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METALOPROTEINASES DE MATRIZ 2 E 9 NO LiQuiDO
CEFALORRAQUIDIANO E SORO DE CAES NATURALMENTE INFECTADOS
PELO VIRUS DA CINOMOSE.

RESUMO - A cinomose canina é uma importante afecgdo contagiosa, com
elevada taxa de letalidade e comprometimento multissistémico, incluindo o sistema
nervoso central. A leucoencefalite desmielinizante é a principal alteragéo
neuropatoloégica observada, sendo sua patogénese pouco conhecida. A quebra da
barreira hematoencefalica (BHE) com penetragao viral e infiltragdo leucocitaria séo
aspectos cruciais no desenvolvimento da encefalite desmielinizante. Em seres
humanos e animais com alteragdes semelhantes, as metaloproteinases da matriz
(MMPs), principalmente 2 e 9, vem sendo apontadas como os agentes
desestruturantes da integridade da BHE. Assim, buscou-se estabelecer o
envolvimento das MMPs 2 e 9 na quebra da BHE de cdes com cinomose em fase
neuroldgica. O presente estudo teve como escopo principal determinar e quantificar
tais enzimas, pela técnica de zimografia, no soro e no liquor de cées higidos (Gcon,
n=10) e caes com cinomose na fase neuroldgica (Gcin, n=10). Além disso, foram
determinados os parametros fisico-quimicos do liquor para a obtencdo de maiores
informacdes acerca da integridade da BHE. A analise estatistica multivariada
exploratoria mostrou padrdes distintos segundo as variaveis estudadas, sendo
estas comparadas entre os grupos com o teste t.

Palavras-chave: encefalite viral, liquor, barreira hematoencefalica.



MATRIX METALLOPROTEINASES 2 AND 9 IN CEREBROSPINAL FLUID AND
SERUM OF DOGS NATURALLY INFECTED WITH CANINE DISTEMPER.

ABSTRACT - Canine distemper is an important contagious disease with
high mortality rate and multisystem involvement including the central nervous
system. The demyelinating leukoencephalitis is the main neuropathological
alteration observed and its pathogenesis is not well known. The rupture of the blood
brain barrier (BBB) with viral penetration and leukocyte infiltration are crucial for the
development of demyelinating encephalitis. In humans and animals with similar
disorders, matrix metalloproteinases (MMPs) especially 2 and 9 have been pointed
as the agents that destabilize the integrity of the BBB. Thus, we sought to establish
the involvement of MMPs 2 and 9 in BBB rupture of dogs with distemper at the
neurological phase. The present study aimed to determine and quantify these
enzymes by the technique of zymography in serum and cerebrospinal fluid of
healthy dogs (Gcon, n=10) and dogs with distemper at neurological stage (Gcin,
n=10). Furthermore, we determined the physicochemical parameters of liquor to
obtain more information about the integrity of the BBB. Exploratory multivariate
analysis showed distinct patterns according to the variants studied, which were
compared between groups with t test.

Keywords: viral encephalitis, liquor, blood-brain barrier.
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1. INTRODUCAO

Disfungdes envolvendo o sistema nervoso central (SNC) de caes séo
comumente observadas na rotina clinica, abrangendo causas inflamatorias, toxicas,
nutricionais, metabdlicas, neoplasicas e infecciosas. Apesar da pratica de
imunizagcdo preventiva, afecgdes como a cinomose ainda detém importancia
econdmica, por tratar-se de uma doencga neurolégica que afeta a populagao canina
em todo o mundo (HEADLEY; GRACA, 2000; AMUDE et al., 2012). Os animais
acometidos podem desenvolver sinais clinicos ndo patognomdnicos relacionados a
disturbios respiratérios, gastrointestinais, dermatoldgicos, oftalmicos ou
neuroldgicos, o que dificulta o diagndstico (GREENE; APPEL, 2006).

Em casos onde haja acometimento do SNC, acredita-se que a via primordial
da entrada do virus neste sistema seja a hematogénica, em especial através de
leucdcitos contendo particulas virais que ultrapassam a barreira hematoencefalica
(BHE). E provavel que a quebra da BHE por enzimas proteoliticas, denominadas
metaloproteinases de matriz (MMPs), seja responsavel pelo influxo de células
inflamatdrias e progressao da lesdo desmielinizante (MIAO et al., 2003; BEINEKE
et al., 2009).

Em caes, pouco se conhece sobre a participagao das referiadas MMPs na
patogénese de enfermidades que acometem o SNC, sabe-se de seu envolvimento
em afecgdes neuroldgicas como neoplasias cerebrais (LUKASZEWICZ-ZAJAC et
al.,, 2013) e hérnia de disco (LEVINE et al.,, 2006). Alguns ensaios em caes
portadores de leishmaniose visceral demonstraram atividades aumentadas dessas
enzimas em amostras de liquor, soro e tecido nervoso (MARANGONI et al., 2011;
MELO et al., 2011).

Varios estudos evidenciaram a participacdo das MMP-2 e -9 em processos
que acometem o SNC de pacientes humanos como um dos principais fatores
envolvidos na quebra da BHE, o que favorece a progressao e agravamento da
lesdo (ROSENBERG, 1995; YONG et al., 2001). Diante do exposto, buscou-se
estudar as MMP-2 e -9 em amostras de liquor e soro de caes naturalmente

infectados pelo virus da cinomose na fase neuroldgica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cinomose canina

A cinomose € uma doenga viral multissistémica altamente contagiosa, de
distribuicdo mundial e com elevada taxa de letalidade em caes e diversos
carnivoros selvagens. Pertencente a familia Paramyxoviridae e ao género
Morbillivirus, esse virus envelopado possui acido ribonucléico de fita simples e
frequentemente afeta o sistema nervoso central de seu hospedeiro (HEADLEY;
GRACA, 2000; GRIOT et al., 2003; GREENE; APPEL, 2006).

No Brasil, estudos epidemioldgicos s&o escassos, mas sugerem que 0 Vvirus
da cinomose é endémico em populagdes caninas urbanas, com resultado positivo
na técnica de RT-PCR variando de 47,1% a 66,5% em caes com sintomatologia
compativel com a doenca (GEBARA et al, 2004; NEGRAO et al., 2007).
Budaszewski et al. (2013) descreveram 40,2% de positividade pela mesma técnica
em amostras provenientes de sete estados brasileiros, sendo estes o Rio Grande
do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Rondénia e Mato
Grosso. Deste percentual de caes positivos, 58% apresentavam algum sintoma
sugestivo de cinomose e 23,8% eram assintomaticos. Este achado mostra-se
coerente com a estimativa de que uma porcentagem dos cées susceptiveis ao
virus estao infectados na forma sub-clinica e podem transmiti-lo mesmo sem
apresentar nenhum sinal clinico (GREENE; APPEL, 2006).

A transmissado ocorre via aerossol, seguida de replicagado viral no tecido
linféide do trato respiratorio. Em principio, o virus se dissemina pelo sangue e linfa
para os tecidos hematopoiéticos distantes, como bacgo, timo, medula éssea,
linfonodos, macrofagos da lamina prépria entérica e células de Kupffer no figado.
Apos alguns dias resulta na infecgado do parénquima de varios 6rgaos e células de
todo o corpo (OKITA et al., 1997; BEINEKE et al., 2009). A cinomose é
caracterizada por severa leucopenia e perda da capacidade de proliferacado dos
linfocitos, que desencadeia imunossupressdao e aumento da susceptibilidade a



infecgdes secundarias, uma das principais causas de Obito associada ao virus
(BEINEKE et al., 2009).

A entrada do virus no SNC leva a uma séria complicagcdo com consequentes
alteragcbes neurologicas e prognoéstico reservado. Usualmente, os sinais
neurolégicos ocorrem na auséncia de alteragcbes sistémicas sendo que as
manifestagdes neuroldgicas sédo diversas e progressivas, podendo incluir mioclonia,
nistagmo, ataxia, tetraparesia, tetraplegia e convulsées (AMUDE et al., 2007;
AMUDE et al.,, 2012). Os animais que evoluem para essa condigdo clinico-
patolégica usualmente progridem a obito e aqueles poucos que se recuperam, em
grande parte apresentam sequelas neurolégicas (BEINEKE et al., 2009).

O grau de comprometimento do SNC é dependente da estirpe viral, da idade
e da imunocompeténcia do paciente acometido, sendo a leucoencefalite
desmielinizante o  principal achado neuropatologico  (VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN, 2005; GREENE; APPEL, 2006).

Os mecanismos pelos quais as particulas virais penetram no SNC ainda nao
estdo totalmente elucidados. Lesdes periventriculares e abaixo da pia-mater,
associadas ao fato do virus ser facilmente encontrado nas células ependimarias e
plexo cordide sugerem que a penetragao viral no tecido cerebral ocorra através do
LCR por intermédio de leucocitos infectados (HIGGINS et al, 1982;
VANDEVELDE; ZUBRIGGEN, 1995; CARVALHO et al., 2012).

As alteragdes da encefalite, na cinomose canina, podem ser verificadas em
duas grandes fases: aguda e crbnica. Inicialmente as lesdes desmielinizantes na
fase aguda estdo associadas a acgao direta do virus em células nervosas como os
oligodendrocitos (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005). Ja na fase cronica,
observam-se macicas infiltracbes de células inflamatérias mononucleares,
principalmente CD8+, CD4+ e células B, sugerindo um componente imunomediado
envolvido na progresséo e agravamento da lesdo (WUNSCHMANN et al., 1999).

Na substancia cinzenta, o virus infecta neurbénios, o que pode ocasionar
necrose neuronal ou, até mesmo, polioencefalomalacia. Ja, na substancia branca,
a lesdo se caracteriza pela perda seletiva da bainha de mielina (VANDEVELDE;
ZUBRIGGEN, 1995; CARVALHO et al.,, 2012). Assim, devido as similaridades
morfologicas das alteragdes neuropatoldgicas da leucoencefalite desmielinizante

em seres humanos tais como a esclerose multipla, a cinomose canina representa



uma das poucas ocorréncias espontaneas em modelos animais para o estudo da
patogénese da perda de mielina associada as doengas imunomediadas (BEINEKE
et al., 2009; WYSS-FLUEHMANN et al., 2010).

Na rotina da clinica médica, uma importante forma de avaliagdo do SNC é
alcangada por intermédio do estudo das caracteristicas fisico-quimicas e
citolégicas do liquor. Desta forma, a analise do LCR é um auxilio diagnostico
importante nas enfermidades neuroldgicas caninas, visto que sua composi¢ao varia
em diferentes situagdes. Contudo, dificiimente fornece um diagndstico especifico
(ANDREWS, 1998).

A concentragdo de glicose no liquor varia diretamente com a plasmatica,
representando de 60 a 80% da taxa glicémica em cdes normais e, de acordo com
Gama et al. (2005), caes com cinomose na fase neuroldégica mantiveram os valores
da glicorraquia dentro da faixa de normalidade para a espécie.

Ainda referente aos resultados encontrados por Gama et al. (2005), os
referidos autores observaram aumento na contagem total de células nucleadas no
liquor de caes nessa condi¢cao, assim como aumento significativo do componente
proteico. Associada a tais caracteristicas, a cota de albumina (relagdo entre
albumina liqudrica e albumina sérica), pode ser utilizada para estimar a integridade
da BHE. Tal cota revela-se estavel em animais higidos e por isso pode ser util na
avaliacao das desordens do SNC (TERLIZZI; PLATT, 2009).

A BHE é uma interface biolégica unica, que mantém a homeostase cerebral
por prevenir e regular a permeabilidade a substancias e microorganismos para
dentro do tecido nervoso (CARDOSO et al., 2010).

O componente mais importante da BHE é a célula endotelial microvascular
cerebral. Proteinas especializadas como a claudina, ocludina e caderinas mantém
essas células para formarem jungdes oclusivas, areas onde as células endoteliais
adjacentes estao fisicamente unidas, tornando o transporte transcelular passivo de
pequenas moléculas hidrofilicas extremamente dificil. A superficie dessas células
também ¢é anionicamente forte, por criar uma barreira eletrostatica para o
transporte de compostos de carga negativa. Além das barreiras fisica e elétrica,
estas células também possuem um bloqueio metabdlico como enzimas intra e
extracelulares, as quais convertem substratos em compostos menos permeaveis

ou menos téxicos. Adicionalmente, a BHE é uma barreira imunolégica que previne



a entrada de virus e bactérias para o SNC (ABBOTT et al., 2010; CARDOSO et al.,
2010; SLOAN et al., 2012).

Se a integridade da BHE estiver comprometida, substancias indesejaveis
podem adentrar o SNC e gerar uma resposta imune ou inflamatéria. Assim, o
aumento da permeabilidade & caracterizado por perda das jungbes celulares e
degradagdo da membrana basal. Diversos sdo os mecanismos e componentes
envolvidos nesse processo e dentre eles, tém sido evidenciada a participagao de
um grupo de enzimas denominadas metaloproteinases de matriz (MMP) como
sugerido por Miao et al. (2003) e Wang et al. (2008).

2.2 Metaloproteinases de matriz

As MMPs sédo enzimas que, dentre outras atividades, estdo envolvidas em
doencas do SNC de seres humanos e animais, sendo expressas em niveis baixos
a indetectaveis em adultos normais e de forma aumentada no LCR e tecido
nervoso em diversas alteragdes neurologicas, incluindo meningites virais,
bacterianas, esclerose multipla, neoplasias e isquemia cerebral (ROSENBERG,
1995; COSSINS et al.,, 1997; KOLB et al., 1998; LEPPERT et al.,, 2000;
LUKASZEWICZ-ZAJAC, 2013). Também estdo envolvidas nos processos
fisiologicos (MCCAWLEY; MATRISIAN, 2001), assim como em outros processos
patologicos como artrite, doengas cardiacas degenerativas e neoplasias
(SEMOLIN, 2013).

Tais enzimas constituem uma familia de endopeptidases zinco-calcio
dependentes, tradicionalmente reconhecidas como responsaveis pela remodelacao
e manutengdo da integridade da matriz extracelular (MEC). Sdo secretadas na
forma latente como proenzimas (proMMP) e necessitam de clivagem a partir de
proteases para serem ativadas (YONG et al., 2001). A MEC é composta, dentre
outras substancias, de proteoglicanos, glicoproteinas e um sistema fibrilar
altamente organizado que mantém sua integridade estrutural, além de realizar o
transporte de ions, migragao celular e produgdo de fatores de crescimento. Esta

integridade é mantida pelo equilibrio entre a sintese e degradagdo de seus


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McCawley%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11544020
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matrisian%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11544020

componentes que, por sua vez, € mediada, em parte, pelas MMPs e seus
inibidores teciduais (TIMPs) (LUKES et al., 1999).

A quebra da homeostase no referido sistema pode desencadear desordens
neuroldgicas graves, em consequencia da acentuada expressdo de MMP,
principalmente 2 e 9, tal qual verificada na doenca de Alzheimer (BACKSTROM et
al., 1996), esclerose multipla (LEPPERT et al., 1998) e esclerose lateral amiotrofica
(LIM et al., 1996).

A MMP-2 (Gelatinase A) e MMP-9 (Gelatinase B) degradam a elastina, a
fibronectina e o colageno tipo IV, V e VIl presentes na MEC de varios tecidos
incluindo a membrana basal da BHE. Sistemicamente, as células fonte dessas
enzimas sao os macrofagos, neutréfilos e linfocitos, enquanto no SNC sao
astrécitos, microglia, oligodendrocitos e neurdnios (LUKES, 1999; ROSENBERG,
2002).

Como referido, a invasao viral do SNC € um ponto importante na patogénese
da cinomose e diversos estudos apontam para o envolvimento das MMP-2 e -9 na
quebra da BHE, com consequente passagem de leucécitos do sangue periférico
para o SNC. Dessa forma, tal quebra poderia contribuir com a progresséo da
inflamagéo e agravamento da lesdo do SNC, assim como com a desmielinizacdo
neuronal em doencgas desmielinizantes (CHANDLER et al.,, 1995; KOLB et al.,
1998; CUZNER; OPDENAKKER, 1999; HARTUNG; KIESEIER, 2000;
ROSENBERG, 2002; SULIK et al., 2008; SCHWARTZ et al., 2010; CANDELARIO-
JALIL et al., 2011; ROSENBERG, 2012).

Chandler et al. (1995) e Leppert et al. (1995) sugerem que a migragao de
leucocitos ocorra devido a lesdo da membrana basal que circunda os vasos do
SNC, enquanto a desmielinizagdo advém da degradacdo da proteina basica da
mielina, a principal proteina extrinseca de membrana da mielina no SNC, ambas
por acao das MMPs.

A forma latente da MMP-2 (pro6MMP-2) esta normalmente presente no LCR
de seres humanos e animais sadios, enquanto que a MMP-9 (forma ativa) esta
presente apenas em processos patologicos, embora a MMP-2 também possa estar
presente em sua forma ativa em tais processos (ROSENBERG, 1995; MUN-
BRYCE; ROSENBERG, 1998).



Em seres humanos que apresentam deméncia pelo virus da
imunodeficiéncia, as MMP-2 e -9 encontram-se elevadas em amostras de liquor
quando comparadas com outros portadores sem alteragdes neuroldgicas
(CONANT et al., 1999). Observa-se que a MMP-9 também esta aumentada em
pacientes com neuroborreliose de Lyme, assim como nas meningites bacteriana e
viral (KOLB et al., 1998; PERIDES et al., 1998; LEPPERT et al., 2000).

Estudos de tecido cerebral, plasma e LCR de pacientes com esclerose
multipla tém mostrado relacédo direta entre a fase da doenga e a quantidade de
MMPs, particularmente a MMP-9 (COSSINS et al., 1997; LEPPERT et al., 1998;
FAINARDI et al., 2006).

Pesquisas em animais tém evidenciado elevagao dessas endopeptidases no
SNC em condigdes como neoplasias cerebrais (TURBA et. al., 2007), cinomose
(MIAQO et al., 2003), hérnia de disco (LEVINE et al., 2006) e leishmaniose visceral
canina (MARANGONI et al., 2011; MELO et al., 2011).

Segundo Miao et al. (2003), houve elevada expressao de MMPs em tecido
nervoso de caes naturalmente infectados pelo virus da cinomose na fase
neuroldgica. Os mesmos autores observaram diferencas nas expressbes das
MMPs de acordo com a fase da lesdo desmielinizante (aguda ou cronica).

Wang et al. (2008), em modelos experimentais com flavivirus neurotrépicos,
descreveram que a MMP-9 facilitou a penetracdo viral no SNC por aumentar a
permeabilidade da BHE. Tal conclusdo coincidiu com a evidéncia de que a MMP-9
tem sua expressdo aumentada no sangue e no tecido nervoso de camundongos
infectados. Além disso, os camundongos MMP9-/-, ou seja, que nao expressam a
MMP-9, infectados experimentalmente, demonstraram redugdo da infiltracdo
leucocitaria e da les&o no tecido nervoso.

Dessa forma, a emergente e crescente quantidade e qualidade dos dados
sinalizam que as MMP-2 e -9 possam estar envolvidas nos processos lesivos tanto
a BHE quanto ao SNC na fase neurolégica da cinomose. Devido a tais
propriedades das MMPs, sao crescentes as pesquisas direcionadas a utilizagao de
drogas que inibam a agao dessas enzimas como, por exemplo, seus TIMPs, como

oportunidade terapéutica.



3. OBJETIVOS

Neste ensaio objetivou-se:

a) Quantificar as concentra¢des das metaloproteinases de matriz 2 e 9, pela
técnica da zimografia, no liquido cefalorraquidiano e soro de cades naturalmente
infectados pelo virus da cinomose na fase neuroldgica e em caes sadios;

b) Quantificar o numero de células nucleadas, as concentragbes de glicose,
proteinas totais, albumina e cota de albumina no liquor de cades naturalmente
infectados pelo virus da cinomose, na fase neurologica, bem como em caes sadios;

c) Caracterizar, pela analise estatistica multivariada exploratéria, os animais
com cinomose na fase neurolégica com base nas metaloproteinases de matriz 2 e
9 do liquor e soro, glicorraquia, celularidade, proteinas totais, albumina e cota de

albumina liqudricas, além de albumina sérica e glicemia.



4. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica e Bem-estar Animal da
FCAV-UNESP (protocolo n°006353/12) em 21 de maio de 2012.

4.1 Grupos experimentais

Para realizagcdo do protocolo experimental, foram instituidos dois grupos de
estudo, um controle, denominado Gcon, constituido por 10 caes higidos, adultos,
independente de raga e sexo, provenientes do canil do Hospital Veterinario
“‘Governador Laudo Natel” — FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal e outro de
caes com cinomose, em fase neurolégica, denominado Gcin, igualmente
constituido por 10 caes, independente da idade, raca e sexo, portadores do virus
da cinomose canina com manifestagado neurolégica, também selecionados junto a
rotina do Servigo Ambulatorial da Clinica Médica de Pequenos Animais do Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel” — FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal.

Em todos os animais de ambos os grupos foram realizados testes
laboratoriais para a exclusdo de outras doencas infecciosas como erliquiose,
babesiose, toxoplasmose, neosporose e leptospirose.

Foi realizada reagdao em cadeia da polimerase (PCR) em amostra de sangue
total para pesquisa de Ehrlichia canis (Real Time PCR) e Babesia canis (Semi
Nested PCR) no Laboratério de Diagndstico Molecular (servigo terceirizado)
localizado no Departamento de Microbiologia-imunologia do Instituto de Biociéncias
da UNESP Campus de Botucatu. Para pesquisa de Toxoplasma gondii e Neospora
caninum realizou-se a reacdo de imunofluorescéncia indireta a partir de uma
aliquota de soro sanguineo enviada ao Laboratério Imunodot (servigo terceirizado)
localizado na Cidade de Jaboticabal-SP. Outra aliquota de soro foi encaminhada ao
Laboratério do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da FCAV/UNESP,
Campus de Jaboticabal, onde foi realizada a titulagdo de anticorpos anti-Leptospira

sp, processadas pela técnica de reagéo de soroaglutinagdo microscopica.



10

No caso da cinomose, foi realizada a pesquisa do virus por Real Time PCR
em amostra de urina e swab de conjuntiva no mesmo Laboratério de Diagndstico
Molecular do Departamento de Microbiologia-imunologia do Instituto de Biociéncias
da UNESP Campus de Botucatu.

4.1.1 Selegao das parcelas experimentais para o grupo controle (Gcon)

Para inclusdo no grupo controle (Gcon), foram selecionados cées com
resultados de hemograma, glicemia’, alanina-aminotransferase sérica?, fosfatase
alcalina sérica®, creatinina sérica®, ureia sérica®, proteinas totais séricas®, albumina
sérica’, urindlise e caracteristicas liquéricas dentro dos valores de referéncia para a
espécie (JAIN et al; 1993; KANEKO, 2007). Além de resultados negativos para as
doencas infecciosas mencionadas e virus da cinomose. Para descricdo dos
resultados foi designada a letra “C” para ilustrar cada animal do Gcon.

No total, foram coletadas amostras de 16 animais clinicamente saudaveis,
sem histérico de doencga recente e apresentando variaveis biolégicas, aos exames
laboratoriais, dentro dos valores de referéncia, porém seis destes apresentaram

alguma doenca excludente (Apéndice A).

4.1.2 Selegao das parcelas experimentais para o grupo cinomose (Gcin)

Os animais que integram o grupo cinomose (Gcin) foram selecionados com
base na historia clinica, presenca de alteracdo neurolégica (Apéndice B),
positividade para o virus da cinomose e negatividade nos exames para detecgao

de Ehrlichia canis, Babesia canis, Toxoplasma gondii, Neospora caninum e

' Optium Xceed - ABBOTT Laboratérios do Brasil LTDA

2 ALT/GPT Liquiform - Labtest Diagnéstica Ltda — Lagoa Santa, MG
® Fosfatase Alcalina - Labtest Diagndstica Ltda — Lagoa Santa, MG

* Creatinina - Labtest Diagnostica Ltda — Lagoa Santa, MG

® Ureia UV Liquiform - Labtest Diagnostica Ltda — Lagoa Santa, MG
® Proteinas Totais - Labtest Diagndstica Ltda — Lagoa Santa, MG

7 Albumina - Labtest Diagndstica Ltda — Lagoa Santa, MG
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Leptospira sp. Ademais, nao foram selecionados aqueles que foram ou estavam
sendo tratados, para a cinomose, com algum farmaco que possuisse propriedade
inibidora das MMPs.

Para constituicdo dos animais do grupo Gcin, foram coletadas amostras de
27 cées com alteracdo neuroldégica e suspeita clinica de cinomose, sendo que
apenas 10 foram inclusos no grupo experimental, pois os demais apresentaram
doencgas concomitantes (Apéndice C).

Para descricao dos resultados foi designada a letra “A” para ilustrar cada

animal do Gcin.

4.2 Analise fisico-quimica do liquor

O LCR foi obtido por puncao da cisterna magna no volume de 1 mL para
cada 5 kg de peso corporal (DUCOTE; DEWEY, 2006) e acondicionado em
microtubo estéril, graduado e sem anticoagulante. Para tanto, utilizou-se
medicacédo pré-anestésica (meperidina na dose de 5mg/kg por via intramuscular)
seguida de anestesia geral (propofol na dose de 5mg/kg por via intravenosa).

Imediatamente apds a colheita, a amostra de LCR foi submetida a contagem
global de células em camara de Neubauer e determinacdo das proteinas totais?®,
glicorraquia® e albumina. Na sequéncia, realizou-se a centrifugacdo do LCR e o
sobrenadante foi armazenado a -70°C para posterior determinagdo das

metaloproteinases de matriz. A cota de albumina foi obtida pela seguinte razao:

albumina LCR (mg/dL)

QA= . - x 100
albumina sérica (mg/dL)

8 Sensiprot Liquiform - Labtest Diagndstica Ltda — Lagoa Santa, MG
° Glicose PAP liquiform - Labtest Diagndstica Ltda — Lagoa Santa,MG
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4.3 Quantificagao das metaloproteinases de matriz

As concentragbes das MMP-2 e -9 foram obtidas pela técnica de zimografia
conforme protocolo previamente descrito (BERGMAN et al, 2002) com
modificagdes. Amostras de soro sanguineo e liquor foram homogeneizadas em
solugado tampéao de dissociagdo (125M Tris-Hcl pH 6.8; 20% glicerol; 4% dodecil
sulfato de sddio - SDS; 0,2% azul de Bromofenol) por cinco minutos a temperatura
ambiente e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida copomerizada a
10% utilizando-se um sistema vertical.

Para o preparo do gel utilizaram-se 4mL de gelatina tipo A" (1mg/mL),
3,3mL de acrilamida/bisacrilamida (30:0,8), 2,5mL de tris-Hcl pH 8,8 (1M), 100uL
de SDS (1%) e a polimerizagao foi possivel pela adicdo de 4uL de N, N, N’, N'-
tetrametiletilenodiamina (TEMED).

As placas de vidro contendo os géis foram colocadas em cuba especifica
com tampao de corrida pH 8,3. Este tampao é constituido por 30,29 de tris base
250mM, 144g de glicina 1,92M, 10g de dodecil sulfato de sédio (SDS) 1% e
1000mL de agua destilada. Ato continuo, as amostras foram pipetadas e a corrida
iniciada, durante duas horas e trinta minutos a 125V e 40mA.

Apds a eletroforese, os géis foram lavados em solugéo Triton X-100 (2,5%)
por 30 minutos a temperatura ambiente, sob constante agitagdo, seguido de
incubagdo em tampao de ativagao enzimatica pH 7,6 (6,057g de Tris 50mM; 1,11g
de CaCl, 10mM; 2 g de Brij-35°0,2% e 1000ml de agua destilada) por 20 horas em
estufa a 37°C. Em seguida, foram corados pela solugédo azul de Comassie'’ 0,5%
(1g de azul de Comassie R250 0,5% e 200mL de solucao fixadora) por 30 minutos
sob agitacdo. A solugao fixadora e também descorante, é constituida de 500mL de
alcool metilico, 100mL de acido acético glacial e 400mL de agua destilada. Apods a
coloragcao, os géis foram descorados por 40 minutos, também sob constante
agitacao.

Como controle positivo para identificagdo das MMPs e adequacgdes dos géis,

foi empregada uma amostra de adenocarcinoma mamario canino previamente

1% G8150-100G, Sigma®, St Louis-MO, EUA
" Coomassie Brilliant Blue R250 Dye, Pierce®, Rockford-IL, EUA
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padronizado (MELO et al., 2011) com a MMP-2 recombinante humana'®> e a MMP-
9 recombinante humana.

Cada gel foi digitalizado e as densidades integradas das bandas, expressas
por unidades arbitrarias, foram calculadas utilizando-se do programa ImageJ
1.47v",

4.4 Analise dos resultados

Devido a estrutura de dependéncia contida no conjunto original de variaveis,
os dados foram submetidos a técnicas exploratérias multivariadas de agrupamento
e de componentes principais. A analise de agrupamento por método hierarquico foi
processada com a distancia euclidiana para medir a semelhanga entre os animais e
o0 método de Ward como método de ligagdo de grupos. A analise de agrupamento
por método nao hierarquico foi processada com o algoritmo k-médias enquanto que
a analise de componentes principais foi processada com a matriz de covariancia
obtida com as variaveis originais. Os componentes principais sdo os autovetores
construidos com os autovalores da matriz de covariancia e sdo combinacgdes
lineares entre as variaveis originais. Sao ortogonais e preservam a maxima
variéncia contida nas variaveis originais. Graficos bidimensionais denominados de
biplot, que representam, ao mesmo tempo, o0s animais e a estrutura de
dependéncia contida nas variaveis, foram construidos para melhor compreender os
resultados em dimensdes menores projetadas de hiperplanos complexos. Nesses
planos bidimensionais, os animais (ou grupos) com propriedades especificas
tendem a se localizar nos extremos dos autovetores (HAIR, et al, 2005). Apds a
padronizagao das variaveis, todas passaram a ter média nula e variancia unitaria.

Com a finalidade de investigar como uma variavel age de forma
independente, realizou-se teste estatistico para comparar as diferencas entre os

grupos, com relagdo as concentracbes de MMP-2 e -9 séricas e liqudricas,

"2 PF037 Calbiochem
'* PF038 Calbiochem
" ImageJ 1,37v, Wayne Rasband - National Institutes of Health, USA, rsb.info.nih.gov/ij
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contagem total de células nucleadas no liquor, albumina liquérica e cota de
albumina. Para tanto, tais variaveis foram previamente testadas quanto a
normalidade estatistica com base no teste de Kolmogorov-Smirnov, seguido de
teste t ndo pareado. Diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05.
Os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo. Todas as analises

foram processadas no pacote estatistico Statistica, versao 7.
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5. RESULTADOS

Na tabela 1 acham-se apresentados valores individuais, médias e

respectivos erros padrdes para celularidade, proteinas totais e glicose liquéricas,

bem como para glicose sanguinea obtidas para animais controle e portadores de

cinomose na fase nervosa. No grupo Gcin, oito dos 10 animais apresentaram

contagem total de células nucleadas acima dos valores de referéncia para a

espécie e nove de 10 aumento da proteina no liquor. Os caes desse grupo também

tiveram niveis glicémicos e de glicorraquia maiores quando comparados ao grupo

Gcon, porém mantendo-se dentro ou proximos dos valores de referéncia para a

espécie (Apéndice D).

Tabela 1. Valores individuais, médias e respectivos erros padrboes para a

celularidade, proteinas totais e glicose liquéricas bem como para a
glicose sanguinea de caes do grupo controle (Gcon) e grupo cinomose
(Gcin). Jaboticabal, 2014.

Contagem total de PT* Glicorraquia Glicemia
Animal celular (célula/pL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Gceon/Gein Gceon Gcin Gcon  Gcin Gecon  Gcin Gcon  Gcin
C1/A1** 5,0 5,0 12,0 61,6 68,0 63,0 96,0 71,0
C2/A2 2,0 40,0 12,0 107,4 69,0 77,4 71,0 72,0
C3/A3 2,0 48,0 30,7 17,7 60,0 78,0 76,0 94,0
C4/A4 6,0 5,0 11,2 20,9 56,0 92,1 70,0 130,0
C5/A5 0,0 19,0 14,3 136,5 58,0 73,3 67,0 77,0
C6/A6 2,0 40,0 27,2 62,1 66,0 105,7 77,0 120,0
C7/A7 1,0 34,0 17,6 87,4 65,0 34,7 89,0 51,0
C8/A7 50 133,0 21,7 178,0 63,0 91,4 75,0 105,0
C9/A9 20 26,0 19,3 86,6 68,0 58,0 87,0 77,0
C10/A10 4,0 58,0 13,2 115,9 58,0 91,0 78,0 104,0
Média 2,90 50,8 17,92 87,4 63,10 76,5 78,60 90,1
+EPM +0,62 15,27 2,15 15,78 +1,51 +6,51 2,93 7,80

*PT=Proteina total; ** C1 a C10 = animais do grupo controle; A1 a A10 = animais do grupo cinomose.
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Os valores individuais, médias e respectivos erros padrdes, obtidos para a
albumina sérica, albumina liquérica e cota de albumina (QA) dos grupos Gcon e
Gcin encontram-se explicitadas na Tabela 2. Considerando-se que valores iguais
ou menores que 2,5 (£2,5), para QA, situam-se dentro da normalidade, verifica-se,
com base nos resultados da referida Tabela 2, que trés de 10 animais do grupo

Gcin exibiram valores aumentados para a QA (Apéndice D).

Tabela 2. Valores individuais, médias e respectivos erros padrdoes para a albumina
sérica e liqudrica, e cota de albumina (QA), em caes do grupo controle

(Gcon) e grupo cinomose (Gcin). Jaboticabal, 2014.

Animal Albumina sérica (mg/dL)  Albumina LCR (mg/dL) QA
Gcon/Gcin Gcon Gcin Gcon Gcin Gcon Gcin
C1/A1* 2840,00 2480,00 60,00 40,00 2,11 1,61
C2/A2 3330,00 2250,00 10,00 0 0,30 0
C3/A3 3180,00 2600,00 0 100,00 0 3,85
C4/A4 3510,00 2940,00 50,00 10,00 1,42 0,34
C5/A5 3240,00 3460,00 0 80,00 0 2,31
C6/A6 3180,00 2070,00 0 10,00 0 0,48
C7/A7 3610,00 2830,00 0 40,00 0 1,41
C8/A8 3170,00 3150,00 0 150,00 0 4,76
C9/A9 2710,00 2170,00 0 20,00 0 0,92
C10/A10 2510,00 3400,00 0 140,00 0 4,12
Média 3128,00 2135,00 12,00 59,00 0,38 1,98
+EPM +109,46 +158,85 7,27 117,48 10,24 0,54

* C1 a C10 = animais do grupo controle; A1 a A10 = animais do grupo cinomose.

5.1 Metaloproteinase de matriz

Zimografias representativas de amostras liquéricas e séricas estéo ilustradas
na Figura 1. Nos ensaios zimograficos foram observadas atividades gelatinoliticas

relacionadas as enzimas com pesos moleculares de 92KDa, relativa a forma inativa
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da MMP-9 (proMMP-9), de 86KDa, forma ativa da MMP-9, de 72KDa, proMMP-2 e
de 66KDa, referente a MMP-2 ativa

PM Controle Cinomose

Figura 1. Zimografia de liquido cefalorraquidiano (LCR) e soro em gel
de poliacrilamida 10%. Padrédo de peso molecular (PM) em
animais do grupo controle (1 e 2) e cinomose (3 — 9).
Atividades gelatinoliticas das proMMP-9 (92kDa); MMP-9
(86kDa); proMMP-2 (72kDa); MMP-2 (66kDa).

Os valores individuais, médias e respectivos erros padrdes, obtidos no liquor
e soro de caes controle (Gcon) e portadores de cinomose na fase nervosa (Gcin),
para as metalopreoteinases de matriz 2 e 9, acham-se explicitados
respectivamente nas Tabelas 3 e 4.

No liquor foi identificada atividade gelatinolitica referente & proMMP-2 nos 10
animais do grupo Gcon e a MMP-2 ativa em apenas um c&o. No grupo Gcin
detectou-se atividade gelatinolitica da proMMP-2 em todos os animais e da

proMMP-9 em dois animais.
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Tabela 3. Valores individuais, médias e respectivos erros padrées das proMMP-2 e
MMP-2 em liquor e soro de cédes do grupo controle (Gcon) e grupo

cinomose (Gcin). Jaboticabal, 2014.

Animal préMMP-2 Liquor MMP-2 Liquor préMMP-2 Soro
Gcon/Gcin Gcon Gcin Gcon Gcin Gcon Gcin
C1/A1* 0,53 2,64 - - 0,28 0,20
C2/A2 0,55 0,82 - - 0,21 0,19
C3/A3 0,55 3,00 - - 0,14 0,12
C4/A4 0,46 2,82 - - 0,17 0,39
C5/A5 0,48 2,28 - - 0,07 0,25
C6/A6 0,37 3,25 - - 0,13 0,34
C7/A7 1,42 2,83 - - 0,12 0,23
C8/A8 1,14 2,39 0,13 - 0,17 0,10
C9/A9 0,91 0,13 - - 0,07 0,91
C10/A10 0,58 1,36 - - 0,08 0,22
Média 0,70 2,15 ] ] 0,14 0,29
+EPM +0,11 0,33 0,02 0,07

* C1 a C10 = animais do grupo controle; A1 a A10 = animais do grupo cinomose.

Tabela 4. Valores individuais, médias e respectivos erros padrées das proMMP-9 e
MMP-9 em liquor e soro de cdes do grupo controle (Gcon) e grupo

cinomose (Gcin). Jaboticabal, 2014.

Animal proMMP-9 Liquor proMMP-9 Soro MMP-9 Soro
Gcon/Gcin Gcon Gcin Gcon Gcin Gceon Gcin
C1/A1* - 1,64 0,35 0,35 0,03 -
C2/A2 - - 0,23 1,38 0,05 -
C3/A3 - - 0,27 0,49 0,04 -
C4/A4 - - 0,13 1,01 0,03 -
C5/A5 - - 0,26 1,26 0,02 -
C6/A6 - - 0,25 1,33 0,04 -
C7/A7 - 0,52 0,32 0,72 0,03 -
C8/A8 - - 0,26 0,85 0,04 -
C9/A9 - - 0,19 0,82 0,04 -
C10/A10 - - 0,35 1,01 0,02 -
Média - - 0,26 0,92 0,03 -
*EPM - - 10,26 0,11 +0,00 -

* C1 a C10 = animais do grupo controle; A1 a A10 = animais do grupo cinomose.
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Nas amostras de soro, ndo se obteve atividade gelatinolitica referente a
MMP-2 em ambos 0s grupos.

O grupo Gcon apresentou atividade das formas pré (92kDa) e ativa (86kDa)
da MMP-9 e da proMMP-2 em todos os animais, enquanto o grupo Gcin
demonstrou apenas atividade para a proMMP-2 e proMMP-9 para todas as
amostras.

Os valores numéricos obtidos para as MMP-2 e -9 encontram-se listados nas
Tabelas 3 e 4.

A Figura 2 ilustra a mediana da atividade gelatinolitica das MMPs detectadas

em liquor e soro de caes do grupo Gecon e Gcin.
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Figura 2. Distribuicdo das proMMP-2, MMP-2, préMMP-9 e MMP-9 de amostras de
liquor e soro de cées dos grupos controle e com cinomose. A linha
horizontal representam as medianas em relagdo & intensidade das
unidades inversas de densidade Optica (unidades arbitrarias — U.A.) a
partir das bandas gelatinoliticas. * Indica os valores de p<0,05.

5.2 Analise estatistica multivariada exploratoéria

O dendrograma resultante da analise de agrupamento por método
hierarquico (Figura 3) mostra que ha uma separagédo dos animais em dois grandes
grupos, de acordo com os padrdes de animais doentes e sadios, sendo que em um

grupo concentraram-se os animais do Gcin e no outro, do Gecon, ou seja, o padrao
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dos animais doentes foi distinto dos ndo doentes de acordo com as variaveis

estudadas.
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Figura 3. Dendrograma evidenciando separagdao dos grupos controle (Gcon) e
cinomose (Gcin), sendo A= animais do grupo Gcin e C= animais do
grupo Gcon.

Em complemento, a analise de agrupamento pelo método ndo hierarquico,
processada com o algoritmo k-médias, mostra o perfil dos centréides (médias das
variaveis) dos grupos Gcon e Gcein (Figura 4) e quais variaveis discriminam os dois
grupos que o dendrograma evidenciou. Observa-se que tanto a albumina quanto a
proMMP-2 séricas ndo contribuem para discriminar os grupos por possuirem
basicamente a mesma meédia, porém todas as outras variaveis contribuem na
discriminagao entre os grupos. O centréide do grupo Gcin, conforme Figura 4,
apresentou valores acima da média enquanto que o centréide do grupo Gcon

apresentou valores abaixo da média.
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Figura 4. Centréides dos grupos controle (Gcon) e cinomose (Gcin) por analise
de agrupamento por método nao hierarquico.

A analise de componentes principais (CP) conseguiu reter em dois
componentes 61,41% (42,61% em CP1 e 18,80% em CP2) da variabilidade contida

no conjunto original de variaveis (Figura 5).
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Figura 5. Grafico biplot formado pelos maiores autovetores CP1 e CP2,
demonstrando a relagdao entre as variaveis proMMP-2 no soro
(proMMP-2S), proMMP-9 no soro (proMMP-9S), glicemia,
glicorraquia, proMMP-2 no liquor (proMMP-2L), contagem células
nucleadas no liquor (cont_Cel), proteina total no liquor (PT), cota de
albumina (QA), albumina no liquor (Albu_LCR) e albumina sérica
(Albu_sér) em cada animal (grupo controle = C1-C10; grupo cinomose
A1-A10).

No biplot da Figura 5, observa-se que animais com cinomose localizam-se a
direita enquanto animais saudaveis se localizam a esquerda, sendo por isso o
primeiro componente principal responsavel pela discriminagdo dos animais do
grupo controle (Gcon) e dos animais doentes (Gcin). Os animais A1, A7 e C1 nao
apresentaram caracteristicas especificas e, por isso, se localizaram na regiao
central do biplot.

As variaveis com poder discriminatorio, segundo valores decrescentes
(Quadro 1) no primeiro componente principal, foram a préMMP-9 sérica, proteina
total liqudrica, contagem de células nucleadas, albumina do liquor, QA, glicorraquia,
proMMP-2 liquédrica e glicemia. Todas as variaveis apresentaram o0 mesmo sinal,
indicando associagao direta entre elas, ou seja, quando o valor de uma aumenta
(ou diminui) o da outra também aumenta (ou diminui). Como todas as variaveis
apresentaram cargas positivas, indicam associagdo com animais localizados a
direita (cinomose). Assim, essas variaveis caracterizam um padrao existente entre

animais doentes.
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Quadro 1. Poder discriminatério das variaveis — correlacdo entre cada variavel e
um componente principal. Demonstra a medida do grafico Biplot. Os

destaques em negrito mostram as variaveis com poder discriminatorio.

CP1 CP2
ProMMP-2 soro 0,176161 0,612316
Albumina soro -0,210244 -0,752591
Albumina liquor 0,747982 -0,578874
Cota de albumina 0,747799 -0,535350
n%gg:gg;“n‘;é:f(;szr 0,752022 -0,024187
Glicorraquia 0,726141 0,231702
Proteina total 0,78902- -0,127834
Glicemia 0,581621 0,278530
proMMP-2 liquor 0,623832 0,055325
ProMMP-9 soro 0,790056 0,406959

No segundo componente principal, as variaveis com poder discriminatorio
foram a proMMP-2 sérica, albumina sérica, albumina liquérica e QA. As variaveis
albumina sérica, albumina liquérica e QA possuem cargas negativas, informando
que quanto mais abaixo no biplot da Figura 5 os animais se localizarem, maior
valor terdo dessas variaveis. A variavel proMMP-2 sérica possui carga positiva,
indicando maiores valores para os animais localizados acima do biplot da Figura 5 .

A variavel proMMP-2 sérica apresentou associacdo apenas com alguns
animais doentes, enquanto que as variaveis proMMP-2 liquérica e a proMMP-9

sérica apresentaram associagdo com O grupo cinomose.

5.3 Analise estatistica univariada

Com referéncia as MMPs, verificou-se aumento significativo na proMMP-2

do liquor dos animais do grupo Gcin comparados ao grupo Geon (p<0,05), tal como
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o aumento verificado na proMMP-9 no soro do grupo Gcin. N&do houve diferencga

entre os grupos nos valores da proMMP-2 sérica (Tabela 5).
Constatou-se, também, diferenca entre a contagem celular, proteinas totais,

albumina e QA liqudricas entre os grupos (p<0,05), as quais estavam aumentadas

nos animais do grupo Gcin.
N&o houve diferenca estatistica na glicemia e glicorraquia entre os grupos.

Tabela 5. Comparacéo entre os grupos controle (Gcon) e cinomose (Gcin) com
relagao as diferentes variaveis avaliadas com suas respectivas médias

+ erro padrao da média, valores de p e indice de confianga (IC).

Jaboticabal, 2014.

Variavel Grupo Gcon Grupo Gcein p IC 95%
proMMP-2 liquor 0,699 + 0,108 2152 + 0,327 0,0005 0,728 - 2,177
préMMP-2 soro 0,144 + 0,021 0,295 + 0,073 0,064 -0,010 - 0,312
proMMP-9 soro 0,261 + 0,021 0,922 + 0,109 0,0001 0,426 - 0,895
Contagem celular 2,900 + 0,622 50,800 + 15,272 0,0057 15,786 - 80,013
(células/pL)
PT* (mg/dL) 17,920 + 2,150 87,410 + 15,782 0,0004 30,025 - 102,954
Albumina no liquor 15 0004 7072 59.000 + 17,477 0,023 7230 — 86,769
(mg/dL)
QA* 0,383 + 0,237 1,980 + 0,541 0,014 0,355 — 2,839
Glicorraquia 63,100 + 1,516 76,460 + 6,509 0,060 -0,681 - 27,401
Glicemia 78,600 + 2,925 90,100 + 7,803 0,184 -6,009 - 29,009

*PT=Proteina total; QA=Cota de albumina
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6. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou as mudangas que ocorreram na composi¢ao do
liquido cefalorraquidiano (LCR) de caes portadores da cinomose na fase
neurologica e quantificou, quando presente, os valores das metaloproteinases de
matriz (MMPs) 2 e 9 no LCR e soro nessa condi¢gdo. Ademais, os animais doentes
foram caracterizados pela analise estatistica multivariada exploratéria, sendo
possivel verificar a estrutura de dependéncia existente entre as variaveis que
contribuiram para essa caracterizagao.

A analise estatistica multivariada exploratéria permitiu distinguir padrdes
diferenciados no comportamento dos animais com cinomose comparado aos caes
higidos, de acordo com as variaveis estudadas. Essa observacao foi possivel a
partir de trés analises (andlises de agrupamentos e andlise de componentes
principais), cujos resultados obtidos foram concordantes entre eles.

Ao ponderar o perfil dos centroides da analise de agrupamento pelo método
nao hierarquico, foi possivel identificar as variaveis discriminantes (glicorraquia,
contagem total de células nucleadas do liquor, albumina liquorica, proteina total
liqudrica, cota de albumina, prcMMP-2 do liquor, proMMP-9 sérica e glicemia), que
contribuiram na separagao dos dois grupos explicitados no dendrograma, enquanto
que na analise de componentes principais permitiu-se avaliar a estrutura de
dependéncia dessas variaveis para cada animal.

No Biplot, observou-se que os cdes com cinomose (lado direito do grafico),
ficaram mais dispersos, diferente dos caes do grupo controle (lado esquerdo do
grafico) que ficaram mais concentrados e proximos entre si. Essa caracteristica de
distribuicdo heterogénea, provavelmente, se deve a fase da lesdo neurolégica em
que o animal se encontrava no momento da coleta das amostras avaliadas, bem
como as diferentes respostas individuais frente a doenca. Ainda, foi possivel
verificar que as variaveis com poder discriminatério do CP1, as quais se relacionam
com os caes portadores de cinomose, estdo associadas a condicdo de inflamacao
pela presenca da doencga ainda ativa.

Com o propdsito de avaliar o comportamento isolado das variaveis as quais

discriminaram animais doentes de sadios, com foco nos aspectos liquéricos e das
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MMPS, realizou-se teste t ndo pareado, o qual permitiu averiguar as possiveis
diferengas entre os grupos.

Os dados obtidos para a glicorraquia nao diferiram estatisticamente
(p=0,060) entre os grupos controle (Gcon) e cinomose (Gcin), assim como
constatado por Gama et al. (2005). Todavia, quando a observamos pela analise
estatistica multivariada exploratéria, € possivel identificar seu poder discriminatorio,
mesmo que baixo (Quadro 1), nos animais do Gcin quando em conjunto com as
demais variaveis analisadas (Figuras 4 e 5). Isto &, por essa avaliagao foi possivel
observar sua associagao na doenga quando estudada em conjunto com as demais
variaveis devido a estrutura de dependéncia existente.

Com relagao a contagem total de células nucleadas no liquor, observou-se
que nos animais do grupo Gcon a celularidade n&o ultrapassou 6 células/uL,
contagem essa descrita por autores como Fernandes (1990); Gama et al. (2005);
Di Terlizzi; Platt (2009) como valores dentro da referéncia para a espécie. Ja no
grupo Gcin, a contagem variou entre 5 e 133 células/uL o que diferiu
significativamente do grupo Gcon (p=0,0057). Assim como Gama et al. (2005),
considerou-se pleocitose aquelas amostras as quais apresentaram mais de 8
células/uL, desse modo, 80% dos animais do grupo Gcin apresentaram pleocitose.
Gama et al. (2005), também identificaram contagem de células nucleadas dentro
do valor de referéncia em caes com cinomose na fase neurolégica, fato constatado
em 20% dos animais estudados nessa pesquisa, provavelmente pelos diferentes
estagios de evolugdo da lesdo no SNC nos pacientes, o que também nao foi
possivel ser determinado nesse estudo. Tal aumento ocorre pela passagem de
leucdcitos provenientes do sangue periférico, através da barreira hematoencefalica
(BHE) devido estimulo inflamatério iniciado no SNC (ROE et al., 2012).

A determinacédo dos niveis proteicos totais no liquor dos animais do grupo
Gcon coincidiu com os encontrados por Fernandes (1990); Gama et al. (2005); Kim
et al. (2008). Ja naqueles do grupo Gcin, observou-se aumento significativo do
componente proteico (p=0,0004) como citado por Tudury et al. (1997); Gama et al.
(2005) em caes com encefalite causada pelo virus da cinomose. Ainda, Gama et. al
(2007) encontram aumento nos valores de albumina, alfa, beta e gama-globulinas
na eletroforese do liquor de caes na fase neurolégica da afecgdo. A tal achado,

presume-se que esse aumento seja devido a quebra da BHE causada pela leséo
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no SNC, a qual permite a passagem de proteinas advindas do plasma e/ou pela
sintese local de globulinas (TIPOLD et al., 1994).

Associada as caracteristicas de celularidade e proteinas liqudricas, a cota de
albumina também evidenciou a integridade da BHE. No presente estudo, a média
de QA no liquor de animais do Gcin foi maior que no Gcon, porém abaixo do limiar
que indica quebra da BHE. Ainda no Gcin, trés caes demonstraram valores acima
de 2,35 indicando lesdo na referida barreira. Por ser a albumina sintetizada
exclusivamente no figado, um aumento na concentracdo dessa proteina no liquor
ocorre devido a um dano da barreira, que permite sua passagem do plasma para o
liquor (GAMA et, al.; 2005; DI TERLIZZI; PLATT, 2008). A quantidade de albumina
presente no LCR pode variar de acordo com sua concentragao plasmatica, por isso
a avaliacao da integridade da BHE a partir desse indice (QA) é mais confiavel do
que avaliar a concentragéo liquorica isoladamente (KIM et al., 2008). Acredita-se
que a QA > 2,35 nos trés caes do Gcin tenha ocorrido devido a caracteristica da
doenca neuroldgica ser fase dependente, ou seja, € provavel que nesses caes o
processo de lesdo a BHE estivesse ativo, mas também deve-se considerar os
fatores relacionados a imunocompeténcia do hospedeiro e o grau de viruléncia
segundo estirpe viral.

A analise das MMP-2 e MMP-9 pela zimografia permitiu a identificacao
dessas enzimas a partir de seus pesos moleculares e foi sensivel o suficiente para
permitir a distingdo entre as formas pro e ativas das enzimas (Kleiner and Stetler-
Stevenson, 1994).

De acordo com Bergman et al. (2002), a proMMP-2 é normalmente
encontrada no LCR de caes higidos, assim como pequenas quantidades de sua
forma ativa, dados esses que correspondem com os encontrados no grupo Gcon,
em que todos os animais apresentaram a proMMP-2 e apenas um cdo uma fina
banda da forma ativa. A proMMP-2 também foi detectada no grupo Gcin e
apresentou aumento significativo em relagao ao grupo Gecon (p=0,0005), 0 mesmo
encontrado por Machado et al. (2013). Esses autores encontraram aumentos
simultaneos nas proMMP-2 em cerebelo, pedunculo cerebelar e LCR de caes na
fase subaguda da lesao desmielinizante e poucas quantidades da forma ativa no
LCR de alguns animais, provavelmente pela alta concentragdo dos inibidores
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teciduais de metaloproteinases de matriz (TIMPs) presentes nessa fase da leséo
(MIAO et al., 2003).

Ao analisar o grafico Biplot, verificamos a associagao da proMMP-2 do liquor
com a contagem total de células nucleadas e proteinas totais liquodricas. Entao,
pode-se sugerir que o aumento da proMMP-2 nos cdes com cinomose seja
proveniente das células inflamatorias que migraram para o SNC. Também na
andlise de componentes principais, observa-se a falta de associagcao entre a
proMMp-2 sérica com a liquodrica, o que permite, de acordo com o0s animais
estudados, inferir a falta de relacéo existente entre elas.

Roe et al. (2012) sugerem que virus neurotropicos adentram o SNC com a
BHE ainda integra e sua replicagéo induz inflamacao local incluindo a produgao de
MMPs (MMP-1, -3, -9) e citocinas que causam a ruptura da BHE, o que suporta a
hipétese que, devido a esses eventos, ocorra o aumento na infiltracdo de células
inflamatorias para o tecido nervoso, algumas das quais infectadas pelo virus
neurotrépico, facilitando assim a segunda rota da neuroinvaséo viral e a infiltracao
irrestrita de leucécitos no SNC. Por sua vez, Miao et al. (2003) detectaram, pela
imunoistoquimica, aumento na quantidade de MMP-9 nas fases aguda e subaguda
da cinomose na auséncia de infiltrado inflamatério no SNC, com decréscimo em
sua quantificagcdo conforme progressdao da doenga. Além disso, nesses dois
estudos observa-se que a MMP-2 se manteve inalterada no tecido encefalico
(niveis constitucionais) durante a todo o processo do dano neurolégico, 0 mesmo
encontrado por Kolb et al. (1998) e Mun-bryce; Rosenberg (1998). Roe et al.
(2012), ndo constataram alteragcbes na quantidade do inibidor tecidual da MMP-2
(TIMP-2), ao contrario de Miao et al. (2003) que detectaram aumento da TIMP-2
nas fases aqui mencionadas, fatores que podem explicar a auséncia da forma ativa
da MMP-2 no LCR dos caes do presente estudo

No LCR, a MMP-9 esta presente somente nos processos patolégicos (KOLB
et al., 1998). Deve-se considerar que a fraca ou forte produgao de MMP-9 pode ser
diferenciada dependendo do tipo de célula que adentra o SNC. Os granulécitos e
macrofagos sao fortes produtores dessa enzima, ao contrario dos linfocitos que as
produzem em menores quantidades (YUSHCHENKO, 2000). Assim, diferentes
citologias do LCR em diversas condicbes de doengas neuroldégicas podem

influenciar os niveis de MMP-9. Por exemplo, na meningite bacteriana geralmente
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ocorre penetracdo de granulécitos no LCR, provaveis responsaveis pelos altos
niveis dessa enzima encontrados nesta doenca (GIJBELS et al., 1992; LEPPERT
et al.,, 2000). Nas meningoencefalites virais € na neuroborreliose um aumento
relativo na infiltragcao de linfocitos no LCR causou baixo ou moderado aumento nos
niveis de MMP-9 (KOLB et al., 1998; PERIDES et al., 1998). Apesar do estudo
citologico nao ter sido realizado no presente trabalho, outros como os de Tudury et
al., (1997); Amude, (2005); Gama et al., (2005), mostraram que na encefalite
causada pelo virus da cinomose, a citologia do liquor foi caracterizada pelo
predominio de linfécitos, fato que pode justificar a quantificagdo da proMMP-9 em
apenas dois animais de nosso estudo e nenhuma forma ativa desta enzima.
Ressalta-se o possivel envolvimento da TIMP-1 (inibidor da MMP-9) na inibigao da
ativacdo da MMP-9 e a fase do dano neurolégico de cada animal avaliado nesse
estudo, pois como demonstrado por Miao et al. (2003), a MMP-9 e a TIMP-1 foram
encontradas em maiores quantidades na fase inicial da lesdo e decresceram
conforme evoluiam para a cronicidade.

No soro dos caes com cinomose, a proMMP-2 manteve-se semelhante entre
os grupos enquanto que no LCR apresentou maiores valores apenas no grupo
Gcin. Destarte, presume-se que esse incremento seja um reflexo do influxo de
células inflamatdrias para o SNC e/ou pela produgdo no tecido nervoso, e ndao do
aumento da atividade dessa enzima no LCR nos animais estudados. Melo et al.
(2011), ao estudar a atividade das MMPs no soro de cdes com leishmaniose
visceral, detectaram niveis séricos elevados das MMP-2 e -9 e, segundo Maragoni
et al. (2011), esse incremento nao teve correlacdo com os niveis das mesmas no
LCR. Essa evidéncia sugere que essas MMPs no liquor ndo foram originadas do
soro e sim produzidas dentro do ambiente nervoso.

Essa mesma hipotese se aplica a proMMP-9 sérica, que se mostrou
aumentada no soro do Gcin e ausente no LCR. Sendo a cinomose uma doenca
multissistémica, ndo €& possivel descartar a inexisténcia de uma inflamagao
sistémica ou localizada, bem como a existéncia da reparagao tecidual de algum
orgao previamente lesado. O critério na selegdo dos animais incluiu aqueles com
alguma manifestacdo neurolégica e por mais que o exame fisico e laboratorial
tenha sido realizado para averiguar qualquer infecgdo secundaria existente, &

possivel que algum cao estivesse com, por exemplo, alguma infecgdo subclinica ou
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em recuperagao desta. Ademais, alguns animais apresentavam secre¢ao ocular,
hiperqueratose nasal e/ou em coxins e presenga, com alguma intensidade, de
proteina na urina detectada pelo teste de fita reagente. Koutinas et al. (2004),
demonstraram que caes com e sem lesdes de hiperqueratose, na presenga ou
auséncia de alteracdo neurologica, apresentaram expressdo do antigeno viral em
epiderme, derme e glandulas sudoriparas écrinas. Okita et al., (1997), avaliaram a
histologia de diversos tecidos e encontraram inclusdes virais em pelve renal e
bexiga urinaria, entre outros. Autores na area de nefrologia relatam o envolvimento
das MMP-2 e -9 em afecgdes renais (SEKIUCHI et al., 2012; TAN; LIU, 20012;
ZAKIYANOV et al.,, 2013), ou seja, ndo € possivel afirmar que o aumento da
proMMP-9 sérica esteja relacionado com a lesdao encefalica. Destarte, nas
condi¢cdes do presente estudo, ndo foi possivel excluir qualquer outro processo que
pudesse interferir nas quantidades dessas enzimas no soro. A auséncia da MMP-9,
mesmo na suposicdo de inflamagéo sistémica ou localizada, pode decorrer do
aumento na TIMP-1, ensaio que n&o foi realizado neste trabalho.

Finas bandas da MMP-9 foram encontradas no soro dos caes do Gcon e em
nenhum do Gcin. Na literatura, € fato estabelecido que as metaloproteinases
desempenham atividades gelatinoliticas tanto no estado fisiolégico como patoldgico
do organismo. Sao proteinas produzidas pelo processo de transcricdo e liberadas
na maior parte para o meio extracelular, onde sao ativadas por mecanismos
especificos e exercem suas fungdes principais e secundarias (MCCAWLEY;
MATRISIAN, 2001).

O estudo em tela indica um importante componente na perda de integridade
da BHE facilitando a migragéao de células inflamatérias, infectadas ou nao, para o
SNC e, assim, a evolugado da doenca. A inibicdo da quebra dessa barreira pode
nao bloquear a invasao viral para esse sistema, mas & provavel que reduza a leséo
neuroldogica associada a entrada irrestrita de mais agentes virais e leucécitos no
tecido nervoso. Embora as células T sejam especificas para a depuracao viral, o
excesso de seu infiltrado pode potencializar a inflamagao e agravar a lesédo ao SNC

resultando em progndstico ruim ao paciente.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zakiyanov%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22760877
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7. CONCLUSOES

Nas condi¢bes desse ensaio e diante os resultados obtidos, analisados e

interpretados pode-se concluir que:

¢ As MMP-2 e MMP-9 séricas nao apresentam correlacdo com as do liquor.

e O aumento da préMMP-2 no LCR néo indicou lesédo ativa da BHE, porém
relacionou-se com a perda de sua integridade.

e A analise estatistica multivariada exploratéria permitiu distinguir padrdes
diferenciados no comportamento dos animais com cinomose comparado aos
caes higidos, de acordo com as variaveis estudadas.

e As variaveis glicorraquia, proMMP-2, proteina total, contagem total de
células nucleadas, albumina e QA liqudricas, assim como a proMMP-9
sérica e glicemia apresentam correlacdo direta e valores aumentados

caracterizam animais com inflamacgéao sistémica e no SNC.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zima%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22760877
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tesar%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22760877
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Apéndice A. Reag¢des em cadeia da polimerase (PCR) e sorologias de caes triados,

porém nao inclusos na parcela experimental do grupo controle (Gcon).

Cinomose Erlichia Babesi Toxoplasm Neospora

Animal _ _ ] _, Leptospirasp.’
! canis' acanis®* agondi® caninum
Cao 1 N P N 1:1280* 1:25% N
L. canicola
Céo 2 N N N 1:320* 1:25% 1:200*
L. australis
Céo 3 N N N 1:320* N 1:400*
Céo 4 N N P 1:160* N N
Céo 5 N P N N N N
L. australis
~ . 1:100*
Céo 6 N N P 1:80 N L autumnalis
1:100*

'Real Time PCR; 2Semi Nested PCR; *RIFI=Reagdo de Imunofluorecéncia Indireta; *SAM=Reacdo de Soroaglutinagédo
Microscépica; *Titulagéo.
N=Negativo; P=Positivo.
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Apéndice B. Caracteristicas e alteragdes neuroldgicas apresentadas pela parcela

experimental do grupo Gcin. Jaboticabal, 2014.

Animal Raca Idade Sexo Alteracao neuroldgica

Ataxia proprioceptiva em 4 membros; paraparesia
Chow n ambulatéria; auséncia de propriocepgdo em 4 membros;
A1 6 meses Fémea . .
chow mioclonia

A2 SRD* 1 ano Macho Mioclonia

A3 Teckel 4 anos Fémea  Ataxia proprioceptiva em 4 membros; déficit proprioceptivo
em 4 membros; miclonia
Obnubilado; paraparesia ndo ambulatéria; auséncia de

A4 SRD* 4 meses Fémea reflexo oculocefalico; auséncia de sensibiliade nasal
bilateral; auséncia de propriocep¢gdo em 4 membros;
mioclonia

A5 SRD* 1 ano Fémea DeCEJbit.O; opstétonq;”auséncia de .reflexo ocuIPCgféIico;
auséncia de sensibiliade nasal bilateral; auséncia de
prorpiocepgdo em 4 membros; tretraplegia flacida; mioclonia

A6 SRD* 6 meses Fémea Ataxia pr.opriocepnticq em 4 membrPS; déficit reflexo
oculocefdlico; auséncia de propriocep¢do em 4 membros;
mioclonia

A7 SRD* 2 anos Macho Parapare’s_ia nao .ambulatéria; _dismetria, défjcit. reflexo
oculocefalico; nistagmo horizontal; auséncia de
propriocepgao em 4 membros; mioclonia

A8 SRD* 1 ano Fémea Degt]bito; opsﬁtétqno; paraplegia esp’é.stica; r]istggmo
horizontal; auséncia de reflexo oculocefalico; auséncia de
sensibilidade nasal; mioclonia

A9 Labrador 3 anos Macho  Ataxia proprioceptiva em membros pélvicos; papararesia
ambulatdria; déficit proprioceptivo em membros pélvicos
Vocalizagdo; agressividade; dismetria, tetraparesia né&o

A10 SRD* 1 ano Macho  ambulatéria; nistagmo horizontal; auséncia de reflexo

oculocefalico; auséncia de sensibilidade nasal; auséncia de
propriocep¢ao em 4 membros

*SRD=Sem raga definida
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Apéndice C. Reagbes em cadeia da polimerase (PCR) e sorologias de caes triados,

porém nao inclusos na parcela experimental do grupo cinomose (Gcin).

_ _ Erlichia Babesi Toxoplasma Neospora ] .
Animal  Cinomose’ _ _ B ) , Leptospira sp.
canis' acanis? gondii’ caninum
Céo 1 N N N N N N
Céo 2 N N N N N N
Céo 3 N N N N N N
Céo 4 N N N N N N
Céo 5 N P N 1:320* 1:100* N
Céo 6 N P N N N N
Cao7 P P N N N N
Cao 8 P N P N N N
Cao 9 P P N N N N
Cao0 10 P P N N N N
Céao 11 P N N 1:320* N N
Céo 12 P N P N N N
Cao 13 P P P N N N
Cao 14 P N N 1:80* 1:25* N
~ L. autummalis
Céao 15 P P P N N 1-100*
Céo 16 P P N 1:320* 1:100* N
L.
icterohaemorrha
giae 1:200*
L. pomona
1:100*
L. copenhageni
Cao 17 P N N N N 1:100*
L. grippotyphosa
1:100*
L. autummalis
1:100*
L. australis
1:100*

"Real Time PCR; 2Semi Nested PCR; °RIFI=Reagao de Imunofluorecéncia Indireta; *SAM=Reacdo de Soroaglutinacio

Microscépica; *Titulagdo.

N=Negativo; P=Positivo.
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Apéndice D. Valores de referéncia da contagem celular, proteina total liquorica,

glicorraquia e cota de albumina em caes.

GAMA et al., KIM et al. DI TERLIZZI,
2005 2008 PLATT, 2009
Contagem células nucledas
(células/uL) 0-5 0-5 0-5
Proteina total (mg/dL) <30 <30 <30
Cota de albumina - <2,35 <2,35
Glicorraquia (mg/dL) 61-116 53 - 104 60 — 80% da taxa

glicémica




