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IMUNOMARCAGCAO DE SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS CD3+, CD4+ E
CD8+ ASSOCIADA A EXPRESSAO DE METALOPROTEINASES -2 E -9 EM
CEREBELOS DE CAES INFECTADOS NATURALMENTE COM VIRUS DA
CINOMOSE CANINA

RESUMO - No presente estudo foram avaliados 30 cerebelos de cées
naturalmente infectados pelo virus da cinomose canina, confirmados por meio
da reacdo RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) com
segmentacdo do gene do nucleocapsideo viral, e por analise microscopica das
lesdes teciduais apos a coloracdo Hematoxilina-Eosina e coloracéo de Shorr. A
distribuicdo das subpopulac¢des de linfocitos T foi evidenciada pela técnica de
imunoistoquimica, empregando-se anticorpos monoclonais CD3+, CD8+ e
CD4+. Da mesma forma, a deteccdo da expressdo das metaloproteinases
(MMP) -2 e -9 também foi conduzida pela técnica de imunoistoquimica e os
resultados foram associados aos encontrados na imunofenotipagem. Foi
possivel evidenciar marcacdo mais expressiva de MMP-2 (86,67% de
intensidade moderada a intensa) e uma alta proporcéo de linfécitos T CD4+ e
CD8+. Nesse sentido, pode-se concluir que o virus da cinomose canina se
dispersa no sistema nervoso central, alterando a integridade estrutural da
barreira hematoencefalica, provavelmente pela acdo da MMP-2; e os infiltrados
inflamatorios perivasculares presentes sédo constituidos predominantemente

por subpopulacdes de linfocitos T CD4+ e CD8+.

Palavras-chave: Barreira hematoencefalica, CDV, interacdo virus-hospedeiro



IMMUNOSTAINING OF LYMPHOCYTE SUBPOPULATION CD3 +, CD4 +
AND CD8 + ASSOCIATED TO THE METALLOPROTEINASES EXPRESSION
-2 AND -9 IN CEREBELLUM OF NATURALLY INFECTED DOGS WITH
CANINE DISTEMPER VIRUS

ABSTRACT — The present study evaluated 30 cerebella of dogs naturally
infected with canine distemper virus, confirmed by RT-PCR (Reverse
Transcriptase Polymerase Chain Reaction) to target the viral nucleocapsid
gene, and by microscopic examination of tissue lesions after hematoxylin-eosin
and Shorr staining. The distribution of subpopulations of T lymphocytes was
demonstrated by immunohistochemistry using monoclonal antibodies against
CD3 +, CD8 + and CD4 +. Similarly, detection of the expression of matrix
metalloproteinases (MMP) -2 and -9 was also conducted by
immunohistochemistry and the results were related to those found in
immunophenotyping. The results revealing more expressive marking of MMP-2
(86.67% moderate to severe) and a high proportion of CD4 + and CD8 +. In
conclusion, it can be infer that canine distemper virus is spread in the central
nervous system, altering the structural integrity of the blood-brain barrier,
probably by the action of MMP-2. Moreover, perivascular inflammatory infiltrates

consisted predominantly of T lymphocyte subpopulations CD4 + and CDS8 +.

Keywords: Barrier, CDV, virus-host interaction



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducéo

As enfermidades infecciosas que acometem o sistema nervoso central
(SNC) representam um expressivo grupo de doencas em caes. Estas possuem
um grande numero de possiveis etiologias e podem desencadear diversos
sinais clinicos graves que, em muitas vezes, sdo incompativeis com a vida do
animal (GEBARA et al., 2004). Dentre as principais enfermidades do SNC de
cées, destaca-se a cinomose canina por ser uma doenca infecciosa altamente
contagiosa que acomete cées de todo o mundo (HEADLEY et al., 2009), e que
tem apresentado, nas Ultimas décadas, aumento significativo do numero de
casos, mesmo em populacdes de animais vacinados, e inUmeros relatos de
surtos de proporgcdes alarmantes (MARTELLA et al., 2007; MARTINS et al.,
20009).

O termo utilizado para denominar esta enfermidade varia entre o0s
diferentes paises, sendo denominada por Esgana em Portugal, Moquillo Del
perro em paises de lingua espanhola, Cimurro na Italia e Canine Distemper na
América do Norte (MONTEIRO et al., 2010). Em alguns paises, a cinomose
canina é encarada como risco econdmico, em virtude dos mesmos serem
grandes produtores de pele de animais, como é o caso da Finlandia (MARTINS
et al., 2009). A enfermidade também se destaca principalmente em alguns
parques africanos, por ser um dos fatores colaboradores da possivel extingcéo
de algumas espécies de animais selvagens, ja que para estes animais 0 virus
da cinomose é altamente fatal (BEINEKE et al., 2009).

A cinomose canina apresenta um elevado coeficiente de mortalidade,
gue se refere a um alto numero de animais que morrem pela doenca em um
dado intervalo de tempo; e um coeficiente de letalidade, poder da doenca de
provocar a morte, inferior apenas a raiva canina — que se aproxima de 100%
(BREGANO et al., 2010; GEBARA et al., 2004; SONNE et al., 2009). Além



disso, a enfermidade ndo apresenta sazonalidade, ou seja, a ocorréncia se
distribui homogeneamente entre as estacdes do ano. Entretanto, algumas
pesquisas afirmam que ha uma maior incidéncia da doenca em periodos de
temperaturas mais baixas (HEADLEY; GRACA, 2000). A cinomose nao
apresenta predisposicdo entre sexo e raga, porém, em virtude de caes sem
raca definida (SRD) serem extremamente representativos em numero no Brasil.
Estes animais lideram as estatisticas de incidéncia da enfermidade quando
comparados as diferentes racas caninas (HEADLEY; GRACA, 2000; MARTINS
et al., 2009). E sabido também, por meio da quantificacdo de titulos de
anticorpos contra o virus, que caes de rua sdo mais susceptiveis que caes
domiciliados por receberem menores cuidados veterinarios e por apresentarem
maior chance de contato com particulas virais (MARTINS et al., 2009).

Estudos brasileiros demonstram que, em geral, 0s principais animais
acometidos pelo virus da cinomose estdo na faixa etaria de zero a um ano e
meio de idade (SILVA et al.,, 2007). Sabe-se que ha uma maior incidéncia e
susceptibilidade em animais jovens, menores de 03 meses e nao vacinados
(MANGIA; PAES, 2008). Nestes animais, a taxa de letalidade é superior a 50%
em virtude de declinio dos anticorpos maternos e titulo insuficiente de

anticorpos neutralizantes contra o virus da cinomose (MARTINS et al., 2009).

1.1. Histérico

A cinomose tem sido descrita e estudada ha mais de cem anos
(VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005), sendo o0s primeiros estudos da
enfermidade datados de 1746, na Ameérica do Sul. Relatos posteriores foram
registrados na Espanha, Inglaterra, Italia e Russia, em meados de 1760. Em
1763, foram descritos 0 acometimento e morte de 900 cdes em um unico dia na
cidade de Madri (Espanha) (MARTINS et al., 2009). A primeira descricéo
clinica detalhada foi realizada por Edward Jenner, em 1809. A primeira
transmissao experimental foi realizada por Karle, que escovou o labios de cées

jovens com excregdes de animais doentes, em 1844 (BLANCOU, 2004).



No ano de 1853, a hipdtese, de que a cinomose canina teria sido
introduzida na Europa com a entrada de colonizadores espanhdis vindos do
Peru a partir do século XVII, foi estabelecida (BLANCOU, 2004). No inicio do
século XX, o agente causador da cinomose foi isolado de cées pela primeira
vez por Carré (1905). Em 1907, foram observados corpusculos de inclusao em
neurdnios por Lentz, e em 1912, os mesmos corpusculos foram observados por
Sinigaglia em outros tecidos. A teoria de Carré foi, entdo, confirmada no ano de
1926 por Laidlaw e Dunkin, e, somente no ano de 1950, a primeira vacina
contra o virus da cinomose foi desenvolvida para caes domeésticos (MARTINS
et al., 2009).

2. Aspectos epidemiologicos

Apesar da cinomose canina ser uma das mais importantes doencas
infecciosas de caes do mundo, ha uma escassez de estudos epidemioldgicos a
respeito da mesma, e consequente falta de informacfes sobre sua ocorréncia
(DEZENGRINI et al., 2007). No Brasil, a enfermidade é considerada endémica,
representa 6% de todas ocorréncias na clinica de pequenos animais, e 11%
dos Obitos em cdes (MONTEIRO et al., 2010; NEGRAO et al., 2006).
Entretanto, acredita-se que o0 grau de infeccdo dos animais seja
significativamente maior do que o grau de doenca registrado, pois € sabido que
25% a 75% dos animais susceptiveis e expostos ao virus desenvolvem a
infeccdo subclinica, eliminando o virus no ambiente, contribuindo como fontes
de infeccéo, e, principalmente, dificultando a erradicacdo da doenca (GEBARA
et al., 2004; GREENE; APPEL, 2006).

A incidéncia da doenca foi reduzida, a partir de 1960, com o advento de
vacinas vivas atenuadas, acreditando-se, na época, ter o controle da mesma.
Em diversos paises, onde a vacinacdo se tornou regular em grande parte da
populacdo canina, a prevaléncia da cinomose clinica tem diminuido
substancialmente (NEGRAO et al., 2006). Entretanto ha relatos do

aparecimento de surtos esporadicos, como 0s registrados na Dinamarca



(BLIXENKRONE-MOLLER et al., 1993), Finlandia (EK-KOMMONEN et al.,
1997), Poldnia (JOZWIK; FRIMUS, 2002), EUA (MAES et al., 2003) e Australia
(NORRIS et al., 2006). Estes surtos podem estar associados ao fato de que as
vacinas atualmente utilizadas (principalmente vacinas com virus atenuado) néo
induzem imunidade absoluta (MARTINS et al., 2009); e a falta de vigilancia
epidemiologica que buscaria identificar novas variantes do virus da cinomose e
contribuir para a criacdo de novas e mais eficientes vacinas (MARTELLA et al.,
2007). Nas ultimas décadas, houve um consideravel aumento da ocorréncia da
cinomose, em determinados locais, que pode ser atribuido a possiveis falhas
vacinais; vacinagdes indiscriminadas ou insuficientes; e a introdugdo de
animais domésticos, principalmente cées, proxima a areas de preservacao
ambiental, o que pode contribuir como fator de risco para a infec¢do tanto do
animal domeéstico quanto dos animais silvestres (MONTEIRO et al., 2010).

A cinomose canina destaca-se por apresentar carater enzootico, ou seja,
guando presente em uma determinada regido, a doenca pode se estabelecer
constantemente na mesma. Esta caracteristica esta correlacionada a fatores
como a importante capacidade de persisténcia viral no ambiente, o
aparecimento de novas estipes virais, a ocorréncia de infeccdo em animais
vacinados e de animais portadores (BEINEKE et al., 2009). A manutencao da
doenca em populacdes urbanas de caes € estabelecida pela infeccdo em
animais suscetiveis (com ou sem doenca clinica), porém, em areas rurais, 0o
numero de caes em geral, e 0 contato entre eles, € baixo para a manutencao
da infeccdo continua, havendo sempre a necessidade de novas fontes de

infeccéo para a perpetuacao da enfermidade (BEINEKE et al., 2009).

3. Canine Distemper Virus — CDV

A doenca é causada pelo virus da cinomose canina (CDV - Canine
Distemper  Virus) pertencente a ordem Mononegavirales, familia
Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae e género Morbillivirus (HEADLEY

et al., 2009), e que se relaciona estreitamente com outros virus do género



Morbillivirus, como o virus do sarampo, em seres humanos e 0 virus da peste
bovina, em ruminantes (MORO et al.,, 2003). Os paramixovirus, em geral,
apresentam uma consideravel variedade de hospedeiros, infectando
principalmente mamiferos e aves. O termo myxovirus (do grego myxa, “muco”)
relaciona-se com a afinidade desta familia de virus por membranas mucosas
(BEINEKE et al., 2009).

O CDV é um RNA virus fita simples, de polaridade negativa, nao
segmentado. Caracteriza-se por ser um agente pleomorfico, ou seja, pode se
apresentar como filamentoso ou arredondado, de aproximadamente 100-250
nm de diametro, com nucleocapsideo de simetria helicoidal e revestido por um
envoltdrio lipidico duplo (envelope) (GROTERS et al., 2005; WUNSCHMANN et
al., 2000; WYSS-FLUEHMANN et al., 2010). Alem disso, o CDV se caracteriza
por ser um agente altamente imunossupressor; pantropico, ou seja, com
afinidade por diferentes tecidos, principalmente os tecidos epiteliais; com
capacidade de produzir uma doenga multi-sistémica; e que pode atingir o SNC
dos animais afetados (BEINEKE et al., 2008; BREGANO et al.,, 2010;
SEEHUSEN et al., 2007).

O efeito imunossupressivo do CDV em cédes € um aspecto
extremamente relevante e comum a todas as possiveis estirpes virais. Este
efeito favorece a ocorréncia de infecgbes oportunistas concomitantes ao
qguadro clinico da cinomose canina, 0 que agrava o mesmo, dificultando
condutas de tratamento e a possivel recuperacao do animal. A replicacéo deste
virus ocorre no citoplasma da célula hospedeira, os virions séo liberados por
brotamento através da membrana celular em locais contendo proteinas do
envelope viral, e 0 mesmo pode sofrer mutacbes de diferentes tipos (adicao,
delecdo e substituicdo de nucleotideos) (MONTEIRO et al., 2010). O CDV
ainda pode levar a formacdo de sincicios e inclusfes intracitoplasmaticas
aciddfilas caracteristicas. A infeccdo por este virus geralmente é citolitica,
havendo descri¢cdes de infeccdes persistentes in vitro; apds a transmissao por

contato direto ou aerossois, a replicacdo primaria ocorre comumente em trato



respiratorio; o CDV ainda pode exibir atividades hemaglutinante, hemolitica e
de neuraminidase (BEINEKE et al., 2009).

Sob baixa temperatura, o CDV é capaz de manter sua capacidade
infectante por longos periodos (algumas semanas), e em temperaturas
préximas ao ponto de congelamento, o virus se torna estavel por meses e até
anos. Por se caracterizar como um virus envelopado, o CDV é facilmente
inativado por solventes lipidicos, detergentes e desinfetantes, que quebram o
envoltorio lipidico, expdem o material genético do mesmo, e assim, o inativam.
Além disso, o CDV também demonstra sensibilidade ao calor, sendo facilmente
inativado a temperatura de 56°C (MONTEIRO et al., 2010).

Em relacdo as suas caracteristicas estruturais (Figura 1), o CDV é
formado por um nucleocapsideo, de simetria helicoidal, que contém o genoma
viral e consiste da nucleoproteina (NP) e do complexo polimerase, o qual inclui
as proteinas P e L. Em seu envelope viral, 0 CDV exibe duas glicoproteinas: a
hemaglutinina (HA), maior e com atividade de hemoaglutinacdo, fixagdo na
célula hospedeira e tropismo celular; e a proteina de fusdo (F) que é
responsavel pela ligagcdo entre a membrana celular e o envelope viral; e a
formagdo de sincicios (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005). A proteina de
ligacdo pode ainda ser uma proteina hemaglutinina-neuramidase (HN) ou uma
proteina sem atividade de neuramidase (G), liga-se a receptores celulares de
superficie. Os dois tipos de peplémeros podem induzir a producédo de
anticorpos neutralizantes dos virus. Ha também uma proteina de membrana
(M) ndo-glicosada associada ao envelope (BEINEKE et al., 2009).

O tropismo celular é determinado pela quebra e ativacdo destas
glicoproteinas que interagem com proteases tissulares especificas, restringindo
a fuséo para tecidos selecionados. O mecanismo se inicia pelo contato entre o
receptor celular e a proteina HA, a qual muda sua conformacédo e transmite
lateralmente um sinal para a proteina F, que vai sofrer a quebra e a ativacao
(VON MESSLING et al., 2006).



FIGURA 1. Representacao esquematica da composicao estrutural da particula
viral de CDV.

Apesar de haver descricoes de diferentes estirpes de CDV, sabe-se que
apenas um sorotipo foi descrito na literatura. Dentre estas estirpes virais
distintas, algumas sao consideradas levemente virulentas, provocando
infeccbes inaparentes, e outras desencadeando quadros agudos, com O
desenvolvimento frequente de encefalites e com altos indices de mortalidade.
Além disso, algumas estirpes virais podem se apresentar como viscerotropicas,
0 que leva a uma moléstia debilitante, com elevada mortalidade e com baixa
frequéncia de encefalite (GEBARA et al., 2004; MONTEIRO et al., 2010).

3.1. Estirpes virais

E sabido, por meio de andlises moleculares, que ha uma grande
similaridade entre as estirpes de CDV, e que, utilizando-se estudos com
anticorpos policlonais, até o momento, ha apenas um sorotipo viral (NEGRAO
et al., 2006). Para a identificacdo e monitoracdo das diferencas genéticas no
virus, as analises filogenéticas do gene da proteina H (principal glicoproteina
do envelope do CDV) séo extremamente relevantes e permitem a organizacao



das estirpes em genotipos (NEGRAO et al., 2006). Os estudos soroldgicos e
filogenéticos devem ser realizados entre as diferentes espécies, entre 0s
animais de uma mesma espécie e em areas geograficas distintas (MARTINS et
al., 2009).

No Brasil, a primeira analise filogenética, baseada na sequencia parcial
do gene N do CDV, foi capaz de demonstrar a presenca de quatro grupos
geneéticos principais, demonstrando, parcialmente, que ha uma consideravel
diversidade genética molecular das estirpes circulantes no pais (MARTINS et
al., 2009). Sabe-se também que, datam do inicio de 1960, as estirpes
disponiveis na grande maioria das vacinas atenuadas utilizadas mundialmente,
inclusive no Brasil (NEGRAO et al., 2006).

Estas diferencas bioldgicas entre as estirpes de CDV podem resultar na
interferéncia do diagnostico e da imunoprofilaxia da enfermidade (NEGRAO et
al., 2006). Para evitar que isto ocorra, é necessario o0 monitoramento constante
das caracteristicas antigénicas e molecular das estirpes circulantes. Falhas
vacinais podem ser geradas por uma infinidade de fatores que interferem
significativamente na producdo de uma resposta eficiente, por isso o controle
destes fatores também é importante para a profilaxia adequada (NEGRAO et
al., 2006)

Dentre as estirpes mais utilizadas em todo o mundo para a elaboracao
de vacinas, podem-se destacar as estirpes Onderstepoort e Rockborn
(NEGRAO et al., 2006). A estirpe Snyder Hill é a mais reprodutivel da doenca.
Esta exibe alta afinidade por células da substancia cinzenta de todo encéfalo e
capacidade consistente de neuroinvasao. Os caes infectados por via intranasal
com Snyder Hill apresentam sinais clinicos apés 4 dias da infec¢éo. O virus é
encontrado no SNC em nove dias e 50% dos animais acometidos evoluem
para doenca grave (RUDD et al., 2010). Entretanto é sugerido, por alguns
autores, que a invasao do SNC ocorra, na maioria, sendo em todos, 0s casos

de infeccéo, independentemente dos sinais clinicos (MORO et al., 2003).



4. Espectro de possiveis hospedeiros

O espectro de possiveis hospedeiros para cinomose canina €
extremamente vasto e inclui numerosas familias da ordem Carnivora. S&o
susceptiveis os membros das familias Canidae (raposas — Vulpes vulpes,
lobos-guara — Chrysocyon brachyurus, dingos - Canis dingo), Felidae (ledes —
Panthera leo, leopardos — Panthera pardus japonensis, tigres — Panthera tigris,
jaguares — Panthera onca), Mustelidae (ferrets — Mustela putorius furo, texugos
— Meles meles), Hyaenidae (hienas — Crocuta crocuta), Procyonidae (racoons —
Procyon lotor e Nyctereutes procyonoides), Ursidae (urso panda — Ailuropoda
melanoleuca), Ailuridae (panda vermelho — Ailurus fulgens) e Viverridae
(civetas — Paguma larvata) e Phocidae (focas — Phoca vitulina). As ordens
Primata (familia Cercopithecidae, macacos do velho mundo — Macaca fuscata)
e Artiodactyla (familia Tayassuidae (pecari de colar — Pecari tajacu) tambéem
podem ser acometidas (GEBARA et al., 2004; BEINEKE et al., 2008).

A infeccdo, principalmente em carnivoros, estd associada a alta
incidéncia de neuroinvasao (até 30% dos caes acometidos), sendo que quase
todos os carnivoros silvestres apresentam a infeccdo em SNC. Em furdes,
(Mustela putorius furo) a enfermidade € invariavelmente fatal (RUDD et al.,
2010), e em caes, a leucoencefalite desmielinizante é a principal sequela da
doenca (GROTERS et al., 2005). Surtos da doenca tém sido relatados em
varias espécies de vida silvestre e, em muitos casos, as altas taxas de
morbidade e letalidade podem contribuir para a extingdo de determinadas

espécies de regides especificas (BEINEKE et al., 2009).

5. Doencgas desmielinizantes e a cinomose canina

Dentre os inumeros aspectos relevantes da cinomose canina, valem
ressaltar as semelhancas das alteracfes neuropatologicas causadas pelo CDV
quando comparadas as doencas desmielinizantes humanas (GROTERS et al.,
2005; BEINEKE et al., 2008). Esta alta correlagéo entre as alteracées do SNC



permite que a leucoencefalite desmielinizante pelo CDV sirva de modelo
experimental confiavel e espontaneo para diversas doencas humanas, sendo a
peca chave para o entendimento da patogénese de enfermidades
desmielinizantes, e permitindo assim desvendar os mecanismos moleculares
envolvidos e desenvolver possiveis protocolos terapéuticos (MIAO et al., 2003;
SEEHUSEN et al., 2007; WYSS-FLUEHMANN et al., 2010). Entretanto, ndo ha
evidéncias definitivas de que haja infeccdo natural pelo CDV em seres
humanos, mesmo ja tendo sido descrita infeccdo experimental assintomatica
(MARTINS et al., 2009).

A polioencefalite causada pelo virus do sarampo € um importante
exemplo de semelhantes alteragbes com o CDV, visto que ambos
compartilham a capacidade de se propagar célula a célula (RUDD et al., 2010).
Outro exemplo extremamente relevante € a esclerose mdultipla, doenca
desmielinizante inflamatoria mais importante em humanos, que leva a quadros
graves de deficiéncias cognitivas e que recentemente foi sugerida, a partir de
observacbes epidemiologicas, ter causa infecciosa (VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN, 2005; WYSS-FLUEHMANN et al., 2010). Alguns trabalhos
sugerem que o CDV, muito mais do que apenas desencadear lesbes
semelhantes as doencas humanas, possa servir de agente promotor de
algumas delas, como o caso de algumas doencas neuroenddcrinas, a doenca
de Paget, a esclerose multipla e a panencefalite esclerosante subaguda
(MARTINS et al., 2009).

6. Patogenia da cinomose canina

A cinomose canina refere-se a uma enfermidade de carater bifasico que
desencadia doenca sistémica e/ou doenca neuroldgica (BEINEKE et al., 2008).
A manifestacao clinica € extremamente variavel e a evolucao da fase sistémica
para fase nervosa ocorre geralmente por falha na eliminacdo do virus (MORO
et al., 2003). A transmisséo se da, principalmente, pelo contato com particulas

virais em aerossois; goticulas contaminadas de secrecdes respiratérias, fezes,



urina, saliva e transplacentaria (MANGIA; PAES, 2008). Quando ocorre a
exposicdo natural (Figura 2), o CDV entra em contato com o epitélio do trato
respiratorio superior, ha a replicagdo em macréfagos no periodo de 24 horas, e
posterior disseminacdo para a via linfatica, tonsilas e linfonodos brénquicos
(VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005). Dentro de um periodo de 4 a 6 dias
(Figura 3), a replicagéo viral ocorre no sistema linfoide, medula 0ssea, timo,
baco, linfonodos mesentéricos, epitélio estomacal, placas de Payer, células de
Kipffer e células mononucleares ao redor de vasos pulmonares e bronquiais
(TIPOLD et al., 1992). Esta replicacdo viral macica desencadia grave
imunossupressao primaria, resultado dos danos virais as células linfoides
(WUNSCHMANN et al., 1999).

FIGURA 2. Representacdo esquematica da patogenia geral da cinomose

canina.



FIGURA 3. Representacdo esquematica da patogenia geral da cinomose

canina.

7. Doenca sistémica pela cinomose canina

A doenca sistémica pode, em muitas vezes, ser fatal e estd comumente
associada com doencas respiratorias e/ou distlrbios gastrintestinais (BEINEKE
et al., 2008). A recuperacao clinica esta associada com a imunidade a longo
prazo e a interrupcao da replicagdo viral. Em casos de animais expostos a
estirpes virais altamente virulentas, ou a doses infectantes altas, ou ainda a
imunossupressado severa, podera haver o comprometimento da protecao.
Entretanto, quando ha aumento da titulacdo de anticorpos, 0s sinais clinicos
podem desaparecer e o virus ser eliminado da maioria dos tecidos, ou persistir,
por longos periodos, em tecidos uveais, neurbnios e tegumentos (GREENE;
APPEL, 2006).

Na fase sistémica da enfermidade, os cées infectados podem apresentar

secre¢des nasais e oculares, que contribuem como fonte de infeccéo, além de



hiperqueratose de coxins digitais e dermatite pustular (SONNE et al., 2009).
Dentre os possiveis achados macroscépicos para esta fase, encontram-se
pulmdes néo colapsados, avermelhados e edemaciados; enterite catarral ou
hemorragica; e atrofia parcial ou completa de timo. A microscopia, é possivel
observar: pneumonia intersticial; hiperqueratose ortoqueratotica e/ou
paraqueratética de coxins digitais; e severa deplecéo linfoide. Além disso,
corpusculos de inclusdo podem ser observados em epitélios de estbmago,
pelve renal, bexiga, conjuntiva, coxins digitais (SONNE et al., 2009). Esta
distribuicdo disseminada ocorre fato do CDV possuir alta afinidade por tecidos
epiteliais e se disseminar em cerca de 10 dias pos-infeccéo, a partir dos sitios
primarios de replicagdo (BREGANO et al., 2010).

8. Neuroinvaséao pelo CDV

A respeito da capacidade de neuroinvasdao do CDV, ndo ha
entendimento exato do mecanismo pelo qual o virus penetra e se dispera pelo
tecido nervoso (BEINEKE et al., 2008). Sabe-se que ocorre a disseminagao
pelos tecidos do SNC no periodo de 8 a 10 dias pos-infeccao (Figura 4). Para
gue isto ocorra, € necessario que haja a desestabilizacdo da barreira
hematoencefélica (BHE) pela degradacdo da membrana basal e perda das
juncbes celulares (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005). A BHE e
caracterizada como um dispositivo que busca impedir ou dificultar a passagem
de substancias de diversos compartimentos de liquido do SNC para o tecido
nervoso (GUYTON; HALL, 2006; MACHADO, 2002). O primeiro relato a
respeito da permeabilidade seletiva diferenciada dos capilares do SNC data do
inicio deste século e foi realizado a partir da inoculacdo do corante azul-de-
tripan em um animal e posterior observacdo de que todos os 0Orgaos se
coravam, com excecdo do cérebro. Demonstrando, assim, que 0 corante
provavelmente nédo ultrapassava a parede dos capilares cerebrais (MACHADO,
2002; CUNNINGHAM, 1999).



FIGURA 4. Representacdo esquematica da invasdao do SNC em caes

acometidos pelo CDV.

8.1. Barreira hematoencefalica

Dentre as diversas importancias desta barreira, a regulacdo da
passagem de substancias, como medicamentos, toxinas, bilirrubinas e
neurotransmissores, constitui um mecanismo de protecdo do encéfalo, evitando
lesbes no mesmo ou alteracdes do seu funcionamento (GUYTON; HALL, 2006;
MACHADO, 2002). A capacidade de seletividade da BHE é considerada mais
gualitativa do que quantitativa. Entretanto, sabe-se que nem sempre ha o
impedimento completo desta passagem, apenas uma dificuldade maior da
mesma; que a permeabilidade ndo é a mesma em todas as areas do tecido
nervoso; e que a eficiéncia desta barreira também esta correlacionada com a

faixa etaria do animal, sendo mais fraca durante o desenvolvimento fetal e em



recém-nascidos (GUYTON, HALL, 2006; MACHADO, 2002). Deve-se destacar
gue, na regido do hipotdlamo, a permeabilidade da BHE aparentemente nao é
eficaz, 0 que pode estar atribuida a relacdo estreita entre o hipotalamo e a
circulacao sistémica, sendo o mesmo responsavel por controlar a osmolaridade
do sangue, niveis de glicose a parametros criticos, e por monitorar os niveis de
alguns solutos circulantes (CUNNINGHAM, 1999).

E possivel se estabelecer genericamente um escore de permeabilidade
da BHE, atribuindo-se um alto grau de permeabilidade a substancias, como
agua, dioxido de carbono, oxigénio e a maioria das substancias lipossoluveis; a
eletrélitos como sadio, cloreto e potassio, um baixo grau e, para a maioria das
grandes moléculas organicas nao-lipossoliveis, acredita-se serem quase
totalmente impermeaveis (GUYTON; HALL, 2006). Além disso, para o
transporte de horménios, a barreira hematoencefalica conta com moléculas
transportadoras especificas que se ligam a receptores também especificos
(GUYTON; HALL, 2006). A glicose penetra facilmente por mecanismos
especificos mediados por carreadores, que sd&o moléculas proteicas
especializadas embebidas nas membranas celulares das células endoteliais
(CUNNINGHAM, 1999).

Diversos estudos tém sido realizados na tentativa de elucidar a
localizacdo e caracterizacdo anatdbmica da BHE. Sabe-se que principalmente
dois elementos do SNC estédo envolvidos na sua constituicdo, o neuropilo e 0
capilar cerebral (Figura 5). Neuropilo refere-se ao espago entre 0s vasos, 0S
corpos de neurbnios e as ceélulas neurogliais; preenchido por prolongamentos
de neurdnios e células neurogliais; com espaco intercelular pequeno; e com
guantidade de substéancia intercelular menor que nos demais sistemas. Por
apresentar esta estrutura predominantemente celular, atribui-se ao neurépilo
ser a base anatbmica da BHE e dificultar a passagem de substancias
provenientes dos capilares (MACHADO, 2002).



FIGURA 5. Representacao esquematica comparativa entre capilar sistémico e

capilar cerebral, constituinte da barreira hematoencefalica.

A maioria dos autores acredita que a principal explicacdo para a
seletividade da barreira esta associada ao capilar cerebral. Este tem um grande
namero de mitocondrias e € constituido de trés elementos principais: o
endotélio, a membrana basal e o astrécito. O astrécito contribui na formacao de
uma camada quase completa de células gliais em forma de poddcitos terminais
e em torno do capilar, e a membrana basal apresenta-se como uma fina
pelicula que reveste o endotélio (CUNNINGHAM, 1999; MACHADO, 2002). O
endotélio € apontado, por uma série de pesquisas, como o principal elemento,
e apresenta caracteristicas basicas que o diferencia dos demais capilares.
Dentre elas, destacam-se a falta de contratilidade de suas células, pois estas
nao possuem filamentos que, quando na presenca de histamina, se contraem,
separam suas ceélulas e tornam o capilar permeavel; o fato das células
endoteliais, ao contrario dos demais capilares, serem unidas por juncdes
intimas e estreitas, que dificultam a penetracdo de macromoléculas e as
tornam justapostas; e, por fim, a caracteristica de ndo possuirem fenestracfes
e vesiculas pinociticas, que nos demais capilares contribuem para o transporte
de substancias. Ainda a BHE também € constituida de pericitos, células que
possuem potencial de diferenciacdo e que sao responsaveis pela producao da



membrana basal, reparo apos lesfes e regulacdo do tonus capilar, contribuindo
também para a eficiéncia da seletividade da barreira (CUNNINGHAM, 1999;
GUYTON; HALL, 2006; MACHADO, 2002).

Esta seletividade é realizada quando, ao tentar atravessar a BHE, a
substancia em questdo utiliza se de proteinas transmembranas (claudinas,
moléculas de ades&o juncional, ocludinas) das células (BEINEKE et al., 2009).
Quando em um processo inflamatério, a producdo e expressao de citocinas,
moléculas de adesao, serina, proteases, Oxido nitrico, derivados do acido
aracdbnico e matriz metaloproteinases sao responsaveis pelo afrouxamento
das juncbes ocludentes da BHE, tornando-a menos seletiva. Com isto, ha a
possibilidade da passagem de quaisquer elementos sanguineos e substancias
nocivas ao SNC (WEBB; MUIR, 2000).

8.2. Matriz metaloproteinase

A estabilidade da BHE pode ser alterada por diversos processos
patolégicos, solucdes hipertdnicas, traumatismos e infeccbes, que levam a
ruptura parcial ou completa da mesma (MACHADO, 2002). A matriz
extracelular (ME), componentes da BHE, desempenha um importante papel
complexo na manutencéo e fungdo do SNC (GROTERS et al., 2005). Os dois
principais sistemas que modificam a ME no SNC sdo o sistema de matriz
metaloproteinases (MMPSs) e os ativadores de plasminogénio (PAs) (MIAO et
al., 2003; GROTERS et al., 2005).

MMPs representam uma familia de enzimas neutras (endopeptidases)
dependentes de zinco, com pelo menos 25 MMPs distintas. Possuem diversas
importantes fungcdes como participacdo no processo de embriogénese, reparo
de feridas, inflamacao, artrite e neoplasias. No SNC, estas enzimas podem
atuar na remodelacdo de tecidos durante o seu desenvolvimento e a
capacidade de modular a neuroinflamacdo. Além disso, sdo capazes de
desestabilizar a BHE por clivagem dos componentes da ME, favorecendo a

migracao de células inflamatorias para o interior do SNC, desencadeando a



liberagdo de TNF-a e desintegrando a bainha de mielina (GROTERS et al.,
2005; MIAO et al., 2003). Estas atividades tornam se possiveis pelo fato de que
as MMPs sédo responsaveis pela hidrélise dos componentes da ME e pelo
controle dos sinais suscitados por suas moléculas, permitindo, assim, a
regulacdo da sua diferenciacdo, proliferacdo e morte celular (BEINEKE et al.,
20009).

As MMPs séo classificadas de acordo com a especificidade ao substrato
a ser degradado, e sao divididas em quatro classes principais (Tabela 1). Além
disso, a MMP-12, também chamada de metaloelastase, e a MMP-19 néo
pertencem a qualquer grupo especifico (MIAO et al., 2003; GROTERS et al.,
2005). Com relacdo a sua organizagcao estrutural, as MMPs, em geral, sao
constituidas de trés elementos um pro-peptideo amino-terminal; um dominio
catalitico; e um dominio “hemopexin-like” que se localiza na extremidade
carboxi-terminal. Assim, o N-terminal mantém as MMPs inativas sob forma de
zimogénios (proMMP-2 (72 kDa) e proMMP-9 (92 kDa)) (Figura 6), pois contém
cisteina que funciona como quelante dos ions de zinco do centro catalitico.
Quando ocorre a quebra da cisteina, havera a ativacdo intermediaria das
MMPs. Para a ativacdo completa das enzimas, € necessario que ocorra a
clivagem autocatalitica do pro-peptideo do ndcleo da proteina. Sabe-se que,
uma vez ativada por completo, as MMPs perdem peso molecular (MMP-2 (66
kDa), MMP-9 (86 kDa)) (ROSEMBERG, 2002).

Tabela 1. Descri¢céo das principais classes de MMPs e seus constituintes.
Classes MMPs

Gelatinase A — MMP-2

Gelatinase B — MMP-9

MMPs -1, -8, -3 e -18

Gelatinases

Colagenases

Estromelisinas

MMPs -13, -10 e -11

Matrilisinas

MMPs -7 e -26

Tipo membrana (MT-MMPSs)

MMPs -14, -15, -16, -17, -24 e -25




A maioria destas MMPs é expressa em nivel baixo ou até mesmo
indetectavel no SNC na maioria das espécies, e podem ter seus niveis
alterados quando estimuladas por citocinas, eicosanoides, fatores de
crescimento e componentes de patdégenos infecciosos. Em processos
patolégicos do SNC, podem se destacar, como fontes celulares de MMPs,
infiltrados linfociticos, macréfragos e células intrinsecas do SNC, como é o
caso da microglia, astrocitos, células ependimarias, oligodendrécitos,
neurénios, além de células endoteliais (GROTERS et al., 2005). Porém, sabe-
se que, para cada tipo de célula envolvida, o tipo de MMP e o estimulo que a
induz sao diferentes (ROSEMBERG, 2002). As células endoteliais possuem
principalmente MMP-9, mas esta enzima também pode ser produzida por
pericitos e esta estreitamente relacionada a processos inflamatérios. A MMP-2
€ encontrada predominantemente em poddcitos terminais de astrocitos (que
recobrem as células endoteliais), e é considerada uma MMP constitutiva
(CANDELARIO JALIL et al., 2009).

FIGURA 6. Representacdo esquematica comparativa entre as constituicbes
estruturais da Gelatinase A (MMP-2) e Gelatinase B (MMP-9).



Em virtude da importancia de sua acao, a atividade das MMPs deve ser
intensamente controlada, visto que, se houver uma protedlise alterada, o
desenvolvimento pode ser afetado ou pode ocorrer uma excessiva degradacao
dos componentes da ME, como no caso das condigcbes patologicas
(ROSEMBERG, 2002). O controle da atividade destas enzimas geralmente é
realizado em diferentes niveis:

l. Regulacdo em nivel transcricional, onde as MMPs somente serdo
transcritas posterior a ativacado celular, ndo sendo consideradas
constitutivas. Esta ativacdo da se, principalmente, pela acdo de
interacdes entre a ME e a célula, ou célula a célula; citocinas;
estresse oxidativo; fatores de crescimento e neuro-hormoénios
(YOUNG et al., 2001).

Il. Regulacdo por ativacdo dos zimogénios. Nesta, a regulacdo ocorre
com a quebra do residuo de cisteina, que se liga ao ion zinco
presente no sitio catalitico, promovendo a ruptura da ligacéao
cisteina/zinco e permitindo a ativacao pela remocao do dominio pro-
peptideo. Neste caso, a ativacao ocorre pela acdo de radicais livres,
plasmina e proteinases (do tecido, do plasma e oportunistas)
(ROSEMBERG, 2002).

II. Regulacdo pela interacdo de MMPs ativas e inibidores teciduais de
MMPs (TIMPs). Estes inibidores possuem a capacidade de inativar
as enzimas se ligando ao sitio catalitico (Tabela 2) (YOUNG et al.,
2001).



Tabela 2. Descri¢cdo dos principais inibidores de MMPs.

Principais TIMPs Caracteristicas
TIMP-1 Molécula de 28 kDa
Capacidade de ligacdo a MMP-9
TIMP-2 Molécula de 21 kDa

Capacidade de ligacdo a MMP-2
Em baixas concentracdes, facilita a sua
ativacdo; e em altas concentracoes,
poder inibitorio

TIMP-3 Molécula de 24 kDa
Afeta a ativagdo da MMP-2 por meio da

reducédo da ativacao de MT1-MMP
(CANDELARIO-JALIL et al., 2009)

Para que haja o rompimento satisfatorio da BHE, é necessario que as
MMPs degradem os componentes da lamina basal das células endoteliais,
permitindo que ocorra, entdo, a abertura das jun¢cdes ocludentes, o que permite
a passagem de patogenos, células de defesa e componentes toxicos ao SNC.
Para isto, pode se destacar a acéo do grupo gelatinase (MMP-2 e MMP-9) que
consegue interagir eficientemente com macromoléculas da lamina basal
(heparan-sulfato, laminina, fibronectina, colageno tipo IV) por possuir, em suas
estruturas, regides de ligacdo com a fibronectina (ROSEMBERG, 2002).

No caso de doencas desmielinizantes humanas, como a esclerose
multipla, acredita-se que as MMPs desempenham um papel essencial no
desencadeamento da doenca, visto que possuem a capacidade de romper a
BHE, favorecer a migracdo de células inflamatérias para o interior do SNC,
desencadear a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, e de promover a
desmielinizacéo pela degradacéo direta da bainha de mielina pela clivagem da
sua proteina basica (GROTERS et al., 2005). Nesta enfermidade, foi observado

um aumento de MMP-9 em leucdcitos e elevados niveis de MMP-9 no soro, o



gue facilitaria a transferéncia de leucdécitos para o interior do SNC e favoreceria
a liberacéo de MMPs por astrécitos e pericitos (ROSEMBERG, 2002).

Em infecgbes pelo virus do Nilo Ocidental, estudos apontaram a
capacidade da MMP-9 de facilitar a sua neuroinvasdao pelo aumento da
permeabilidade da BHE (WANG et al., 2008). Outros trabalhos também
associam a producdo de MMPs e a lesdo da BHE, como o caso de modelos
experimentais de meningite bacteriana (LEIB et al., 2000), e infeccdo do SNC
por morbilivirus (KHUTH et al., 2001). Em cées, o aumento de MMP-2 e MMP-9
tem sido relatado em varias desordens neurolégicas, como em injurias
traumaticas (LEVINE et al., 2006) e neoplasias de SNC (TURBA et al., 2007). E
sabido também que a MMP-2 pode ser detectavel no liquor de cées
clinicamente sadios, 0 que nao ocorre com a MMP-9 (BEINEKE et al., 2009).

9. Neuropatogenia da cinomose

Com a desestabilizagéo efetiva da BHE, o CDV livre, ou associado a
plaquetas, ou linfocitos, penetra nas células endoteliais vasculares das
meninges, células do plexo coroide do quarto ventriculo e células ependimarias
lineares do sistema ventricular (GREENE; APPEL, 2006) e, assim, causa
lesbes principalmente em cerebelo e substancia branca da medula espinhal
(Figura 7). As lesbes sédo classificadas de acordo com esta aparéncia
morfologica, estando provavelmente relacionadas com o tempo de evolugao da
lesdo, e possuem grande variedade de aparéncia morfolégica, o que dificulta a
padronizacdo das mesmas (SEEHUNSEN et al., 2007).



FIGURA 7. Representacdo esquematica das principais regiées do SNC de caes
acometidos pelo CDV, evidenciando cerebelo (Cc, Cm, Cv); cértex frontal (Fc);
ponte (P) e medula oblonga (Mob).

As lesdes iniciais causadas pelo CDV em SNC sao caracterizadas por
um aumento da regulacdo do complexo de histocompatibilidade principal de
classe Il (MHC Il) e por uma alta expressao de proteinas virais (GROTERS et
al., 2005). Normalmente, as primeiras alteracbes observadas sao
degenerativas, e pouca, ou nenhuma, inflamacéo tem sido relatada nestas
lesdes (MORO et al., 2003), o que se deve ao fato de que os animais nesta
fase apresentam leucopenia severa e imunossupressao generalizada,
associadas a infeccdo pelo CDV (RUDD et al., 2010). Nas lesdes agudas, a
replicacdo viral ocorre predominantemente em astrocitos e esta associada a
producdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), o que coincide com o inicio
da desmielinizac&o. Portanto, acredita-se que a desmielinizacao é mediada nao
apenas pela presenca do virus, mas também pela producédo local de TNF-a,
enquanto que a progressao da lesdo parece ser um processo imunopatologico
(SEEHUSEN et al., 2007).

No processo agudo da cinomose, ha um marcante envolvimento de
oligodendrdcitos sugerido pela regulacdo negativa da transcricdo de genes da
mielina; a inibicdo da atividade enzimatica especifica nos oligodendrdcitos, a



degeneracdo de oligodendrocitos, e a reducdo da populacdo destas células
(MORO et al., 2003). Pode-se associar, também, ao inicio do processo de
desmielinizacdo e a reducdo da populacdo de oligodendrdcitos, um suporte
mediado por citocinas como o TNF-a (MIAO et al., 2003).

O mecanismo imunoldégico e inflamatério estabelecido em fases
posteriores esta associado a tentativa de eliminacdo do virus do SNC (MORO
et al., 2003). Entretanto, mesmo a depuracao viral sendo eficaz em lesbes
inflamatorias, o virus tem a capacidade de se disseminar para outras areas do
SNC, desencadeando novas lesbes. Pode-se afirmar, portanto, que a
persisténcia viral € a forca motriz para a progressao das lesbes pelo CDV
(WYSS-FLUEHMANN et al.,, 2010). Lesbes desmielinizantes cronicas
apresentam uma manifestacdo menos frequente, com incidéncia natural baixa,
o que dificulta o entendimento da patogénese e a precisdo da relacdo CDV-
hospedeiro, em virtude da escassez de estudos de casos espontaneos na
literatura veterinaria (HEADLEY et al., 2009). Sabe-se que nesta fase as lesbes
sdo caracterizadas pela reducdo ou perda de proteinas virais e mRNA, que
apresentam uma alta regulacdo de MHC Il, e uma infiltracdo macica de
linfocitos B e subpopulacdes de linfocitos T CD4+ e CD8+ (MIAO et al., 20083;
GROTERS et al., 2005).

9.1. Desmielinizacdo na cinomose canina

O entendimento do mecanismo da desmielinizagéo é imprescindivel para
se compreender o acometimento clinico do animal infectado e para se orientar
a conduta terapéutica ideal. Este mecanismo foi objeto de varios estudos que
buscam esclarecer a relagédo entre o CDV e a destruigdo da mielina (MORO et
al., 2003). A desmielinizacdo € um processo bifasico (SEEHUSEN et al., 2007),
e seu inicio é atribuido a uma acao direta do virus. A progressédo da leséo
acredita-se ser um processo imunopatoldgico (GROTERS et al., 2005). Além
disso, diversos fatores contribuem para a lesédo adicional da mielina como a

persisténcia viral, as reagcdes imunologicas associadas, a inducao da citolise



neuronal e a apoptose (MORO et al.,, 2003). A apoptose age como uma
resposta inata celular a infeccdo com o objetivo de limitar a maquinaria celular
disponivel na tentativa de prejudicar a replicacao viral. Ha4 duas principais vias
de apoptose: a morte mediada por receptor externo e sinalizada por uma via
extrinseca; e a morte mediada pela mitocondria e sinalizada pela via intrinseca
(BREGANO et al., 2010). Os astrocitos séo os principais alvos do CDV no SNC
e a infeccéo destas células desempenha um importante papel no mecanismo
de desmielinizacdo (MORO et al., 2003). Nos focos de desmielinizacdo da
substancia branca, geralmente sdo observados hipertrofia astrocitaria, sincicios
astrociticos, gemistociticos reativos e gliose isomorfica (SEEHUSEN et al.,
2007).

As citocinas sdo mediadores essenciais ha comunicacdo das células,
estdo envolvidas nos processos de inflamacdo, e desempenham papel na
progressdo da doenca (BEINEKE et al., 2008). O papel das citocinas na
patogénese das perturbacbes neuroldgicas por CDV ainda €é pouco
esclarecido, ndo se determinando ser benéfico ou prejudicial para as células do
SNC. Os estudos que buscam entender esta patogénese séo realizados em
sangue periférico, liquido cefalorraquidiano (LCR) e SNC. Além disso,
pesquisas que estudam doencas neurologicas humanas, como a esclerose
multipla, a panencefalite esclerosante subaguda e a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida também buscam compreender o papel destas
moléculas no desenvolvimento de suas lesbes (BEINEKE et al., 2008). No
LCR, a deteccdo de diferentes citocinas em animais com lesdes cronicas
induzidas pelo CDV indicam que a resposta imune local exacerbada pode
contribuir para a progressdo da doenca (RUDD et al., 2010). Em sangue
periférico, estudo recente demonstrou que a falta de citocinas pode estar
associada a deplecédo de células que produzem estas moléculas ou a uma
baixa regulacdo induzida pelo virus associada aos leucadcitos infectados. Istose
associa a viremia do CDV e com o efeito direto induzido pelo virus, que
prejudica a reagdo imunoldgica em fase mais precoce da enfermidade
(WUNSCHMANN et al., 2000).



9.1.1. Desmielinizacdo aguda

O acometimento agudo do SNC pelo CDV ocorre mais frequentemente
em caes jovens e geralmente € acompanhado de sinais clinicos sistémicos
(BEINEKE et al., 2009). As alteragbes iniciais, na grande maioria, sdo de
carater degenerativo, e se apresentam como uma encefalite desmielinizante
multifocal aguda, grave e com necrose da substancia branca (GEBARA et al.,
2004). Com a evolucdo das lesdes, um componente inflamatério pode ser
adquirido (MORO et al., 2003). Dentre os principais sitios de predilecdo do
CDV nesta fase, destacam-se os pedudnculos cerebelares, véu medular
anterior, tratos opticos, fornix do hipocampo, assoalho do quarto ventriculo,
substancia branca da medula espinhal (MORO et al., 2003).

A desmielinizacdo aguda é atribuida, por diversos autores, a replicacao
do CDV em células gliais, sendo os astrocitos as principais células acometidas
(SEEHUNSEN et al., 2007). Aléem disso, deve se destacar a participacdo dos
astrocitos nesta fase da doenca, em virtude de que estas células, tanto nas
lesbes agudas quanto nas lesdes subagudas nado inflamatorias, possuem a
capacidade de produzir fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Esta
caracteristica pode indicar que o acometimento neuronal e a quebra da bainha
de mielina ndo sdo apenas associados a replicacao viral (virus-mediado), mas
também como resultado da producdo local de TNF-a (SEEHUNSEN et al.,
2007). Alguns autores associam a agao direta do CDV sobre neurfnios e
células da neuroglia como promotor de degeneracdo de oligodendrocitos,
agindo nestas células como efeito secundario (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN,
2005).

O envolvimento de oligodendrdcitos no processo de desmielinizacdo da
cinomose aguda é sugerido por observacbes como a aparente reducdo da
populacdo deste tipo celular nas areas de maior acometimento da

desmielinizacdo; a inibicdo da atividade enzimatica especifica destas células; a



degeneracdo de oligodendrécitos; e a regulacdo negativa da transcricdo do
gene de mielina (MORO et al., 2003).

Apesar de terem sido identificados linfocitos T e B em amostras de SNC
de cées durante a fase inicial de desmielinizacéo, esta fase aguda parece néo
apresentar uma natureza imunomediada, em virtude de tais células nao terem
sido encontradas em quantidade suficiente para induzir lesbes
desmielinizantes. Atribuindo-se, entdo, principalmente as lesbes nesta fase
como resultado da replicacéo viral e da liberacdo de TNF-a (WUNSCHMANN et
al., 1999).

9.1.2. Desmielinizacao cronica

No caso da desmielinizagdo cronica, normalmente as lesbes séao
encontradas em animais com idade superior a 12 meses, e se apresentam
como uma encefalite multifocal de carater cronico e grave, com intensa
desmielinizacdo, e geralmente associada a corpusculo eosinofilicos
intracitoplasmaticos em astrocitos (BEINEKE et al., 2008). Os animais
acometidos normalmente apresentam aumento no titulo de anticorpos anti
CDV, e nédo ha a manifestacédo frequente da doenca sistémica (HEADLEY;
GRACA, 2000; GEBARA et al, 2004). Diversos autores apontam que, neste tipo
de desmielinizacdo, ha uma acdo consideravel de células e elementos do
sistema imune, e que esta possa ser a principal causa da desmielinizacéao
cronica (BEINEKE et al., 2009).

O processo inflamatério presente nas areas de desmielinizacéo, que se
instala com a progresséo da doenga, induz a fase cronica da cinomose. Este
fendmeno inflamatério esta correlacionado com a tentativa de eliminacdo do
CDV do SNC (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005), e associa-se também a
restricdo da expressao de proteinas de superficie do CDV (proteina de fusédo e
da matriz, hemaglutinina) (ALLDINGER et al, 1993). Sabe-se, entdo, que nesta
fase, as proteinas virais mais expressas sao as proteinas centrais do CDV,

como a nucleoproteina (MORO et al., 2003). Este comportamento viral contribui



para a resposta imune anti-viral, também conhecida como mecanismo
“bystander”, para a progressdo da doenca cronica e para a persisténcia do
virus (MORO et al., 2003). Esta ultima contribui para a manutencdo da leséo,
em virtude de provocar uma injuria imune associada, e colaborando para o
aumento da destruicao da mielina (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005).

Além disso, o quadro inflamatorio instalado provoca o aumento da
intensidade da leséo, pela acdo danosa de fatores liberados por macrofagos,
como o0 caso dos radicais reativos do oxigénio (BEINEKE et al., 2009). A
citotoxicidade celular, que se direciona as células infectadas pelo CDV,
também contribui para o agravamento da lesdo (MORO et al., 2003). Deve-se
destacar que a atividade macrofagica é, neste momento, uma das principais
causas de desmielinizacdo do SNC (BEINEKE et al., 2009). Além dos
macrofagos, linfocitos B e T também sdo detectados na fase crbnica de
desmielinizagcdo, principalmente em locais onde ocorre a replicacdo viral
(TIPOLD et al., 1992; WUNSCHMANN et al., 1999). Estas células também sao
responsaveis pela liberacdo de fatores que levam, como efeito final, a
degradacédo da mielina. O TNF-a e o IFN-y, liberados durante o processo
inflamatorio, sdo exemplos de fatores lesivos aos oligodendrocitos e que
contribuem para a vacuolizagdo da mielina e apoptose destas células
(BEINEKE et al., 2009).

9.2. Células envolvidas no processo desmielinizante

Sabe-se que diversos tipos celulares presentes no SNC participam do
processo desmielinizante e sdo acometidos pelo CDV (ALLDINGER et al.,
1993; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005). Recentemente, células
denominadas aldynoglia, altamente especializadas da macroglia e que
pertencem ao grupo de células gliais promotoras do crescimento, foram
descritas como susceptiveis a replicacio do CDV (BAUMGARTNER;
ALLDINGER, 2005).



9.2.1. Infeccao de oligodendrocitos

Os oligodendrdcitos séo considerados células extremamente sensiveis a
alguns dos elementos do sistema imune e, em virtude disso, t¢m uma maior
probabilidade de morte, superior a de neurdnios, pela acédo destes elementos.
Ainda sdo escassos e controversos 0s resultados sobre o papel da infec¢ao do
CDV em oligodendrocitos, sendo um processo ainda pouco compreendido e
gue, aparentemente, depende do estagio de diferenciacdo celular no momento
da infeccdo (ALLDINGER et al., 1993). Alguns autores citam que a infeccao
oligodendrogial direta pelo CDV é um evento raro ou ndo observado em
quaisquer das duas formas de desmielinizacdo (BEINEKE et al., 2009). Ha
relatos de que, apesar de nucleocapsideos virais terem sido encontrados
nestas células durante a infeccdo pelo CDV, particulas virais completas ainda
nao foram identificadas, podendo se demonstrar uma infeccdo restrita de
oligodendrocitos (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005).

Com isso, apesar destas células ndo apresentarem sinais de replicacao
viral, sabe-se que possuem uma consideravel importancia no processo de
desmielinizacéo. Cita-se, entdo, que haja a possibilidade da participacdo dos
oligodendrdcitos ndo ser causada por uma acao direta do virus, e sim pela
interacdo com outros mediadores (ORSINI et al., 2007). E sabido que ha uma
relacéo importante entre oligodendrocitos e astrocitos, por estes ultimos terem
um efeito positivo na sobrevivéncia tanto de oligodendrocitos quanto de
neurdnios (MORO et al.,, 2003). Portanto se houver morte consideravel de
astrocitos infectados, é possivel que haja uma producgéo insuficiente de fatores
nutritivos e troficos requeridos pelos oligodendrocitos, e uma caréncia de
fatores de estimulam a manutencdo mielinica, podendo, assim, influenciar na
desmielinizacdo (MORO et al., 2003).

Semelhante aos dados encontrados no estudo da infeccdo de
oligodendrocitos, a infeccédo de neurdnios parece ser restrita. Da mesma forma,
a doencas desmielinizantes, como a panencefalite esclerosante subaguda, a

guantidade de proteinas virais detectadas nestas células é extremamente



reduzida, o que indicaria fraca participacao direta das mesmas no processo
(BEINEKE et al., 2009).

9.2.2. Infecgéo astrocitica

Os astrocitos séo células que participam da macroglia e desempenham
diversas fun¢des imunolégicas no interior do SNC, destacando-se a fagocitose,
a apresentacao de antigenos, e a liberacdo de fatores toxicos e de citocinas
(pr6 e anti-inflamatérias) (ALLDINGER et al., 1993). Como principais citocinas
pro-inflamatorias podem ser citadas a IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y; dentre as
citocinas antiinflamatérias mais relevantes, destacam-se a prostaglandina E e
TGF-B. Além disso, os astrocitos também séo responsaveis pela expressao de
moléculas MHC de classes | e Il (MIAO et al., 2003). A manutencédo da
homeostasia no interior do SNC também é uma das func¢des relevantes dos
astrocitos, que participam da regulacdo da osmolaridade, da concentracao
ibnica e do pH (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN et al., 2005).

Como descrito anteriormente, a inducdo e manutencao da BHE também
€ realizada pelos astrocitos que produzem e secretam proteinas da matriz
extracelular, promovem a sintese de molecular de adeséo, além de fatores
neutroficos (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005). Estas células respondem
prontamente a uma ampla variedade de estimulos agressores ao SNC,
podendo ser sugerido que estas servem como mediadores dos processos de
desmielinizacédo (BEINEKE et al., 2009). Por isto, é imprescindivel o estudo do
comportamento de astrocitos em lesdes desmielinizantes do SNC, buscando
avaliar a interferéncia das funcdes destas células na mediacdo do processo
inflamatorio instalado na desmielinizacéo (ORSINI et al., 2007).

A comunicagdo entre elementos do sistema imune e os astrocitos é
indicativa de que estas células participam ativamente do processo inflamatorio
(GREENE; APPEL, 2006). Quando ha reatividade astrocitaria, a mesma pode
ser manifestada pela proliferacdo (astrocitose) e hipertrofia (astrogliose)
(BEINEKE et al., 2009). Além disso, muitos estudos avaliam a atividade de



astrocitos pela mensuracao da quantidade de filamentos intermediarios e suas
proteinas constituintes contidas no citoplasma celular, como o caso da proteina
glial fibrilar acida (GFAP) e a vimentina (VIM) (ORSINI et al., 2007).

Em relacdo a infecgdo pelo CDV, sabe-se que os astrocitos sao a
principal populacdo de células acometida, sendo que, em lesbes nao
inflamatorias, esta populacdo pode representar cerca de 95% das células
infectadas (MORO et al., 2003). Alguns trabalhos afirmam que a inabilidade de
algumas estirpes de CDV em produzir lesbes desmielinizantes e persistir no
SNC esta correlacionada ao fato destas infectarem fracamente astrécitos
(MORO et al., 2003).

10.Sindromes neuroldgicas associadas a cinomose canina

Os sinais neuroldgicos apresentados pelos animais infectados variam
consideravelmente e sdo extremamente dependentes da regido do SNC
comprometida (GEBARA et al., 2004). Estes sinais neurolégicos podem vir, em
alguns casos, precedidos da infeccao sistémica (MORO et al.,, 2003). Sao
descritas cinco formas clinicas principais de encefalite nestes animais:

1. Encefalite em Cées Jovens, de carater grave e agudo, geralmente com
sinais clinicos sistémicos e neuroldgicos simultaneos;

2. Encefalite em Cées Adultos, de curso crénico e que normalmente nao &
acompanhada de transtornos sistémicos;

Encefalite do Céo Velho;

Encefalite Recidivante Cronica, de ocorréncia esporadica;

Encefalite Pos Vacinal (GEBARA et al., 2004).

Todas as sindromes clinicas associadas a cinomose em cédes estédo
diretamente relacionadas a idade do animal afetado e a estirpe viral (HEADLEY
et al., 2009). O desenvolvimento dos sinais pode ser rapido e evolui de
tremores e andar em circulo a convulsdes e paralisia em até 12 dias. A morte
do animal pode ocorrer, em virtude do agravamento do quadro, dentro de 2 a 3
semanas apos a infec¢cdo (RUDD et al., 2010). Em virtude das lesdes serem



multifocais e mais evidentes do que o indicado pelo exame clinico, a correlagéao
entre a desmielinizagdo e a intensidade do disturbio neurolégico é falha
(MORO et al., 2003). E possivel estabelecer, entretanto, uma correlacdo entre
a area acometida e o sinal apresentado, como sinais vestibulares de ataxia e
nistagmo, sinais cerebelares de tremores e hipermetria, pela realizacdo de
exame clinico neurologico especifico (GEBARA et al., 2004). Os sinais
neurolégicos mais evidentes, independente da fase de evolucdo e da
localizacdo das lesbes, sdo apatia, estupor, disturbios de comportamento,
convulsbes, ataxia, paraplegia, tetraparesia, tetraplegia, disfuncdo de
propiocepcdo e nervos cranianos, atrofia muscular, hiperestesia, mioclonia,
déficits ou reflexos anormais em coluna, incontinéncia urinaria. O CDV é
provavelmente a causa infecciosa mais comum de crises epilépticas em caes,
e estas crises podem aparecer sem qualquer doenca clinica visivel ou se
apresentar muito tempo apos a resolucdo da doenca clinica (BEINEKE et al.,
2008). Vale destacar que nenhum dos sinais apresentados pode ser
considerado patognomonico para a doenca (MORO et al., 2003; BEINEKE et
al., 2008).

11.Diagnostico

O diagnostico da cinomose canina € complexo e de dificil realizagéo,
sendo geralmente orientado pelos sinais clinicos do animal. Uma doenca febril
e catarral com sindrome neuroldgica associada em cédes jovens € altamente
sugestiva de cinomose canina (GEBARA et al., 2004). Entretanto, o diagnéstico
clinico néo pode ser considerado conclusivo e definitivo, fazendo-se necessaria
a utilizacdo de exame complementar que deve se basear em diferentes
técnicas laboratoriais como o isolamento viral, hibridizag&o in situ, reacdo em
cadeia da polimerase precedida de transcricdo reversa (RT-PCR) e a
imunoistoquimica (SONNE et al., 2009). A identificacdo de corpusculos de
inclusdo intracitoplasmaticos e intranucleares associada a exsudato, células

epiteliais e neutrofilos favorece o estabelecimento do diagnostico, poréem a



auséncia dos mesmos néao exclui a infeccdo pelo CDV (GEBARA et al., 2004).
A utilizacdo de técnicas sorologicas tem valor diagnostico limitado, visto que os
animais que morrem por cinomose podem ou ndo apresentar titulos
mensuraveis de anticorpos; e que a pratica da vacinagdo, e consequente
producdo de anticorpos, pode tornar estes meétodos menos confiaveis
(GEBARA et al., 2004). O teste de anticorpo fluorescente indireto para o virus
da cinomose pode ser positivo em 60% a 82% dos cdes com cinomose hao
inflamatoria e inflamatdria, respectivamente (BEINEKE et al., 2008). A técnica
de isolamento viral em cultivo celular é considerada especifica, porém trata-se
de uma manobra demorada e que pode resultar em falsos negativos caso o
animal ndo esteja na fase aguda da enfermidade (GEBARA et al., 2004). O
diagnostico histopatologico de lesbes do SNC de caes infectados
frequentemente envolve tanto a substancia branca quando a cinzenta (MORO
et al., 2003). Entretanto, o grau de comprometimento do SNC é dependente da
estirpe viral, da idade e da imunocompeténcia do animal acometido. Animais
jovens ou cées imunodeficientes, por exemplo, com frequéncia desenvolvem
necrose neuronal, ao passo que cdes adultos e imunocompetentes tendem
geralmente a apresentar desmielinizacdo (GEBARA et al., 2004). Outra técnica
gue colabora para a determinacdo do diagnodstico é a imunoistoquimica, que
permit e a deteccdo de antigenos virais em diferentes tecidos fixados em formol
como estdbmago, pulmao, bexiga, encéfalo, baco, linfonodos, rins, intestino e
coxins digitais (SONNE et al., 2009). Recentemente, a técnica de RT-PCR vem
sendo empregada com sucesso como manobra diagnostica, tendo vantagens
como poder ser realizada em diferentes tipos de amostras biologicas e em

animais com sinais clinicos sistémicos e neurologicos (GEBARA et al., 2004).
12.Profilaxia
Estudos priorizam a utilizacdo de vacinas como forma eficiente de

prevencao e reducdo da incidéncia da doenca. A auséncia de um programa de

vacinacdo pode ser capaz de aumentar em até 100 vezes a ocorréncia da



cinomose em uma populacéo canina (MARTINS et al., 2009). Para inducéo do
estado de imunidade dos animais, as vacinas produzidas a partir de amostras
de CDV isoladas de cédes naturalmente infectados e adequadamente
atenuadas em  culturas  de células mostram  se eficazes.
Imunocomprometimento do animal a ser vacinado, estresse, aplicacdo e
armazanamento incorreto do produto e animais vacinados muito precocemente
(anulacéo da capacidade da vacina pelo anticorpos maternos) sao algumas das
causas que podem determinar falha vacinal (MARTINS et al., 2009).

Além disso, algumas paramixoviroses, como o0 caso do CDV,
apresentam diversidade genética relativamente constante, o que pode alterar a
capacidade de protecdo das vacinas que se utilizam de estirpes virais
desatualizadas (NEGRAO et al., 2006). Assim, a possibilidade de novas
variantes virais permite a expansdao do CDV para novos hospedeiros
(MONTEIRO et al., 2010). Para indicar a evolugéo entre as amostras coletadas
de diferentes regibes geograficas e para ajudar compreender as diferencas
antigénicas entre as amostras biolégicas, 0 sequenciamento genético e a
analise filogenética subsequente sdo imprescindiveis (MARTINS et al., 2009).

Recentemente, novas pesquisas de vacinas com sequéncia de DNA tém
sido desenvolvidas com o objetivo de minimizar os problemas pos-vacinais
(MANGIA; PAES, 2008). Por fim, vale ressaltar que medidas adequadas de
manejo sdo imprescindiveis para o controle da cinomose canina. O isolamento
de filhotes e animais doentes, praticas adequadas de higieniza¢cdo do ambiente
e ingestao satisfatéria de anticorpos maternos por meio do colostro favorecem
a profilaxia da enfermidade (BEINEKE et al., 2009).

13.Concluséao

Embora a cinomose canina seja um enfermidade descrita e
intensamente estudada ha mais de cem anos, 0 esclarecimento dos
mecanismos exatos de neuroinvasdo, propagacao viral, envolvimentos celular

e molecular, e outros relevantes aspectos da neuropatogénese ainda sé&o



escassos. Além disso, protocolos efetivos de tratamento antiviral especifico
também sado raros. Portanto, futuras investigacbes a respeito da interacdo
celular/molecular e 0 CDV sé@o extremamente necessarias para elucidar a
complexidade do desenvolvimento das lesdes desmielinizantes pela cinomose

canina.
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CAPITULO 2 — IMUNOMARCACAO DE SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS
CD3+, CD4+ E CD8+ ASSOCIADA A EXPRESSAO DE
METALOPROTEINASES -2 E -9 EM CEREBELOS DE CAES INFECTADOS
NATURALMENTE COM VIRUS DA CINOMOSE CANINA

RESUMO - No presente estudo foram avaliados 30 cerebelos de cées
naturalmente infectados pelo virus da cinomose canina, confirmados pela
reacdo RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) com
segmentacdo do gene do nucleocapsideo viral, e por analise microscopica das
lesdes teciduais apos a coloracdo Hematoxilina-Eosina e coloracédo de Shorr. A
distribuicdo das subpopulac¢des de linfocitos T foi evidenciada pela técnica de
imunoistoquimica empregando-se anticorpos monoclonais CD3+, CD8+ e
CD4+. Da mesma forma, a deteccdo da expressdo das metaloproteinases
(MMP) -2 e -9 também foi conduzida pela técnica de imunoistoquimica e 0s
resultados foram associados aos encontrados na imunofenotipagem. Foi
possivel evidenciar marcacdo mais expressiva de MMP-2 (86,67% de
intensidade moderada a intensa) e uma alta proporcéo de linfécitos T CD4+ e
CD8+. Nesse sentido, pode-se concluir que o virus da cinomose canina se
dispersa no sistema nervoso central, alterando a integridade estrutural da
barreira hematoencefélica, provavelmente pela acdo da MMP-2; e os infiltrados
inflamatorios perivasculares presentes sao constituidos predominantemente

por subpopulacdes de linfocitos T CD4+ e CD8+.

Palavras-chave: Barreira hematoencefalica, CDV, interacao virus-hospedeiro



1. Introducéo

A cinomose canina € uma enfermidade infectocontagiosa viral, de
ocorréncia mundial com amplo espectro de hospedeiros naturais, englobando
todas as familias da ordem Carnivora (BEINEKE et al., 2009). Geralmente
induz a doenca multissistémica e 0s caes sd0 0s principais reservatorios
(HEADLEY et al., 2009). O virus da cinomose canina (CDV — Canine Distemper
Virus) caracteriza-se por ser um RNA virus, de sentido negativo, n&o
segmentado, envelopado e relacionado estreitamente ao virus do sarampo.
Aléem disso, pertence a familia Paramyxoviridae e género Morbillivirus (WYSS-
FLUEHMANN et al., 2010).

Por apresentar semelhancas morfolégicas nas  alteracdes
neuropatolégicas, a cinomose canina representa um dos poucos modelos
animais espontaneos para doencas desmielinizantes humanas, como a
esclerose multipla, contribuindo para o estudo da perda da mielina associada a
mecanismos imune-mediados (WYSS-FLUEHMANN et al., 2010).

N&o ha entendimento exato do mecanismo pelo qual o CDV penetra e se
dispersa pelo tecido nervoso (BEINEKE et al., 2008). Acredita-se que a entrada
do virus no sistema nervoso central (SNC) ocorra normalmente pela via
hematdgena, a partir do epéndima ou espaco sub-ependimal da substancia
branca. Para isto, € necessario que haja a desestabilizacdo da barreira
hematoencefalica (BHE) por meio da degradacédo da membrana basal e perda
das juncdes celulares (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005).

Em encefalites humanas pelo West Nile Virus e pelo virus da
imunodeficiéncia humana adquirida, as matriz metaloproteinases (MMPSs),
também chamadas de colagenases, desempenham um papel fundamental na
degradacédo dos componentes da matriz extracelular (ME) da BHE (WANG et
al., 2008). As MMPs fazem parte do maior grupo de enzimas com similaridade
estrutural entre os membros das familias e com subclasses definidas (SULIK;
CHYCZEWSKI, 2008). A maioria das MMPs s&o expressas em nivel baixo ou

até mesmo indetectavel no SNC da maioria das espécies, e podem ter seus



niveis alterados com fontes celulares como infiltrados linfociticos, macréfragos
e células intrinsecas do SNC, como € o caso da microglia, astrocitos, células
ependimarias, oligodendrdcitos, neurbnios, além de células endoteliais
(GROTERS et al., 2005). Dentre as MMPs que contribuem para a
desestabilizacdo da BHE podem se destacar a MMP-2 (gelatinase A) e MMP-9
(gelatinase B) (GROTERS et al., 2005). Elas possuem atividade colagenolitica,
sendo diferenciadas pelas estruturas envolvidas no mecanismo de clivagem e
pelas suas atividades de degradacéao (SULIK; CHYCZEWSKI, 2008). A MMP-2
tem a capacidade de degradar colageno do tipo 1V, V, VII, X e Xl, gelatina,
proteoglicanos, elastina, vitronectina, laminina e outros constituintes da ME
(CANDELAREIO-JALIL et al., 2009). A gelatinase B, MMP-9, é armazenada em
granulos de neutréfilos e eosinofilos, e possui a capacidade de degradar
substratos como colageno do tipo IV, V e XIV, gelatina, elastina,
proteoglicanos, a2-macroglobulina e vitronectina (WANG et al., 2008).

Em um modelo de encefalomielite experimental auto-imune, foi
demonstrado que MMP-2 e MMP-9, além de terem a capacidade de interferir
na membrana basal, alterando sua constituicdo e eficiéncia de suas juncoes,
possuem a propriedade de aumentar a infiltracdo de leucotcitos no SNC
(CARDOSO et al., 2010).

Além disso, o CDV também possui a capacidade de atrair constituintes
do sistema imunolégico, como linfocitos, para o interior do SNC
(VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005). Linfocitos T e B, independentemente
da sua especificidade, sdo exemplos de células perifericamente ativadas que
desenvolvem uma resposta imune local contra antigenos especificos,
juntamente com as demais células inflamatodrias, recrutam e proliferam as
células da circulacéo sistémica (MORO et al., 2003).

A presente investigacdo objetiva colaborar para o entendimento da
patogénese da encefalite desmielinizante pelo CDV empregando-se a técnica
de imunoistoquimica (IHQ) para MMP-2 e MMP-9, além da caracterizacéo
fenotipica de subpopulagbes de linfocitos T nos infiltrados inflamatorios

perivasculares.



2. Material e Métodos

2.1. Preocupacdes éticas

Toda a manipulacdo dos animais e os procedimentos de coleta das
amostras foram realizados em conformidade com as recomendacdes do
Colégio Brasileiro em Experimentacdo Animal (COBEA), e todos os
experimentos foram aprovados pela Instituicdo de Etica e Comité de Bem-Estar

Animal.

2.2. Amostras

Para o presente estudo, foram selecionadas 30 amostras de SNC,
compostas pela porcéao cerebelar, de caes naturalmente infectados pelo CDV.
Este material, gentilmente cedido pelo acervo do setor de Patologia Animal da
FMVA, UNESP, Aracatuba/SP, foi proveniente de necropsias realizadas no
periodo de 1995-2009, com diagndstico clinico e histopatologico conclusivos
para a enfermidade, sendo esta a causa mortis do animal. As amostras foram
previamente fixadas em formol e incluidas em parafina. Os animais controle (n
= 20) foram cedidos por clinicas veterinarias particulares e 0s mesmos tiveram

como causa mortis por enfermidades decorrentes de traumas.

2.3. Andlise histopatoldgica

Em um primeiro momento, a presenca do RNA viral foi confirmada pela
técnica de RT-PCR, de acordo com Bregano et al. (2011). Em seguida, os
cortes histologicos foram submetidos a coloracédo pelo método de Hematoxilina
e Eosina (HE) e coloragédo de Shorr, e realizada a analise microscopica. Para
tanto, utilizou-se classificacdo pré-estabelecida (SEEHUSEN et al., 2007), que

diferencia as lesdes em (a) agudo, (b) subagudo e (c) crbnico, conforme seu



grau de severidade. O Grupo (a) foi definido por apresentar vacuolizagéo focal,
moderada gliose com astrocitos e microglia ativados, e células positivas para
CDV. O Grupo (b) foi subdivido em subagudo nao-inflamatorio e inflamatério. O
primeiro incluiu lesGes caracterizadas por desmielinizacdo; moderada gliose
com gemistociticos; macrofagos e micréoglia ativados. No segundo, subagudo
inflamatorio, observou-se a presenca de moderada a severa desmielinizacao,
células gitter, e também infiltrados inflamatérios perivasculares com uma ou
duas camadas de células mononucleares. Por fim, o Grupo (c) consistiu por
lesbes similares ao grupo anterior, entretanto apresentaram infiltrados
inflamatorios perivasculares mais evidentes, com mais de duas camadas de
células mononucleares. A visualizacdo de corpusculos de inclusado
citoplasmaticos e intranucleares do CDV foi efetuada pela coloracdo de Shorr
(MORO et al., 2003).

2.4. Reacgéo de imunoistoquimica

A técnica de imunomarcacao foi aplicada na deteccdo de MMP-2 e
MMP-9 nos cortes histologicos, bem como para a caracterizagdo das células
inflamatorias dos infiltrados perivasculares presentes, diferenciando-as em
CD3+ e subpopulacdes de linfécitos CD4+ e CD8+. Para isto, 0 método padrédo
avidina-biotina-peroxidase (ABC, DakoCytomation®, USA) foi preconizado. Os
cortes histolégicos de 4-um foram submetidos ao processo de desparafinizacao
com banhos consecutivos em diferentes concentracbes de xilol e alcool,
reidratados e lavados em tampao salina com 0,1% Tween 80. A reativacao
antigénica foi necessaria em decorréncia do longo periodo de arquivo das
pecas. Para tanto, as laminas foram submersas em solucdo tampéo de 0.01M
de citrato de sodio (pH 6.0) e submetidas a trés ciclos consecutivos 70W no
microondas e deixadas a temperatura ambiente até o manuseio. O bloqueio da
peroxidase enddgena, comumente encontrada nas reagdes inflamatorias, foi
conduzido com uma solugdo de peroxido de hidrogénio 50% (30V) por 30

minutos. Em seguida, os cortes histologicos foram lavados por 5 vezes de 10



min. cada, com solucdo tampao para a remoc¢ao de residuos. Para o bloqueio
de ligagGes nao especificas, os cortes foram incubados em 15% de leite em po
desnatado por 2 h a 37°C em camara umida. A marcacao foi realizada com a
adicdo primaria dos anticorpos monoclonais (Sigma-Aldrich®). Os cortes
histologicos foram cobertos por 200ul de anticorpos monoclonais diluidos
(Tabela 3) e o periodo de incubacao foi durante toda a noite a 4°C em camara
umidificada. Depois de 5 lavagens consecutivas, a segunda reacdo foi
realizada com anticorpos secundarios biotinilados da DakoCytomation®, com
100l estreptavidina-peroxidase complexo (DakoCytomation®) adicionado a
cada corte, e incubados por 1 a 37°C. Os substratos foram AEC (Sigma-
Aldrich®) e DAB (Sigma-Aldrich®), que apresentaram coloracdes vermelha e
marrom, respectivamente. A omissao do anticorpo primario foi utilizada como
controle negativo para os diferentes anticorpos.

A andlise semi-quantitativa da intensidade de imunomarcacdo foi
padronizada adotando-se 0 seguinte critério: leve (= 0-25%) para marcacao
focal, localizada predominantemente na porcdo duramater, aracnoide e
piamater; moderado (= 25%) para a marcagcao na porcao sub-pial, em espacos
focais perivasculares e leve marcacdo em paréngquima nervoso; intenso (2
75%) para marcagbes anteriores acrescidas de marcacdo intensa em

parénquima nervoso.

Tabela 3. Descricdo dos anticorpos, fabricacdo e diluicdo utilizados pelo
Laboratorio de Virologia da FMVA, UNESP, Aracatuba/SP.

Sigla Anticorpo Diluicao Espécie Fornecedor
MMP-2 Metaloproteinase 2 1:100 Coelho Sigma-Aldrich®
MMP-9 Metaloproteinase 9 1:200 Coelho Sigma-Aldrich®

CD3 Anti-CD3 1:200 Cabra Sigma-Aldrich®

CD4 Anti-CD4 1:200 Céao Sigma-Aldrich®

CD8 Anti-CD8 1:200 Céo Sigma-Aldrich®




2.5. Analise Estatistica

Os resultados das micrografias foram processados com SAS v. 8.2 (SAS
Institute Inc. Cary, NC, EUA) e considerados estatisticamente significativos
guando P < 0,05. O teste utilizado para a elaboracdo da analise estatistica foi o
Teste Exato de Fisher que calculou a probabilidade de associacdo das

amostras em questao.

3. Resultados

3.1. Achados histopatolégicos

A ocorréncia do Grupo (a) foi de 26,7% (08/30). As alteracdes mais
frequentes neste grupo foram a auséncia de infiltrados inflamatoérios, astrocitos
gemistociticos; 87,5% (07/08) de vacuolizacdo e 50% (04/08) de astrocitose,
ambas em grau leve de intensidade; e 62,5% (05/08) de satelitose moderada.
No grupo (b), a ocorréncia foi de 60% (18/30). Dentre as alteragdes, podem-se
destacar 44,4% (08/18) de vacuolizagdo, 50% (09/18) de astrocitose, 55,5%
(10/18) de congestao, 50% (09/18) de satelitose e 50% (09/18) de necrose,
todas estas em grau moderado de intensidade. Além disso, 44,4% (08/18)
apresentaram infiltrados inflamatérios moderados, com uma ou duas camadas
de células mononucleares. Por fim, o Grupo (c) teve uma ocorréncia de 13,3%
(04/30) e suas principais alteracdes histopatoldgicas foram 75% (03/04) de
astrocitose e vacuolizacdo moderadas; e 50% (02/04) de congestao intensa e
satelitose leve. Todas as amostras apresentaram infiltrados inflamatérios de
grau intenso com duas ou mais camadas de células mononucleares. As
amostras negativas ndo mostraram qualquer lesdo compativel com a infeccao
por CDV. Para facilitar a visualizacdo dos corpusculos de incluséo intra-
nucleares e citoplasmaticos, a coloracdo de Shorr foi preconizada. No Grupo
(a), 100% (08/08) das amostras apresentaram inclusdes citoplasmaticas e



intra-nucleares; no Grupo (b), estas estavam presentes em 11,1% (02/18); e no

Grupo (c), 25% (01/04) apresentaram inclusdes virais (Figura 11).

3.2. Achados imunoistoquimicos

Os resultados revelaram que, para a marcacdo de MMP-9, os cortes
histologicos classificados no Grupo (a) apresentaram 75% (06/08) em grau leve
de imunomarcacao e 25% (02/08) em grau moderado. No caso de cortes do
Grupo (b), 83,3% (15/18) apresentaram imunomarca¢ao em grau leve, 11,1%
(02/18) em grau moderado e 5,6% (01/18) em grau intenso. Por fim, nos cortes
classificados no Grupo (c), 75% (03/04) apresentaram grau leve e 25% (01/04)
grau moderado de intensidade de marcacdo para MMP-9 (Figura 13). De
maneira geral, 96,7% (29/30) dos cortes histologicos revelaram uma
intensidade de leve a moderada de imunomarcacéo para MMP-9 (Figura 8 e
12).

Para a andlise de expressdo da MMP-2, observou-se que, nos cortes
histolégicos do Grupo (a), 75% (06/08) apresentaram marcacao de intensidade
moderada e 25% (02/08), marcacéo de intensidade intensa. Para Grupo (b),
houve uma expressdo da MMP-2 em grau leve em 11,1% (02/18), em grau
moderado em 66,7% (12/18) e em grau intenso em 22,2% (04/18). No caso de
cortes do Grupo (c), 25% (01/04) revelaram imunomarcacéo de grau leve, 50%
(02/04) de grau moderado e 25% (01/04) de grau intenso (Figura 13). Por fim,
pode-se observar que, excluindo a padronizacao histopatologica, 90% (27/30)
dos cortes histolégicos analisados apresentaram imunomarcacdo de grau
moderado a intenso para MMP-2 (Figura 9 e 12).

Nos infiltrados inflamatorios perivasculares evidentes foi observada,
referente a imunomarcacéo no citoplasma de coloracdo vermelha, uma maior
proporcao de linfécitos CD4+ e CD8+ em relacdo ao CD3+ (Figura 10). Além
disso, nenhuma marcagéo inespecifica foi visualizada no grupo controle. Com
relacdo a deteccdo do RNA viral por RT-PCR, todas as amostras positivas

foram consideradas infectadas pelo CDV.



FIGURA 08. Fotomicrografias de cortes histoldgicos de cerebelos de caes
naturalmente infectados para CDV imunomarcados para MMP-9, utilizando
cromogeno DAB (Sigma-Aldrich®) e contracorados em Hematoxilina. A)
Discreta imunomarcacéo restrita a meninge. B) Imunomarcacédo de grau leve
no parénquima cerebelar. C) Imunomarcagdo moderada em camada molecular

e granular do cerebelo. D) Imunomarcacéo intensa no parénquima cerebelar.



FIGURA 09. Fotomicrografia de cortes histolégicos de cerebelos de céaes
naturalmente infectados para CDV imunomarcados para MMP-2, utilizando
cromogeno AEC (Sigma-Aldrich®) e contracorados em Hematoxilina. A)
Imunomarcacéo focal no parénquima cerebelar (seta). B) Moderada marcacao
IHQ da camada granular do cerebelo. C) Imunomarcagcdo generalizada no

neuropil do cerebelo.

FIGURA 10. Fotomicrografia exibindo imunomarcacdo em cortes histolégicos
de cées naturalmente infectados para CDV. A) Marcacao positiva para célula T
CD3+. B) Marcacao positiva para subpopulacdo de linfécitos T CD4+. C)
Marcacéo positiva para subpopulacao de linfocitos T CD8+.



FIGURA 11. Fotomicrografia exibindo inclusdo intracitoplasmatica de CDV
(seta) circundada por astrocitos em corte histolégico de cerebelo de cao

naturalmente infectado para CDV e corado com HE.

FIGURA 12. A) Frequéncia da deteccdo de MMP-2 independente dos estagios
da encefalite desmielinizante de cées positivos para CDV. B) Frequéncia da
deteccdo de MMP-9 independente dos estagios da encefalite desmielinizante

de cdaes positivos para CDV.
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FIGURA 13. A) Frequéncia da detec¢cao de MMP-2 nos diferentes estagios da
encefalite desmielinizante de caes positivos para CDV. B) Frequéncia da
deteccdo de MMP-9 nos diferentes estagios da encefalite desmielinizante de

cées positivos para CDV.

4. Discussao

Pela importancia clinica e epidemioldgica da cinomose canina na
medicina veterinaria e pela similaridade desta enfermidade com doencas
neurodegerativas humanas, a compreensdo da patogénese das lesdes
desmielinizantes causadas pelo CDV € de extrema relevancia. O mecanismo
exato pelo qual o CDV penetra e se dispersa pelo tecido nervoso ainda néo é
compreendido (BEINEKE et al., 2008). Aléem disso, correlacdes precisas entre a
patogenia das lesdes, abordagem clinica e possiveis protocolos terapéuticos
séo escassas. Este trabalho buscou contribuir para o entendimento de alguns
aspectos desta patogénese.

A avaliacdo histopatologica permitiu a observacdo das alteracOes
neuropatolégicas e a classificacdo das mesmas de acordo com o grau de
severidade e progressdo das lesbes. Com isto, observou-se uma maior

ocorréncia do Grupo (b) (60% - 18/30) em relagcdo aos demais estagios da



enfermidade, em semelhanca a valores encontrados por Seehunsen et al.,
2007 (agudo [20,51% - 16/78]; subagudo [65,4% - 51/78]; cronico [14,1% -
11/78]). As alteracOes histopatoldgicas encontradas também foram compativeis
com as descritas pela literatura (BEINEKE et al., 2009; HEADLEY et al., 2009;
SEEHUNSEN et al., 2007; SONNE et al., 2009).

Na investigacao imunoistoquimica realizada no presente estudo, buscou-
se a correlacéo entre os estagios de lesdes na encefalite desmielinizante pelo
CDV, expressdo das MMP2 e MMP9 e possivel quebra da integridade da BHE.
A imunomarcacao para MMP-9 apresentou-se predominantemente em grau
leve de intensidade (24/30), independente do estagio em que se encontravam
as lesdes, ndo havendo correlacédo estatisticamente significativa entre estas
variaveis (P = 0,6977). Pode-se sugerir que haja, portanto, fraca contribuicéo
desta colagenase no mecanismo de quebra da integridade da BHE. Miao et al.,
(2003) citam uma alta regulacdo desta enzima, principalmente nas fases aguda
e subaguda ndo inflamatorio nas lesbes por CDV, o que difere dos dados
encontrados por este trabalho. Estes mesmos autores ainda reforcam a
especial importancia da MMP-9 nos casos de esclerose multipla em humanos.
Os resultados também diferem de outras encefalites virais, como o Herpesvirus
Bovino tipo 5 e Herpesvirus Humano tipo 4, nas quais a correlagdo com MMP-9
€ mais evidente (CARDOSO et al., 2010).

Em relacdo a MMP-2, pode-se afirmar que esta tem relevante
importancia no controle e remodelacdo da matriz extracelular da BHE
interferindo diretamente na sua permeabilidade (MIAO et al., 2003;
CANDELARIO-JALIL, et al, 2009). Foi evidenciada uma forte expressao da
MMP-2 nas lesbes causadas pelo CDV, sendo que esta se apresentou
predominantemente em grau moderado a intenso na maioria dos cortes
avaliados (26/30), evidenciando sua importancia na patogénese destas lesoes.
Referindo-se aos estagios das lesdes, MMP-2 também nao apresentou
correlacdo estatisticamente significa (P = 0,9585). Infelizmente, sdo escassos
os dados de literatura referentes a esta colagenase em comparacédo a MMP-9.
Entretanto Miao et al. (2003) citam uma regulacdo predominante nas fases



iniciais de lesdo por CDV e em casos de esclerose multipla. Estes autores
ainda citam a relacdo entre a MMP-2 e a estimulagdo com TNF-a e IL-1.

A investigacdo da caracterizagdo fenotipica das células inflamatorias
presentes nos infiltrados perivasculares evidenciou uma proporc¢ao de linfécitos
CD4+ e CD8+ superior quando comparada a CD3+. Esta despropor¢cao entre
CD3+ em relacdo a CD4+ e CD8+ pode estar correlacionada a diferenca de
especificidade dos anticorpos utilizados. Winschmann et al. (1999)
evidenciaram que a resposta imune intracerebelar na doenca desmielinizante
pelo CDV espontanea € dominada por células T. Além disso, estes autores
associaram a forte infiltracdo de células CD4+ e CD8+ a lesdes subagudas
inflamatorias e cronicas, nas quais os infiltrados perivasculares sdo mais
evidentes; e, em lesbes agudas e subagudas nao inflamatorias, relataram a
ocorréncia de escassas células, destacando que, possivelmente, as primeiras
células a adentrarem o SNC seriam os linfocitos T CD8+. A ocorréncia de um
menor numero de células inflamatérias nas fases iniciais da encefalite
desmielinizante esta associada a deplecéo linfoide generalizada causada pelo
CDV.

O presente trabalho vem contribuir para o estudo da patogénese da
encefalite desmielinizante causada pelo CDV, de maneira a evidenciar que 0s
infiltrados inflamatérios perivasculares na doenca desmielinizante do CDV séo
constituidos predominantemente por subpopulacdes de linfécitos T CD4+ e
CD8+ e que a invasdo do SNC pelo CDV, associada com a alteracdo da
integridade da BHE, provavelmente ocorre por acdo da MMP-2.
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