al
2009).

3.5 Encefalite causada pelo Morbillivirus na cinomose

As lesdes neurologicas causadas pelo virus da cinomose estdo relacionadas a
evolugdo das lesdes no SNC quando a doenca progride (VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 1995). Os sinais clinicos da cinomose ¢ o nivel de comprometimento
da doenca dependem da cepa do virus, idade e estado imunoldgico do cdo, sendo que as
lesdes iniciais na mielina se desenvolvem durante um periodo de imunossupressdo
(VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 1995; LEMPP et al., 2014).

A localizacdao neuroanatomica da infeccao viral ira interferir no quadro clinico e
nas alteragdes neuroldgicas (LEMPP et al., 2014). As proteinas do virion do VCC
possuem trés proteinas do nucleocapsideo, sendo a proteina do nucleocapsideo (NP) de

ligacdo ao RNA uma fosfoproteina (P), uma proteina polimerase (L) e trés proteinas,
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uma proteina de matriz (M), uma proteina de fusdo (F) e uma proteina hemaglutinina de
fixacao (H) (PARDO et al., 2005).

A proteina H viral ¢ responsavel pela transmissao celular do VCC no SNC. A
transmissdo do Morbillivirus pode ocorrer rapidamente através de jungdes comunicantes
e se espalhar pelos astrocitos (CARVALHO et al., 2012). A proteina H liga o virus a um
receptor celular, gerando poros, independente da proteina F. A atividade do VCC ocorre
entre um complexo de fusdo e um receptor viral, se espalhando por células da glia
(WYSS-FLUEHMANN et al., 2010).

Ao ativar a proteina F por polimerases especificas de tecidos, ¢ gerado o
processo infeccioso. Existem 10% de variacdes nas seqiiéncias de aminoacidos da
proteina H com reagdes biologicas nas células hospedeiras (PARDO et al., 2005). A
infeccdo da cinomose causa a leucoencefalite desmielinizante, sendo a principal
manifestagdo observada na cinomose seguida pela dissemina¢do do virus na substancia
branca (SEEHUSEN et al., 2017).

Na leucoencefalite ocorre uma infiltragao de células T citotéxicas CD8-positivas
e citocinas proé-inflamatorias, como as interleucina IL 6 e IL-8, fator de necrose tumoral
(TNF) -a e IL-12. A desmielinizacdo ocorre em estagios avancados da doenca, e
constitue uma diminui¢cdo da expressao da proteina viral e uma regulagdo positiva de
MHC de classe II, interferon-y e IL-1, resposta imune dominada por linfocitos CD4 e
CDS positivos, células plasmaticas e macrofagos (SEEHUSEN et al., 2017).

Os antigenos virais sdo demonstrados nas lesdes iniciais. No inicio do curso da
doenga, ocorre infeccdo de macrofagos do epitélio do plexo cordide que se desprendem
dos ventriculos e sao depositados nas superficies ependimadrias, resultando em infec¢ao
ependimal e desmielinizagdo periventricular subsequente (SUMMERS & APPEL,
1994).

Durante a infec¢do no SNC pelo virus da cinomose, ocorrem a maturagdo e a
plasticidade dos astrocitos, axonopatia primaria € uma potencial regeneragao mediada
por células de Schwann. A proliferacao de citocinas, metaloproteinases de matriz e seus
inibidores, podem influenciar no grau da inflamagao e distribui¢do do virus pelo SNC.
Algumas cepas do CVD como a Snyder Hill podem causar polioencefalite aguda,
enquanto A75 / 17 e R252 causam predominantemente leucoencefalite desmielinizante

(SUMMERS & APPEL, 1994; PLATTET et al, 2007, LEMPP et al., 2014). A
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desmielinizacdo causada pelas cepas A75 / 17 e R252 produz uma doenca
desmielinizante cronica semelhante a esclerose multipla em humanos (PLATTET et al.,
2007).

O modelo da anatomopatologia da cinomose embasa estudos sobre a esclerose
multipla, por se assemelhar no mecanismo de desmielinizacdo. O acoplamento de
astrocito-astrocito e astrocito-oligodendrécito por jungdes gap € responsavel pela
manutengdo da homeostasia e sobrevivéncia do astrécito. A ablacdo genética de
conexina-30 e conexina-43, duas proteinas de conexina, que sdo as responsaveis pelo
par de jungdes gap oligodendrécito-astrocito, leva a astrogliose acentuada, vacuolizacdo
da mielina e convulsdes tonico-clonicas. As alteragdes observadas nas juncoes
comunicantes em astrocito-oligodendrocito contribuem para a génese das convulsdes
em casos cronicos (VON RUDEN et al., 2017).

A neuroinvasdo pode ocorrer por infec¢do de células epiteliais e endoteliais. A
cepa A75 / 17-VCC ¢ considerada uma das mais virulentas e desmielinizantes,
infectando principalmente os astrocitos da substancia branca (SUMMERS & APPEL,
1994; PLATTET et al., 2007; LEMPP et al., 2014).

O virus se propaga pelo contato entre as células lateralmente de maneira seletiva,
acometendo principalmente os astrocitos. A cepa A75 / 17 VCC recombinante expressa
uma unidade de transcricdo entre os genes M e F. A velocidade de transmissdo entre as
células ¢ varidvel. O VCC recombinante que expressa a proteina RFP infecta as células
por mecanismos nao citoliticos (WYSS-FLUEHMANN et al., 2010).

Além disso, ha também evidéncias de infeccao primaria de células endoteliais do
SNC contribuindo para a neuroinvasao, podendo ocorrer o comprometimento de células
da pia-mater a substancia cinzenta subpial. Dentro do SNC, o virus pode infectar células
do revestimento ependimal dos ventriculos, células gliais e neurdnios. A invasdo do
virus pode ocorrer através de filamentos do nervo olfatorio para os ganglios olfatérios e
subseqiientemente para estruturas mais profundas do SNC (LEMPP et al., 2014).

O processo de desmielinizacdo estd relacionado a varios fatores como as
alteragdes metabolicas em oligodendrdcitos, impedindo-os de realizar as suas fungdes.
Nas areas de desmielinizagdo, os astrocitos se tornam ativados (WYSS-FLUEHMANN
et al., 2010).
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As inclusdes intranucleares n3o sdo comumente observadas em
oligodendrocitos. Na fase aguda da neuroinflamagao, causada pelo Morbillivirus, ocorre
a morte de neuronios, ativacao da microglia, gliose reativa e liberacao de citocinas pro-
inflamatdrias em arecas afetadas, ocorrendo um aumento de astrocitos e células da
microglia em 4reas infectadas, desencadeando uma forte resposta imunologica local
(DE NARDO et al., 2020).

A deposicao de imunocomplexos durante a ativagdo do sistema imunologico,
pode contribuir para a disseminagdo viral no endotélio do SNC, e a penetracdo viral
ocorre pelo LCR. O Morbillivirus pode invadir células endoteliais vasculares nas
meninges, células do plexo cordide do quarto ventriculo e células ependimarias do
sistema ventricular linear, uma vez que o virus pode ser encontrado em grande parte no
plexo corodide. Os astrocitos sdo as células alvo para o VCC no SNC. As lesdes
desmielinizantes sdo caracteristicas da encefalite aguda e cronica (CARVALHO et al.,
2012).

Nos casos de infec¢ao pelo Morbillivirus existe o comprometimento do SNC na
grande maioria dos casos, mesmo que o dano seja minimo, sem que o paciente
apresente alteragdes neurologicas como mioclonia e ataxia, por exemplo, (SUMMERS
& APPEL, 1994).

A encefalomielite viral de curso agudo ou cronico ¢ indicada pela presenca de
interferon no LCR. Uma analise histopatologica mostra a gliose focal sugerindo que na
encefalite desmielinizante ocorra o predominio de células gliais. Alguns estudos
mostram que nem todos os Morbillivirus sdo neuropatogénicos, essa ¢ uma
caracteristica predominante nas infec¢cdes da cinomose em caes, animais marinhos € no
sarampo em humanos (SUMMERS & APPEL, 1994).

Os sinais neurologicos dependem da distribuicdo do virus pelo SNC. Esta
disseminagdo viral depende da resposta celular ¢ humoral do paciente. Uma resposta
imunologica eficiente ¢ capaz de eliminar os virus dos tecidos parenquimatosos. Os caes
podem apresentar sinais clinicos de rigidez cervical, convulsdes, sinais cerebelares e
vestibulares, bem como paraparesia ou tetraparesia com ataxia sensorial. Em nivel
histologico, percebe-se polioencefalite e leucoencefalomielite desmielinizante.

(BEINEKE et al., 2015).
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Alguns animais podem se recuperar de forma lenta e desenvolver uma doenca
cronica ou recidivante com progressao das lesdes desmielinizantes causadas por reagdes

imunopatoldgicas (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 1995).

3.6 A funcido imunolégica das células da microglia e dos oligodendrocitos, na

encefalite pelo VCC

As células da microglia representam entre 5 a 20% da populagdo de células glias
do SNC. Durante um evento patologico, as c€lulas da microglia progridem do estado de
repouso para a ativagdo, ocorrendo a proliferacdo, migracao e expressao de moléculas
de superficie, sendo responsaveis pela defesa do SNC contra agentes invasores e células
neoplasias, além de participar na recuperacdo do sistema nervoso central frente a uma
doenca (STEIN et al., 2006).

A entrada de células imunes ¢ limitada pela barreira hematoencefalica (BHE) e
por células endotelias, microglia e astrécitos. A microglia e os astrdcitos sdo altamente
reativos frente a estimulos inflamatdrios e infecciosos. As células da microglia
desempenham um papel importante na imunovigilancia do SNC por ser ativada nos
estagios iniciais de respostas as lesdes, precedendo as reacdes de outras células
nervosas. As ac¢des sinérgicas da microglia e dos astrocitos promovem o reparo tecidual
apos as lesdes e envolvem o controle da BHE, a entrada de células sanguineas, a
remocgao de citocinas pro-inflamatorias e a sua regulagdo (LEMOS et al., 2008).

As células da microglia t€ém funcao semelhante a dos macrofagos como a
fagocitose, modulagdo de células T, producdo de citocinas, quimiocinas, oxigénio
reativo e espécies de nitrogénio. As células da microglia também apresentam antigenos
de MHC, classe I e II e sdo ativadas durante a infec¢do pelo VCC, expressando
imunofendtipos e participando ativamente na infeccdo pelo Morbillivirus
(VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

Os oligodendrocitos apresentam uma discreta participagdo na infec¢do por
VCC, em contraste com os astrocitos. Nao ha evidéncias de que os oligodendrdcitos

sofram apoptose na infeccdo por VCC. A transcricdo viral que ocorre nessas células
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pode ter alguma interferéncia na manutencio de membranas de mielina
(VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

A ativacdo de células microgliais com liberacao de fatores toxicos pode induzir
danos a bainha mielina. As células microgliais expressam MHC, moléculas de adesdo,
atividade fagocitica e produgdo de radicais de oxigénio em disturbios desmielinizantes.
Esta intensa atividade das c€lulas da microglia pode ocorrer em infecgdes pelo VCC. Os
danos em células de oligodendrocitos podem estar relacionados a ativagao de células da

microglia (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005).

3.7 Manifestacoes neurologicas causadas pela cinomose

Alguns estudos mostram que em torno de 30% dos caes infectados pelo VCC
desenvolvem alteragdes neuroldgicas que podem ser observadas de 1 a 6 semanas apos
o inicio dos sinais clinicos. Apos a replicacdo do virus nos tecidos linfoides, se a
resposta imunoldgica ndo for satisfatéria, ocorre uma viremia secundéria resultando na
disseminag¢do do virus as células epiteliais de varios orgdos, causando doengas
multissistémicas incluindo o SNC, ocorrendo assim polioencefalopatias que causam
disfun¢ao do prosencéfalo (GREEN et al., 2020).

O VCC invade os astrocitos, microglia, oligodendrécitos, neurdnios, células
ependimadrias, células do plexo cordide e oligodendrocitos, levando a desmielinizacao.
Os astrdcitos sdo os mais afetados pelo Morbillivirus, e as alteragdes neuroldgicas da
cinomose ocorrem como resultado da desmielinizagdo aguda ou cronica com manguito
perivascular de linfocitos, células plasméticas e monécitos (GALAN et al., 2014). Os
sinais vestibulares podem ser observados com lesdes nos pedunculos cerebelares
(AMUDE et al., 2007).

A forma neurologica da cinomose apresenta algumas manifestacdes clinicas que
podem ocorrer isoladamente ou combinadas, tais como a mioclonia, ataxia, convulsao,
paraplegia, reten¢do urindria, rigidez muscular, atrofia muscular, pressao da cabeca
contra objetos, disfagia e incontinéncia urinaria. A mioclonia do temporal e de

musculos dos membros anteriores seguida de convulsdo, opistdtono, tremores,
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movimentos de goma de mascar da boca e movimentos de pedalagem (SILVA et al.,
2007; GALAN et al., 2014; GREEN et al., 2020).

As manifesta¢des posturais € motoras nos quadros de cinomose sdo a paraplegia,
tetraplegia progressiva parcial ou completa, sinais vestibulares, deméncia, inclinagao
lateral da cabeca, alteragdes na funcdo do neurdnio motor inferior e hiperestesia,
auséncia de propriocepgao consciente e auséncia de reflexo de retirada apos estimulo

doloroso (SILVA et al., 2007; GALAN et al., 2014; GREEN et al., 2020).

3.8 Sindromes neurologicas decorrentes do VCC

As sindromes neuroldgicas decorrentes do VCC incluem a encefalomielite por
cinomose em cdes imaturos, encefalomielite por cinomose multifocal em animais
maduros, encefalite de caes idosos (ODE), encefalomiclite recorrente cronica e
encefalite pds-vacinal da cinomose. A etiologia dessas sindromes envolve o VCC, a
idade dos caes e a localizagdo neuroanatomica das lesdes neurologicas (HEADLEY et

al., 2009).

3.9 Encefalite do cao idoso

A ODE ¢ uma sindrome de ocorréncia rara e grande parte das manifestagdes
neuropatoldgicas foi reproduzida experimentalmente. A patogénese da ODE nao estd
totalmente elucidada, e o diagnéstico da ODE ¢ confirmado por achados
histopatologicos no encéfalo, historico, alteragdes no exame neuroldgico e isolamento
viral através do exame de RT-PCR (HEADLEY et al., 2009).

A primeira descricdo de ODE encefalite foi publicada em 1942, no qual foi
relatado que 6 caes com idades entre 2 a 6 anos apresentaram extensa proliferacao de
pequenos vasos nas camadas de células piramidais do cortex, necrose perivascular,
focos de hemorragia perivascular, corpusculos de inclusdo em 3 desses cdes que
estavam com uma encefalite mais grave. Observou-se incoordena¢do motora, andar em
circulos, dismetria, rigidez ao andar, dificuldades na marcha e distarbios visuais

(ADAM et al., 1975).
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As alteracdes clinico-patoldgicas de sinais neuroldgicos corticais progressivos,
infiltrado perivascular grave multifocal e encefalite linfoplasmatica parenquimatosa
envolvendo principalmente o cérebro e o tronco encefalico, sdo lesdes caracteristicas de
ODE. Os caes acometidos podem ndo apresentar evidéncias de infeccdo aguda
subclinica pelo VCC, contudo a infeccdo pelo VCC ¢ persistente no cérebro e os
anticorpos neutralizantes do virus podem ser encontrados no soro sanguineo € no
liquido cefalorraquidiano (AXTHELM & KRAKOWKA, 1998).

As mudancas comportamentais comuns sdo incoordena¢do motora, andar
compulsivo e em circulo, podendo ocorrer convulsdes. O exame neuroldgico pode
mostrar déficits de reagdes posturais, circulagdo compulsiva, cabeca sendo pressionada
contra objetos, estrabismo e dificuldade para andar (ADAM et al., 1975; HEADLEY et
al., 2009).

A ODE pode representar os efeitos cumulativos da encefalite pelo VCC cronica
ou subclinica em estagio terminal, havendo um distarbio neuroldgico progressivo e
predominantemente cortical em caes adultos, ou ainda, pode ter caracteristicas tipicas da
infec¢do no SNC por virus do tipo selvagem (AXTHELM & KRAKOWKA, 1998).

A ODE pode afetar cdes adultos com histéricos de vacinagdo completa ou
ocorrer a reinfeccao de cdes imunes por VCC do tipo selvagem com subsequente
imunomediacao rapida a supressdo da producdo de virus extracelular dentro do SNC,
podendo desenvolver a ODE. Algumas cepas do Morbillivirus podem ser
indistinguiveis do virus virulento de tipo selvagem por métodos diagndsticos de rotina,
podem causar infeccdo persistente do SNC e ODE em virtude de determinantes de
viruléncia unicos e ndo identificados (AXTHELM & KRAKOWKA, 1998).

Em avaliagdo macroscopica do encéfalo, podem ser observadas lesdes no cortex
frontal, nucleo basal, lobo piriforme, rostral, tdlamo, substancia branca subcortical,
corpo caloso, corona radiata e capsula interna (HEADLEY et al., 2009).

Na histopatologia, observa-se principalmente a perda de demarcacdo distinta
entre a substancia cinzenta e branca, havendo rarefagdo severa da substancia branca ¢
cinzenta do parénquima associada a infiltrado inflamatério perivascular
linfoplasmocitario, proliferacio de componentes gliais, corpisculo de inclusdes
intranucleares e intracitoplasmaticas em astrdcitos, necrose de neur6nios no cortex

cerebral, astrocitose e desmieliniza¢dao da substancia branca (HEADLEY et al., 2009).
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Pode acometer cdes a partir de 6 anos, porém a ODE ndo ¢ ocasionada
naturalmente como resultado de encefalite aguda multifocal, pois existem lesdes
cicatriciais inativas no cérebro de cdes maduros com encefalite multifocal cronica, ¢ o
cerebelo de caes com ODE ndo apresentou lesdes, segundo os relatos da literatura sobre
o assunto (AXTHELM & KRAKOWKA, 1998).

As areas cronicas de desmielinizagdo estdo presentes na ODS com distribuigcdo
angiocéntrica proeminente da inflamagdo, se diferindo da cinomose desmielinizante
multifocal. Ja foi estudado 1 cdo com ODS em que a desmielinizacdo do SNC nao foi
associada a astrdcitos infectados por virus ou macrdéfagos, como ¢ o caso das lesdes
desmielinizantes agudas. Esses astrocitos foram associados a infiltragdo de linfocitos,
células plasmaticas e monocitos negativos para virus, porém esse caso ¢ o unico relato
na literatura em que as lesdes desmielinizantes eram negativas para o virus (AXTHELM
& KRAKOWKA, 1998).

Além da encefalite, as lesdes sistémicas incluem lesdes pulmonares, edema,
congestao, hemorragia e¢ enfisema. Em decorréncia do comprometimento sistémico
gerado pelo VCC, a traquéia e pulmdes podem ser afetados, sendo observadas
alteragdes “poOs-mortem” como edema traqueal, pulmdes com focos hemorragicos e
bronquite, principalmente (HEADLEY et al., 2009).

Em caes com ODS, a inflamag¢ao angiocéntrica e a desmielinizacdo possuem um
padrao morfoldgico mais semelhante a encefalite alérgica experimental em caes do que
a encefalite causada pelo VCC. Alguns estudos sugerem que o dano ao tecido do SNC e
a desmielinizacdo podem ser resultado dos efeitos de células T e B especificas de virus
infiltradas e citocinas inflamatorias (AXTHELM & KRAKOWKA, 1998).

A encefalite viral nas células parenquimatosas de caes com ODE pode ser uma
caracteristica da ODE, porém existem relatos de manifestagdes virais de infec¢gdo com
corpos de inclusdo, infeccdo em células astrogliais, células inflamatérias e
oligodendrocitos (AXTHELM & KRAKOWKA, 1998).

As alteracdes patologicas da ODE podem ser utilizadas para estudar doengas em
humanos como esclerose multipla, panencefalite esclerosante subaguda e neuromielite
optica pela semelhanca de achados histopatologicos como a presenca de infiltrado
perivascular com linfocitos, células plasmaticas e desmielinizagdo. Os cdes com ODE

apresentam uma encefalite cronica (ADAM et al., 1975).
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Apesar de existirem algumas hipoteses para a etiopatogenia da ODE, faltam
provas sufucientes para confirmagdo dessas teorias, pois ndo € possivel reproduzir
experimentalmente a ODS satisfatoriamente devido a incapacidade de excluir fontes
multiplas de infeccdo por VCC ou mesmo a influéncia de outros agentes na patogénese

da ODE (AXTHELM & KRAKOWKA, 1998).

3.10 Alteracoes histopatolégicas do Sistema Nervoso Central de cies com

encefalite por cinomose

A encefalite induzida pelo VCC pode se manifestar de forma aguda, subaguda
ou cronica, e raramente como uma polioencefalite. As lesdes encefalicas causadas pelo
VCC ocorrem principalmente no cerebelo, trato Optico, medula oblonga, pedinculo
cerebral, medula espinhal e, com menos frequéncia, na substancia branca subcortical,
fornice, capsula interna e corpo caloso. A classificacdo das lesdes encefalicas e a
progressao da doenga dependem da cepa do virus, estado imunolégico e idade do
hospedeiro (ULRICH et al., 2014).

Nos primeiros 10 dias da infec¢do pelo VCC, o virus presente no liquido
cefalorraquidiano se dissemina para a substancia branca. Estudos mostram que a
disseminagdo do VCC no SNC perfaz uma fase breve da doenca na substancia cinzenta
antes do desenvolvimento da leucoencefalomielite desmielinizante, referindo que a
sequéncia de entrada do VCC no SNC se inicia causando comprometimento da
substancia cinzenta e posteriormente lesdes na substincia branca. Porém, essas
alteragdes dependem da cepa do virus envolvido (BEINEKE et al., 2009).

Nas lesdes agudas, que ocorrem entre 16 a 24 dias ap6s a infecgdo, predominam-
se acumulos focais de células gliais antigeno-positivo do VCC acompanhados por
vacuolizacdo da substancia branca, aumento do numero de astrdcitos, gliose reativa e
liberacdo de citocinas pro-inflamatorio, gerando uma alta resposta imunoldgica e morte
de neurdnios (ULRICH et al., 2014; DE NARDO et al., 2020).

As lesdes subagudas com desmielinizagdo, mas sem inflamacao, podem ocorrer
entre 24 a 32 dias apés a infeccdo. As lesdes subagudas as cronicas com
desmielinizagdo e inflamagdo ocorrem apds 29-3 dias da infec¢ao e sdo caracterizadas

por numeros reduzidos do VCC. Na fase cronica ocorre o predominio de polioencefalite
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desmielinizante e leucoencefalomielite (BEINEKE et al., 2015; DE NARDO et al.,
2020).

A desmielinizagdo, disseminagdo de células mononucleares perivasculares,
hiperplasia de astrécitos e proliferagdo de microglia na substancia branca na fase
cronica sdo resultados da expressao do complexo principal de histocompatibilidade de
classe II (MHC-II) e da infiltracdo macica de células B, CD8 +, CD4 que ocorre
principalmente na microglia. Os astrdcitos também contribuem para a formagdao do
MHC-II que leva a um aumento da expressdo da Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP)
no neuropilo junto as areas desmielinizadas do cerebelo e tronco cerebral (STEIN et al.,
2006; ORLANDO et al., 2008; DE NARDO et al., 2020).

As células antigeno-positivas e manguitos linfo-histioplasmaciticos
perivasculares distintos de varias camadas de espessura e a desmieliniza¢do primdria na
leucoencefalite induzida pelo VCC inclui danos aos oligodendrécitos, desmielinizagdo
primaria com a liberacdo de mielinotoxicos pelos macrofagos, espécies reativas de
oxigénio e enzimas proteoliticas, como a matriz metaloproteinases e astrocitos ativados

(ULRICH et al., 2014).
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Figura 10: Alteracdes anatomopatologicas caracteristicas dos diferentes subtipos de
leucoencefalite causadas pelo VCC. Coloragdo: azul-cresil rapido Luxol. Barras de escala = 200 mm
(ULRICH et al., 2014).

a) O cerebelo dos cdes ndo infectados, sem alteragdes histologicas.

b) O cerebelo de cdes afetados por leucoencefalite aguda por VCC. A figura apresenta
alteragdes em astrocitos e microgliose focal (seta) e ocasionalmente poucas bainhas de
mielina vacuoladas (ULRICH et al., 2014).

¢) O cerebelo de cdes afetados por VCC na fase subaguda, apresentando leucoencefalite
com desmieliniza¢do, mas sem inflamag¢do. A substincia branca esta desmielinizada
focalmente (asterisco) combinada com astro e microgliose (seta) (ULRICH et al.,
2014).

d) O cerebelo de cées afetados por leucoencefalite cronica por VCC com desmielinizagido
e com inflamagdo apresentou substincia branca desmielinizada focalmente (asterisco),
combinada com astro- ¢ microgliose (seta), bem como infiltrados inflamatérios

perivasculares (ponta de seta) (ULRICH et al., 2014).

A cepa Snyder Hill geralmente afeta os neurdnios, induzindo a polioencefalite e
a cepa R252 e a cepa A75-17 causam lesdes nas células da glia e leucoencefalomielite

desmielinizante (BEINEKE et al., 2009). Estudos “In vitro” mostraram que as cepas
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mais virulentas do VCC, como a A75-17, o Snyder Hill, o Rockborn ¢ a Cepa
Onderstepoort, podem infectar astrdcitos, microglia, fibroblastos e macrofagos, sendo
que os macrofagos sdo as primeiras células a serem infectadas (ORLANDO et al.,
2008). O VCC afeta 95% dos astrocitos e pode causar desmielinizagdo na substancia
branca, infeccdo neuronal e necrose do tecido nervoso na substiancia cinzenta
(VANDEVELDE E ZURBRIGGEN, 2005; DE NARDO et al., 2020). A reatividade dos
astrocitos pode gerar inclusdes citoplasmaticas e nucleares (VANDEVELDE E

ZURBRIGGEN, 2005; BEINEKE et al., 2015).
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Figura 11: Fotomicrografias do cérebro de cdes com cinomose. Coloragdo: Hematoxilina e
Eosina (DE NARDO et al., 2020).

A) A area de desmieliniza¢do na substancia branca adjacente ao quarto ventriculo (*, bar = 200
um) DE NARDO et al., 2020).

B) Presenca de numerosas inclusdes acidofilicas pleomorficas no citoplasma de astrocitos
reativos (setas, barra = 20 pm) DE NARDO et al., 2020).

C) Area de necrose liquefativa rica em células Gitter (células fagociticas derivadas de monécitos
da circulagdo sanguinea, e em menor parte da microglia residente) (setas, barra = 20 pm) DE NARDO et
al., 2020).

D) Manguitos perivasculares e hiperemia vascular em no neurdpilo (setas, barra = 50 pm) DE

NARDO et al., 2020).
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LFB-KEV

Figura 12: A figura mostra a apresentagdo histologica da substincia branca cerebelar de cdes do
grupo controle e com cies com cinomose. Coloragdo: hematoxilina e eosina (HE) A— A ''") e violeta
azul-cresil rapido de luxol (LFB/KEV)(B—-B'"").

Grupo 1: O animal do grupo controle apresenta a substancia branca intacta.

Grupo 2: Lesdo aguda com hipercelularidade e vacuolizagdo. (A', B ')

Grupo3: Lesao desmielinizada subaguda com hipercelularidade, astrocitos gemistociticos (seta),
células gitter (cabega de seta) e a coloragio LFB / KEV intralesional diminuida.

Grupo 4: Lesdo subaguda a cronica com cufs perivasculares marcados, astrocitos gemistociticos
(setas) e desmielinizagdo da substincia branca. Asterisco: vaso sanguineo (A — A '’ ') Barra de escala =

50 um. (B—B''"), barra de escala =200 um. (KLEMENS et al., 2019).

Figura 13: O fragmento do lobo parietal direito de um cdo, macho, SRD, adulto. A seta azul aponta um

infiltrado de células inflamatorias mononucleares, sugestivas de linfocitos, na regido encefalica.
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Coloragao H.E., aumento no microscopio de 400 x. (Paciente do setor de Moléstias Infecciosas (MI),

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) -Unesp, Botucatu, 2021).

Figura 14: Imagem de um cdo, macho, SRD, adulto. O fragmento do lobo parietal esquerdo mostra perda
de substancia branca, neur6nios vermelhos por isquemia e degeneracdo neuronal. (Paciente do setor MI,

FMVZ-Unesp, Botucatu, 2021).
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Figura 15: Imagem de um c@o, macho, SRD, adulto. O fragmento do lobo parietal esquerdo apresentando
astrocitos em desmielinizagdo intensa e infiltrado linfocitario no lobo parietal. Coloragdo H.E. (Paciente

do setor MI, FMVZ-Unesp, Botucatu, 2021).

Figura 16: Imagem de um cfo, macho, SRD, adulto. O fragmento do lobo parietal esquerdo apresenta
infiltrado linfocitario de células mononucleares dentro do vaso, lesdo neuronal por hipoxia (neurdnio

vermelho). Coloragdo H.E. (Paciente do setor MI, FMVZ-Unesp, Botucatu, 2021).
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3.11 Alteragoes histopatologicas do Sistema Nervoso Central de doencas

com mecanismos de desmielinizacao semelhantes a cinomose

A encefalite associada a desmielinizagdo causada pelo Morbillivirus na
cinomose, com danos em macréfagos, microglia, oligodendrdcitos e astrocitos €
utilizada como modelo experimental para pesquisas de doencas como
Alzheimer, esclerose multipla, esclerose amiotrofica lateral, leucodistrofias,
deficiéncia de enzimas lisossomais, epilepsia, malformagdes corticais
(lissencefalia e polimicrogiria), deméncia, lesdes focais, doenga de Parkinson,
encefalite autoimune, paralisia microglial, encefalomielite desmielinizante
aguda, neuromielite optica, entre outras (FREDERICK & CAMERON, 2016,
GUERRERO & SICOTTE, 2020, DATTA et al., 2021).

Uma melhor compreensdo das atividades das células da microglias e a
sua ativacdo em processos inflamatorios complexos, alidos a fagocitose de
mielina, apresentagdo de antigeno as células T, acdo de macrofagos periféricos,
linfécitos T e liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias em lesdes ativas podem
auxiliar em estudos de doengas neurodegenerativas (GUERRERO & SICOTTE,
2020).

A esclerose multipla (EM), por exemplo, ¢ uma doenga desmielinizante
inflamatoria cronica do SNC com lesdGes na substdncia cinzenta e branca,
havendo neurodegeneracdo em todo tecido cerebral, com remielinizacdo
incompleta e neurodegeneragao. O tratamento visa o controle dos mecanismos
imunologicos nos estagios iniciais da doenca (LASSMANN, 2018, TORRE-
FUENTES et al., 2020).

Na EM, assim como na cinomose, o processo inflamatorio produz lesdes
teciduais com presenca de infiltrados inflamatorios focais nas meninges e nos
espagos perivasculares, que induzem a desmielinizagdo ou neurodegeneragao
direta ou indiretamente por meio da ativacdo da microglia. As lesdes oxidativas
e o dano mitocondrial levam a hipéxia (LASSMANN, 2018).

As reagdes imunopatologica de células da astroglia produzem a
desmielinizagdo e a neurodegeneragdo no cérebro com EM, formando uma

cicatriz glial. Na substancia branca formam-se placas desmielinizantes focais,
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havendo perda axonal e na substancia cinzenta, no cortex, ganglios da base e

tronco encefalico, ocorrem neurodegeneragao difusa (LASSMANN, 2018).

Figura 17: Alteragdes patologicas no cérebro de um paciente com esclerose multipla (EM)
secundaria progressiva. As lesdes desmielinizadas focais estdo presentes na substancia branca
(A). Ha extensa desmielinizagdo subapical cortical. (B). Em contraste com o padrido normal de
mielina no cortex cerebral, como mostrado em C, a perda completa de mielina nas lesdes
subpiais (D). Placas desmielinizadas na substancia branca podem aparecer como lesdes
desmielinizantes com uma baixa densidade de bainhas finas de mielina, visivel por
imunocitoquimica para proteinas de mielina ou como placas de sombra remielinizadas (G e H)

(LASSMANN, 2018).



50

3.12 Diagnéstico:

O diagndstico da cinomose depende do historico do paciente, sinais clinicos e
exames complementares. O VCC possui alta morbidade e a transmissdo se da através do
contato direito com caes doentes, fluidos orais, respiratorios e oculares, além de
exsudatos contendo o patdégeno. Na fase aguda da infecgdo, as excrecdes como fezes e
urina podem conter o virus que ¢ eliminado por até 90 dias em caes doentes. Os caninos
ndo vacinados ou com histérico de vacinagdo incorreto podem transmitir a doenga,
inclusive ocorrendo a transmissao interespécies (LOOTS et al., 2017).

Os sinais clinicos dependem da gravidade, cepa viral, idade do hospedeiro e
estado imunolégico. Uma resposta imune deficiente resulta em sinais inespecificos
como perda de apetite e febre. O VCC pode persistir por longos periodos nos neurdnios,
podendo causar lesdes na ivea, urotélio e pele, como hiperceratose (ATHANASIOU et
al., 2017). Se a infec¢do ocorrer no inicio do desenvolvimento, antes da erupcdo da
denti¢do, pode ocorrer hipoplasia do esmalte dentdrio como resultado da infeccao nos
botdes dentarios e ameloblastos (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005; LOOTS et
al., 2017).

Os cdes acometidos podem apresentar quadro agudo sistémico e
comprometimento nervoso, além da forma cronica. No quadro agudo que ocorre entre 2
a 3 semanas da infec¢do, o virus se replica pelo organismo causando sinais clinicos
graves como febre, secrecdo oculonasal mucopurulenta, manifestagdes respiratorias
como rinite mucopurulenta, pneumonia intersticial e necrosante, bronquiolite,
broncopneumonia supurativa devido a infec¢des secundarias, tosse, dispnéia, depressao,
anorexia, vomito e diarréia. Os sinais neuroldgicos podem ocorrer junto com os sinais
sist€émicos (SILVA et al., 2007; BEINEKE et al., 2009; MAHAJAN et al., 2018).

Em relacdo ao comportamento dos caes afetados, percebe-se ambulagdo em
circulos, sonoléncia, vocalizacdo, agressividade, inquietacdo, incapacidade de
reconhecer os seus tutores e automutilacdo. Pode ocorrer ainda, sialorréia, retengao
urindria, rigidez muscular, atrofia muscular, pressdo da cabeca contra objetos, disfagia e
incontinéncia urinaria (SILVA et al., 2007).

Outros sinais clinicos de mielopatia com altera¢des na fungdo do neur6nio motor

inferior e hiperestesia na infeccao aguda por VCC sdo raros, mas podem ocorrer sendo
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observados a claudicacgdo, a hiperestesia, a auséncia de propriocepgdo consciente e a
auséncia de reflexo de retirada ap6s estimulo doloroso (GREEN et al., 2020).

A cinomose pode evoluir para uma doenga grave em caes. (ATHANASIOU et
al., 2017). O diagnostico clinico de encefalomielite por cinomose pode ser mais
complexo na auséncia de sinais extraneurais. O comprometimento do sistema nervoso
inclui manifestacdes em cades idosos e em caes jovens (BEINEKE et al., 2009;
MAHAJAN et al., 2018; VON RUDEN et al., 2021).

As manifestacdes neuroldgicas mais comuns sdo mioclonia, nistagmo, ataxia
postural, opistétono, tremores, movimentos de pedalagem, déficits de reagdo,
convulsoes focais como os "ataques de goma de mascar" e/ou convulsdes generalizadas,
paresia, tetraparesia, plegia, paralisia, déficits proprioceptivos, movimentos circulares,
mudangas comportamentais e disfuncdo vestibular, levando o paciente a 6bito ou
gerando sequelas neuroldgicas cronicas, como uma mioclonia persistente e/ou
convulsoes focais ou generalizadas. (BEINEKE et al., 2009; MAHAJAN et al., 2018;
VON RUDEN et al., 2021).

3.13 Diagnéstico laboratorial

Para haver uma melhor avaliagdo prognoéstica, o diagndstico precoce ¢ essencial
para diferenciar de outras doencas infecciosas, principalmente quando o paciente
apresenta sinais neuroldgicos. Os materiais bioldgicos a serem coletados no estagio
inicial da doenca como as secregdes nasais € oculares, podem fornecer um material
biologico para a triagem dos animais infectados (MAHAJAN et al., 2018).

Os sinais clinicos que caracterizam febre, prostracdo e inapeténcia podem
sugerir a coleta de sangue e urina. Os esfregacos conjuntivais, vaginais, lavados
traqueais e sedimento de urina sdo uteis no diagnostico final através de métodos como a
imunofluorescéncia direta, porém esse método ndo ¢ o mais confiavel, pois pode dar
resultados falso-negativos (MAHAJAN et al., 2018). A urina ¢ um meio bioldgico em
que pode ser pesquisado o RNA viral pelo método do PCR. (ATHANASIOU et al.,
2017).
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Os métodos que podem ser utilizados sdo a Imunocromatografia direta (IC) para
a deteccao de antigeno da cinomose canina, Quantitative Real Time-PCR (RT-PCR) e
PCR nested, histopatologia do SNC, isolamento viral, Elisa, imunoflourescéncia,
Andlise do fluido cérebro-espinhal e hematologia. As taxas de positividade mais altas
sao relatadas nos exames de Elisa, IC e RT-PCR (COSTA et al., 2019).

No FElisa, as taxas de sensibilidade e especificidade variam de 93 a 100% e de 83
a 100%, respectivamente. A soroneutralizacdo possui uma taxa de positividade de 38%.
O nested PCR, considerado como o padrdo ouro no diagnostico de RNA do virus da
cinomose, tem alta sensibilidade, porém a sensibilidade depende do tipo de amostra
coletada (COSTA et al., 2019).

Andlises de detec¢do de anticorpos nao sao consideradas bons testes de
diagndstico, por causa da cinética do anticorpo de protocolos vacinais (ATHANASIOU

et al., 2017).

3.14 Diagnéstico diferencial

As doengas neuroldgicas e infecciosas que acometem o SNC geralmente causam
graves comprometimentos, deficiéncias que podem levar o animal a 6bito, algumas
dessas doencas sao zoonoses (TIPOLD, 1995).

Entre essas doengas destaca-se a encefalite causada pelo VCC, Ehrlichia canis,
raiva, encefalite por herpesvirus canino, encefalite causada pelo virus da parainfluenza
canina, encefalite pds-vacinal apds a vacina contra cinomose ou vacinagao anti-rabica,
encefalomielite protozoaria, meningoencefalite bacteriana, meningite causada pelos
protozoarios Toxoplasma gondii (T gondii) e Neospora caninum (N caninum) e hepatite
infecciosa canina (adenovirus canino-1) (AROCH et al., 2018).

Algumas meningoencefalomielite sdo de etiologia desconhecida ou possuem
suspeita de etiologia viral como a encefalite periventricular, meningoencefalomielite
granulomatosa (GME), meningite-arterite responsiva a esteroides e meningoencefalite
necrosante do Pug (TIPOLD, 1995, HORNSEY et al., 2019).

Exames de diagnostico podem auxiliar na diferenciagdo das doengas

neurologicas. Os achados hematologicos, exames do liquido cefalorraquidiano, indice
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de imunoglobulina, citologia, imagens de tomografia e ressondncia magnética
contribuem para elucidar algumas doencas neurologicas. Um diagndstico especifico
depende do historico do paciente, aliado ao exame fisico, exame neurologico, exames
laboratoriais e de imagens (TIPOLD, 1995, CARDY & CORNELIS, 2018).

O diagnostico pds morte inclui a nécropsia e a histopatologia a ser realizada nos
principais orgaos, incluindo o encéfalo (cérebro, talamo, cerebelo, ponte, medula) em

busca das alteracdes que caracterizam a doenga (HORNSEY et al., 2019).

3.15 Diagnéstico diferencial entre raiva canina e cinomose

As infecgdes virais neurotropicas representam uma grave ameaga a saude dos
seres humanos e do animal. As respostas do hospedeiro ao combater os agentes
invasores, podem resultar em danos irreversiveis ao SNC (SUNDARAMOORTHY et
al., 2020). A raiva ¢ causada pelo virus de RNA neurotrépico da familia Rhabdoviridae,
género Lyssavirus, sendo considerada a doenca zoondtica com maior mortalidade no
mundo (SABETA & NGOEPE, 2018).

A raiva se subdivide em forma furiosa em 80% de caes acometidos e na forma
paralitica em 20% dos casos, os cdes domésticos sdo 0s principais reservatorios da
espécie. E dificil estimar a carga humana de raiva, porém ao se usar dados sobre a
incidéncia de mordidas de animais suspeitos, os dados mostram que a raiva ¢
subnotificada e que os casos reais podem ser até 100 vezes maiores do que os relatorios
oficiais (SABETA & NGOEPE, 2018).

O RABV e outros Lyssavirus entram no sistema nervoso pelas sinapses dos
neurdnios periféricos e se disseminam por transporte axonal retrogrado. Apods a
endocitose mediada por receptor, os virions invadem as vesiculas endossomicas para
alcancar o neur6nio soma, fazendo a sua replicagdo. Os virus replicados sao
transportados para membranas pos-sinapticas (POTRATZ et al., 2020).

Ocorrem degeneracdes de axonios e dendritos em resposta a infec¢do pelo
Lyssavirus. A degeneragdo axonal ¢ mediada pela perda de NAD (Dinucleétido de
nicotinamida e adenina) e a digestdo mediada por calpaina de proteinas estruturais

essenciais. Estudos mostram que o gene SARMI (Sterile Alpha and TIR Motif-
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containing 1) na infec¢do por raiva, executa a autodestrui¢do axonal e a delecdo de
SARMI, impedindo a propagacdo do virus entre os neuronios interconectados. No
entanto, este mecanismo de defesa resulta na perda patologica de axonios e dendritos
(SUNDARAMOORTHY et al., 2020).

Os cdes com raiva furiosa apresentam maior quantidade de antigenos nos
neurénios. Na forma paralitica da doenca, a propagacao viral ¢ mais lenta. A
sintomatologia limbica domina o quadro clinico da forma furiosa, havendo sinais de
hiperexcitabilidade a estimulos externos, agressividade, paralisia progressiva dos
membros inferiores em direcdao a cabega. (SHUANGSHOT et al., 2016). A replicacao
prolongada causa a leva a encefalite progressiva, levando o cao ao 6bito (POTRATZ et
al., 2020).

Na forma paralitica ocorre a disfuncdo dos nervos periféricos, axonio ou
mielinopatia. Estudos apontam que ha comprometimento funcional seletivo. Nos
cérebros de caes raivosos, especialmente no tronco cerebral e no hipocampo, ocorrem
alteragdes nos receptores muscarinicos de acetilcolina. A inflamacao do tronco cerebral
¢ uma resposta do hospedeiro para impedir a propagagdo viral para os hemisférios
cerebrais (SHUANGSHOTT et al., 2016). A invasdo viral do nucleocapsideo viral da
raiva se da principalmente na linha média do SNC, talamo, ganglios da base e tronco
cerebral (SHUANGSHOTI et al., 2016).

Os principais métodos de diagnostico da raiva sdo a IFD (Imunofluorescéncia
direta), prova bioldgica que consiste na inoculagdo intracerebral em camundongos, além
de testes baseados em acido nuclé€ico, microarray de DNA e exame histopatoldgico para
confirmacdo de dignostico pela observagdo de corpasculos de inclusdao
intracitoplasmaticos (corpusculo de Negri). A IFD ¢ o método de diagnostico padrao-
ouro segundo a Organizacdo Mundial da Satide (OMS) e a OIE (Organizagdo Mundial
da Satde Animal) (SINGH, 2017).

A confirmagdo histopatologica dos corpusculos de inclusdo como o de Negri ¢
confirmatoria da presenca da raiva. Os corpusculos de inclusdo sdo formados durante o
ciclo de replicagdo do virus, sdo compartimentos intracelulares concentrados de
proteinas virais, acidos nucléicos e fatores celulares especificos, situados na célula

hospedeira. Estes corptisculos abrigam etapas essenciais do ciclo viral e constituem uma
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plataforma de replicacdo viral, além de proteger o genoma viral dos mecanismos de
defesa celular do hospedeiro (NEVERS et al., 2020).

Na cinomose observa-se a formacgdo de corpusculos de inclusdo conhecidos
como corpusculos de Lentz em diferentes células. Estas inclusdes podem ser observadas
em astrécitos, neurdnios, oligodendroécitos e células do epéndima. As alteragdes
neurologicas da cinomose sdo desmielinizagdo, encefalite ndo supurativa, corpusculos
de inclusdo, esferdides axonais, gemistocitos, gliose, malacia da substancia branca,
meningite mononuclear, necrose laminar cortical, neurdénio vermelho, neuronofagia,
infiltrado perivascular linfoplasmocitario e tumefagdo endotelial (SILVA et al., 2007,
SONNE et al., 2009).

Os caes com cinomose na fase neurologica apresentam alteragdes
comportamentais como ambulacdo em circulos, sonoléncia, vocalizacdo, agressividade,
inquietacdo, incapacidade de reconhecer os proprietarios e automutilagdo (SILVA et al.,
2007). A sintomatologia comportamental de caes com raiva depende da localizagao das
lesdes no SNC e da apresentacdo da raiva em formas paralitica e furiosa (BATISTA et
al., 2007).

Os sinais clinicos da raiva sdo inapeténcia, apatia, depressdo, inquietude e
incoordenagdo motora. Apos a fase prodromica, os caes acometidos podem manifestar a
fase furiosa com agressividade marcante, depressdo, excitabilidade, mudancas de
comportamento, insonia e febre. O animal ndo consegue deglutir a saliva, além disso, os
cdes manifestam alucinacdes, convulsdes e paralisias a partir dos membros inferiores
(BATISTA et al., 2007).

A forma paralitica da doenca se difere por ndo haver agressividade pronunciada,
a paralisia ocorre no maxilar inferior e ocorre também a paralisia dos membros
posteriores. Os cdes com raiva podem vir a 0bito por morte subita ou por paralisia dos
musculos respiratorios (BATISTA et al., 2007).

As manifestacdes neurologicas aliadas a um histérico completo, analise do
liquido cefalorraquidiano, testes de diagndstico laboratorial e exames de imagem como
tomografia e ressonancia magnética, podem identificar aproximadamente dois tercos
dos caes com doengas inflamatorias do SNC. As doengas neurolégicas como cinomose
e raiva compartilham de alteragdes comuns como infiltrado de leucdcitos no cérebro

(encefalite), medula espinhal (mielite) ou meninges (meningite) (THOMAS 1998).
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A paralisia e as convulsdes ndo sdo comuns na cinomose, sendo mais presentes
na raiva. A distingdo clinica da cinomose e da raiva associada a testes de diagnostico
podem auxiliar na elucidacdo da maioria dos casos de encefalites de origem infecciosa

(THOMAS 1998, SILVA et al., 2007, VON RUDEN et al., 2017, GREEN et al., 2020).

4 OBJETIVOS:

Tendo em vista que a cinomose ¢ a doenga viral mais importante em caes, com
alta morbimortalidade, podendo causar complicagdes no Sistema Nervoso Central,
foram revisados os mecanismos da neuropatogenia da infeccdo pelo VCC para melhor

compreensdo desse processo morbido.

5 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA/FMV?Z), da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP-Campus
de Botucatu-SP, sob o protocolo n° 0070/2021.

Neste trabalho realizou-se um estudo de revisdo de literatura através de uma
busca eletronica em diversas bases de dados, selecionando artigos relevantes para o
tema dessa revisao.

Os animais utilizados para este estudo foram os pacientes diagnosticados com
cinomose pelos médicos veterindrios do setor de Moléstias Infecciosas da FMVZ,
Unesp, Botucatu, que vieram a 6bito ou foram eutanasiados devido ao mal prognostico.
Esses caes foram submetidos a coleta cerebral, e os cérebros desses pacientes foram
armazenados em formalina 10%, sendo transferido ap6s 48h para um recipiente com
alcool 70%. O material foi encaminhado para o Laboratorio Objetiva Vet, sendo

submetido as técnicas de histologia e corados pela hematoxilina.
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5.1 Revisao Sistematica

A revisao de literatura sistematica foi realizada nas bases de dados Google
Scholar, Medline ¢ Pubmed, a fim de obter uma visdo aprofundada dos estudos
relevantes disponiveis na literatura.

Para a realizagdo dessa revisdo sistematica utilizou-se as seguintes palavras-
chave: Desmielinizagdo, cinomose, neuropatogenia, Morbillivirus € anatomopatogenia.
Os artigos considerados nessa revisdo foram publicados nos ultimos 40 anos,
priorizando-se os trabalhos mais recentes dos ultimos 10 anos. As pesquisas mais
antigas também foram utilizadas por trazerem as primeiras defini¢des das caracteristicas
da doenga em estudo.

As bases de pesquisa indicaram 254 artigos, dos quais foram selecionadas 88
publicagdes, nos idiomas inglés, espanhol e portugués que traziam informagdes
detalhadas a respeito da neuropatogenia da cinomose. Apoés leitura dos estudos, outras

bibliografias foram incluidas, como livros de anatomia veterinaria.

5.2 Critérios de inclusao

Os estudos publicados que atenderam aos seguintes critérios foram as revisdes
sistematicas, meta-andlise e artigos cientificos, por serem trabalhos que fornecem
evidéncias cientificas ¢ mostram as diferengas entre os estudos.

Os cdes que foram a Obito com sintomatologia clinica compativel com a
cinomose, aliado a exames clinicos com altera¢des caracteristicas da cinomose foram

incluidos nesse estudo para a realizagdo de coleta de encéfalo e andlise histopatologica.

5.3 Critérios de exclusao

Os artigos publicados que ndo descreveram ou nao abordaram em detalhes

informagdes relevantes sobre a neuropatogenia da cinomose ndo foram incluidos neste

estudo.
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Os animais que foram a Obito e ndo apresentaram sintomatologia consistente

com o quadro clinico da cinomose nao foram incluidos.

5.4 Analise histopatologica

Ap6s a fixacdo do material encefalico em formol 10%, o material foi processado
com a utilizacdo de técnicas de rotina laboratorial para a confeccdo de laminas,
passando por um processo de coloragdo com Hematoxilina e Eosina (HE).

Os tecidos encefalicos foram processados removendo a agua e o fixador do
tecido, substituindo-os pelo reagente desidratante. Utilizou-se o xilol para remover o
agente desidratante (Diafanizacdo) e promoveu-se a impregnacdo com parafina liquida,
apds aquecer a mesma em temperatura de 58 a 60 graus celsius. Os solventes foram
removidos e substituidos pelo solvente seguinte, a partir de um aparelho processador
automatico de tecidos, apos sucessivos banhos com graduacdo crescente da
porcentagem de etanol.

Alguns banhos foram multiplos com alcool 99%, xilol e parafina. Na inclusdo
em parafina, os tecidos sao envolvidos na parafina para obterem o suporte, colocando-se
o fragmento de tecido na parte central do molde. Depois de orientados os fragmentos,
os moldes foram transferidos para a placa fria a fim de solidificar a parafina,
pressionando-se ligeiramente os fragmentos para estes ficarem no mesmo plano. Na
sequéncia, colocou-se o cassete correspondente a cada amostra, a fim de identifica-la.

Os moldes foram transferidos para a placa fria com o objetivo de solidificarem e
serem desenformados, em seguida foram realizados os cortes finos dos tecidos e
colocados em lamina de vidro. Prosseguiu-se com a coloracdo de rotina em histologia
com Hematoxilina-Eosina (HE) para uma preparac¢do definitiva das laminas, colocando
uma gota de meio de montagem sobre o corte, cobrindo com uma lamela.

As laminas foram observadas em microscopio de luz para que as melhores
imagens de lesdes compativeis com a encefalite causada pela cinomose fossem

selecionadas para ilustrar este trabalho.
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6. CONCLUSOES

A cinomose ¢ uma infecgao sist€émica com envolvimento do SNC. Na encefalite
causada pela cinomose, o0 VCC se dissemina pelo SNC. Durante o inicio da fase aguda
da infec¢do, a resposta imunoldgica ndo ¢ eficaz. A atividade viral, aliada aos
mecanismos da neuroinflamacgdo, resulta em lesdes na substancia branca, gerando a
desmieliniza¢do e na substancia cinzenta, causa infec¢ao neuronal ¢ necrose do tecido
Nervoso.

A maioria das células infectadas pela invasdo viral sdo astrocitos, porém ocorre
também a infecgdo de oligodendrdcitos, as células produtoras de mielina. A isquemia e
a neuroinflamacgao estimulam a ativagdo imunologica, pelos astrocitos, através de genes
da cascata do complemento, que se mostram destrutivos para as sinapses ao perderem
algumas fungdes astrociticas habituais e passam a apresentar uma fun¢do neurotoxica,
destruindo neurdnios.

Na cinomose, a infeccdo restrita de oligodendrocitos e a ativacdo de células
microgliais, sdo importantes nos mecanismos da desmielinizagao.

Na fase cronica, ocorre desmielinizacdo severa, podendo haver preservacao dos
axonios ou lesdes com necrose da bainha de mielina. As sequelas neurologicas sao
resultantes da desmielinizagdo, prejuizo nos mecanismos de resposta imunologica pelas
células gliais, liberagdo de citocinas antineurogénicas como IL-1f e pelos astrocitos. A
localiza¢do neuroanatomica da infecgdo viral ird interferir no quadro clinico e nas
alteragdes neurologicas.

O modelo da anatomopatologia da cinomose embasa estudos sobre a esclerose

multipla, por se assemelhar no mecanismo de desmielinizagao.
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