UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP

Campus de Jaboticabal

CONTRIBUICAO DOS ASTROCITOS NA
LEUCOENCEFALITE CANINA IMUNOMEDIADA CAUSADA
PELO VIRUS DA CINOMOSE

Tatianna Frate Schwardt De Nardo

Médica Veterinaria

2018



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP

Campus de Jaboticabal

CONTRIBUICAO DOS ASTROCITOS NA
LEUCOENCEFALITE CANINA IMUNOMEDIADA CAUSADA
PELO VIRUS DA CINOMOSE

Tatianna Frate Schwardt De Nardo

Orientadora; Prof2. Dra. Rosemeri de Oliveira Vasconcelos

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para
a obtencéao do titulo de Doutor em Medicina
Veterinaria, area: Clinica Médica Veterinéaria

2018



Nardo, Tatianna Frate Schwardt De
N224c Contribuicdo dos astrocitos na leucoencefalite canina
imunomediada causada pelo virus da cinomose / Tatianna
Frate Schwardt De Nardo. -- Jaboticabal, 2018
69 f.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Jaboticabal

Orientadora: Rosemeri De Oliveira Vasconcelos

1. Cinomose. 2. Desmielinizacdo. 3. Virus. 4. C&o. I.
Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias, Jaboticabal. Dados fornecidos
pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.



mm UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp

Campus de Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVAGAOQ

TITULO DA TESE: COMTRIBUICAO DOS ASTROCITOS NA LEUCOENCEFALITE CANINA
IMUNOMEDIADA CAUSADA PELO VIRUS DA CINOMOSE

AUTORA: TATIANNA FRATE SCHWARDT DE NARDO
ORIENTADORA: ROSEMERI DE OLIVEIRA VASCONCELOS

Aprovada como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Doutora em MEDICINA
VETERINARIA, area: Clinica Médica Veterinaria pela Comissdo Examinadora:

J‘D("U\.L
Profa. Dra ROSEMERI DE OLIVEIRA VASCONCELOS
Departamento de Patologia Veterinaria / FCAV / UNESP - Jaboticabal

& e ey oL W;V:@M/\
Profa. Dra. GEORGIA MODE MAGALHAES J

Curso de Medicina Veterinaria / Instituto Federal do Sul de Minas / Muzambinho/MG

@b(/@'n(

Profa. Dra. CLAUDIA MOMO
Departamento de Patologia / FMVZ - USP - S&o Paulo/SP

oo /)\@\ Vg, =
P6s-doutoranda PAMELA RODRIGUES REINA MOREIRA
DepartaPQ,nto de Patologia Veterinaria / FCAV-UNESP/Jaboticabal-SP

¥l $6se M,Qe,;% X
Profa. Dra. DANIELA BERNADETE ROZZA (Videoconferencia)
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria-FMVA/UNESP / Aragatuba/SP

Jaboticabal, 23 de novembro de 2018

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Campus de Jaboticabal -
Via Acesso Prof. Paulo Donato Castellane Km 05, 14870000
http:/fwww.fcav.unesp.br#!/p: inaria/CNPJ: 48.031.918/0012-87.




DADOS CURRICULARES DA AUTORA

TATIANNA FRATE SCHWARDT - nascida em oito de dezembro de 1981, natural da
cidade de Sao Paulo, estado do Sao Paulo. Iniciou sua graduacdo no curso de
Medicina Veterinaria em janeiro de 2002, na Faculdade Metodista de Sao Paulo, tendo
finalizado a mesma em dezembro de 2006. Cursou o programa de residéncia médico-
veterinaria na area de Clinica Médica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario
Luis Quintiliano de Oliveira na Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba
(FMVA), da Universidade Estadual Paulista - Unesp, Campus de Aracatuba/SP, sob
a orientacao do Prof. Ass. Dr. Wagner Luis Ferreira, de janeiro de 2007 a janeiro de
2009. Ainda no ano de 2009, ingressou no programa de pés-graduacédo (mestrado)
em Ciéncia Animal pela mesma instituicdo sob a orientacéo da Prof2. Adj. Dr2. Mary
Marcondes, tendo-o concluido em julho de 2011. Em marco de 2015 ingressou
novamente no programa de pos-graduacao (doutorado) em Medicina Veterinaria da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de
Jaboticabal/SP, sob a orientacdo da Profd. Ass. Dr2 Rosemeri de Oliveira
Vasconcelos. Desde fevereiro de 2013 é docente do Instituto Qualittas de Pds

Graduacao.



“Inicie por fazer o necessario, entdo o que é possivel, e de repente,
o impossivel estara feito”

(Séo Francisco de Assis)



AGRADECIMENTO ESPECIAL

A minha orientadora, Rosemeri, pela confianca,
amizade e apoio durante todas as etapas deste
projeto. Por ter priorizado incontaveis vezes as
minhas coisas e por entender minhas dificuldades
na execucao desse projeto, principalmente por se
tratar de uma area fora da minha “zona de
conforto”, obrigada por sempre me apoiar em
todas as minhas decisdes. Obrigada também
pelos conselhos, pelos desabafos e pelos
ensinamentos. E principalmente por me fazer
entender a clinica, da visdo patoldgica..... Muito

mais que uma orientadora, vocé se tornou uma



“Este trabalho € dedicado aos meus pais e a minhairma
pelo amor incondicional de sempre”



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me permitir chegar até aqui.

Ao meu pai, a minha mae e meu padrasto pelo amor de sempre, por
acreditarem e confiarem em mim.

Ao meu marido, por ter aceitado toda essa mudanca de cidades, ter tido
paciéncia em periodos que nem eu mesma tinha paciéncia comigo! Muito obrigada,
te amo!

A minha orientadora, Profa. Dr2, Rosemeri de Oliveira Vasconcelos, por ter
acreditado em mim, me ajudado em TODAS as fases deste trabalho e por ter feito a
minha passagem por Jaboticabal muito mais especial.

A professora Gisele Fabrino por ter gentilmente cedido as suas amostras e
desta forma, ter contribuido de maneira fundamental na realizacdo deste trabalho.
Além de sempre se mostrar muito prestativa e me ajudar com as minhas duvidas e
necropsias, desde a época da residéncia até as disciplinas de mestrado e doutorado.

A veterinaria Luciana Jardim, pela concess&o das amostras para que fosse
possivel a realizacéo deste trabalho.

Ao professor Danisio Munari pela ajuda com a analise estatistica.

Ao meu amigo Paulo por ter me ajudado e me ensinado a realizar todos as
fases deste trabalho! E também por deixar o laboratério sempre com um clima
engracado e agradavel e estar sempre ao meu lado em momentos importantes!!

Aos meus amigos e parceiros de laboratério, Mayara Caroline, Priscila, Pamela,
Mayara Luzzi, Gaby, Andresa e Julio por todo o suporte no laboratério e
principalmente por serem os novos melhores amigos de infancia!! Tenho muita sorte
de por onde passo, faco amigos de vida mesmo. Obrigada pelos conselhos,
desabafos, risadas, por tudo.

Aos funcionarios e ex-funcionarios do Departamento de Patologia Veterinaria
desta instituicdo, em especial a Mabel Custddio sempre muito disposta a ajudar e com
um sorriso no rosto!!

Ao técnico do laboratoério Anténio, por sempre ter me ajudado, mesmo quando

0S prazos eram curtos. Muito obrigada!



Ao Departamento de Patologia Veterinaria desta Instituicdo, por ter oferecido
todo suporte técnico necessério para a realizagdo deste trabalho.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ),
pelo auxilio financeiro fornecido a esta pesquisa (141225/2016-5) pelo financiamento
da bolsa de estudos.



SUMARIO

RESUNMO . ..t

ABSTRACT........

LISTA DE ABREVIAGOES.........ococieeeeeee e e
LISTA DE TABELAS. ......ooueieetee ettt ee et ee st nes et enn e eneanaeneneas
LISTA DE FIGURAS. ......cootieeteteeeeeee e et e et enes s en et enanne s
1. INTRODUGAO. ......oieeeeeeteeeeee e ee ettt

2. REVISAO DE
2.1 Historico...

LITERATURA . .o

2.2 CaracCteriStiCAS TO ViTUS. . cue ittt e e eaaas

2.3 Estirpes vi

U S et et e ettt ———————————————————————

2 = o [o (=10 g1 o] (o] | - VU PP PP PPP
2.5Patogenia do VCC... ... et e e

2.6Sinais CliNiCOS da CINOMOSE. .....cn e e

2. 7Neuropatogenia do VCC.........ooiviiieiiiiiiiiiiiis e e e e e e e e e e eeee e

3. OBJETIVOS.....
4. MATERIALE M

ETODOS . . et ettt et e e e er e e e e

4.1 Analise ImMUNONIStOQUIMICA...........uuvueiiiiiieiiiie e e e

4.2 ANAlISE ESTALISTICA. .. et e

5. RESULTADOS.
6. DISCUSSAO....
7. CONCLUSOES
8. REFERENCIAS

Vil
viii
01
03
03
04
05
07
08
09
10
19
20
20
22
24
32
37
38



'ﬂ Campus de Jaboticabal

. |.||'" . UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA -
unesp "JULIO DE MESQUITA FILHO" 5

CEUA - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Pesquisa de fator inibidor da
migragcdo de macréfagos (MIF) em encéfalos de cdes com cinomose’,
protocolo n® 007003/17, sob a responsabilidade do Prof2. Dra. Rosemeri de
Oliveira Vasconcelos, que envolve a produgéo, manutencao e/ou utilizagéo de
animais pertencentes ao Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com 0s
preceitos da lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, no decreto 6.899, de 15
de junho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), da FACULDADE DE
CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS, UNESP - CAMPUS DE
JABOTICABAL-SP, em reuniéo ordinaria de 01 de junho de 2017.

Vigéncia do Projeto 01/08/2017 a 01/11/2018

Espécie / Linhagem Canina

N° de animais 40

Peso / Idade 1-10 anos

Sexo Ambos os sexos

Origem Departamento de Patologia Veterinaria

Jaboticabal, 01 de junho de 2017.

= { / Wl oinri
F’rofa Dra Lizandra Amoroso
~~ Coordenadora — CEUA

Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias

Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n CEP 14884-900 - Jaboticabal/ SP - Brasil

tel 16 3209 7100 www.fcav.unesp.br



CONTRIBUICAO DOS ASTROCITOS NA LEUCOENCEFALITE CANINA
IMUNOMEDIADA CAUSADA PELO VIRUS DA CINOMOSE

RESUMO - No sistema nervoso central (SNC) a homeostase € mantida pelo
contato célula a célula e por meio da expressdo de receptores de membrana em
neurdnios, que se ligam a microglia para manté-la em estado quiescente. Os
astrocitos também contribuem com este processo, além disso, eles exercem inimeras
funcbes para a manutengdo da imunotolerancia local. Em situacdo de injaria, os
astrocitos podem apresentar um efeito deletério, pois ativam a resposta imune e 0s
efeitos da neuroinflamacéo e podem contribuir para o agravamento dos sinais clinicos
neuroldgicos. Na cinomose canina, enfermidade infecciosa que pode cursar com
desmielinizacédo e inflamagcdo no SNC, acredita-se que além do virus, 0 processo
inflamatorio contribua com as lesdes na substancia branca. Portanto, os objetivos do
presente estudo foram avaliar o papel dos astrocitos na encefalite causada pelo virus
da cinomose, por meio da imunodetec¢cao de MHC-II, linfocitos T CD3, MMP9, MIF e
GFAP nas areas de desmielinizacdo do encéfalo, a fim de verificar se estes achados
podem estar relacionados a extensao ou gravidade das lesdes encefalicas. Para isso
realizou-se um estudo retrospectivo do arquivo de blocos de parafina, onde utilizou-
se 21 blocos de encéfalos (cerebelo) de caes naturalmente infectados com o virus da
cinomose (grupo infectado), bem como, encéfalos de cinco animais livres de doencas
sistémicas ou que afetem o SNC (grupo controle). Na analise imunohistoquimica das
amostras verificou-se marcacao aumentada de GFAP, MHC-II, MMP9 e MIF nas areas
de desmielinizacéo e no neuropilo adjacente, observada principalmente em astrocitos.
A deteccéo de CD3 foi restrita aos manguitos perivasculares. Nas areas de necrose
liquefativa, as células Gitter foram positivas para MMP-9, MIF e MHC-II. Por esses
fatos conclui-se que os astrécitos ativados influenciam no afluxo de linfécitos T para o
encéfalo, resultando em leucoencefalite, que contribui para o agravamento da lesao
viral nos caes do grupo infectado. Nas fases mais avancadas, os fagocitos ativados
(células Gitter) nas areas de necrose liguefativa continuam a producao de mediadores
inflamatorios, mesmo apds a morte dos astrocitos nestes locais, agravando as lesdes

encefalicas.

Palavras-chave: desmielinizacédo, neuroinflamacéo, virus, resposta imune, céo.



CONTRIBUTION OF ASTROCYTES TO IMMUNEED CANINE
LEUKOENCEPHALITIS CAUSED BY THE DISTEMPER VIRUS

ABSTRACT - In the central nervous system (CNS) homeostasis is maintained by cell-
to-cell contact and by the expression of membrane receptors on neurons, which bind
to microglia to keep it in a quiescent state. Astrocytes also contribute to this process,
in addition, they exert numerous functions for the maintenance of local
immunotolerance. In a situation of injury, astrocytes may have a deleterious effect,
since they activate the immune response and the effects of neuroinflammation and
may contribute to the worsening of clinical neurological signs. In canine distemper, an
infectious disease that can occur with demyelination and inflammation in the CNS, itis
believed that in addition to the virus, the inflammatory process contributes to lesions in
the white matter. Therefore, the objectives of the present study were to evaluate the
role of astrocytes in encephalitis caused by the distemper virus, by immunodetection
of MHC-II, CD3, MMP9, MIF and GFAP T lymphocytes in the areas of brain
demyelination, in order to verify whether these findings may be related to the extent or
severity of brain lesions. For this, a retrospective study of the paraffin block file was
carried out, using 21 blocks of cerebellum from dogs naturally infected with the
distemper virus (infected group), as well as the brains of five disease-free animals
systemic or affecting the CNS (control group). In the immunohistochemical analysis of
the samples, there was an increased marking of GFAP, MHC-II, MMP9 and MIF in the
areas of demyelination and adjacent neuropil, observed mainly in astrocytes. CD3
detection was restricted to perivascular cuffs. In areas of liquefiable necrosis, Gitter
cells were positive for MMP-9, MIF and MHC-II. By these facts it is concluded that the
activated astrocytes influence the influx of T lymphocytes to the brain, resulting in
leukoencephalitis, which contributes to the worsening of the viral lesion in dogs of the
infected group. In the more advanced stages, activated phagocytes (Gitter cells) in the
areas of liquefying necrosis continue the production of inflammatory mediators, even

after the death of the astrocytes in these places, aggravating the brain lesions.

KEY WORDS: demyelination, neuroinflammation, virus, immune response, dog.
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1. INTRODUCAO

As moléstias infecciosas que acometem o sistema nervoso em cées e gatos
sdo muito comuns na rotina do atendimento clinico de animais com sinais
neuroldgicos. Dentre elas, inimeras etiologias podem estar presentes, porém, o
diagnéstico mais prevalente é a cinomose canina. (GREENE e VANDELVELDE,
2012).

O virus da cinomose canina (VCC) € um RNA virus, altamente contagioso, que
acomete caes e animais selvagens, podendo desencadear sinais variados, tais como
diarreia, émese, e em alguns animais, sinais neurolégicos, sendo estes, geralmente a
causa da eutanasia.

A doenca tem apresentado, nas ultimas décadas, aumento significativo do
numero de casos, mesmo em populacdes de animais vacinados, e inUmeros relatos
de surtos de proporcdes alarmantes (MARTINS et al., 2009; DAY et al. 2016). No
Brasil a doenca representa cerca de 6% de todas as ocorréncias clinicas e até 11%
da causa dos 0bitos de cdes (NEGRAO et al., 2007).

Os animais que sao acometidos pelo VCC apresentam uma elevada taxa de
mortalidade, que se refere a elevado nimero de animais que morrem pela doenca em
um periodo de tempo e um alto coeficiente de letalidade, que se refere ao poder da
doenca de provocar a morte, sendo inferior apenas a raiva (GEBARA et al., 2004;
SONNE et al., 2009). A enfermidade nao apresenta sazonalidade, predisposicao racial
ou sexual e a faixa etaria afetada varia muito entre os animais. Entretanto, em algumas
pesquisas afirma-se que ha maior incidéncia da doenca em periodos com
temperaturas mais baixas (HEADLEY; GRACA, 2000) e em filhotes entre 60 e 90 dias.
Nestes animais, a taxa de letalidade € muito alta em virtude de declinio dos anticorpos
maternos e ao titulo insuficiente de anticorpos neutralizantes contra o virus (MARTINS
et al., 2009).

Na cinomose, o envolvimento do SNC € comum e as lesbes comumente
descritas sdo areas de desmielinizacdo e inflamacdo do neuropilo. Na literatura
destaca-se que a causa da desmielinizagdo aguda do tecido nervoso estaria
relacionada a acdo do virus em diferentes tipos celulares, incluindo os
oligodendrdcitos e astrocitos (CARVALHO et al., 2014; PAN et al., 2013). Os astrécito



foi incriminado como responsavel pela difusdo do virus no tecido nervoso pelo contato
célula a célula, por meio dos seus processos citoplasmaticos (WYSS-FLUEHMANN
et al.,, 2010). O VCC ativa astrdcitos e microglia. As microglias sado estimuladas a
expressar MHC-Il e produzir enzimas liticas e espécies reativas do oxigénio (ROS)
gue sdo toxicas para 0s neurdnios e seus axdnios e para as células da glia, incluindo
os oligodendrécitos (CARVALHO et al.,, 2014). Considerando a importancia dos
astrécitos na homeostase e na injaria do SNC seria importante avaliar o seu papel nas

lesdes neuroldgicas da cinomose canina.



2. REVISAO DE LITERATURA
2. 1 Histérico

O VCC causa uma doenca infecciosa grave que acomete caes de todas as
idades e que gera alta mortalidade e morbidade. Os primeiros relatos datam de
aproximadamente 300 anos. De acordo com Howell (1965), o primeiro caso suspeito
ocorreu em 1746 no Peru e apOs aproximadamente 25 anos, casos suspeitos foram
descritos na Europa. Nesta ocasido varios animais vieram a Obito com descricdo de
sinais semelhantes aos causados pelo VCC. Blancou (2004) apoia sua teoria que caes
da América do Sul ao cruzarem o Atlantico, disseminaram a doenca na Europa, tendo
como porta de entrada a Espanha. Neste episédio ocorreram 900 casos de 6bito em
um unico dia, com os sinais clinicos muito semelhantes aos da doenca. Por
desconhecimento na época, alguns relatos se referiam aos animais com o diagnostico
de cinomose, porém, com sinais clinicos também de outras doencas. Por este fato, os
relatos deste periodo podem néo corresponder a realidade, como foi o caso de alguns
animais diagnosticados com a bactéria Haemophilus bronchisepticus, apresentando
sinais respiratorios. Em contrapartida, em estudo realizado por Panzera et al. (2015)
sugere-se a possibilidade de que as primeiras estirpes virais originaram-se dos
Estados Unidos em 1880 e foram divididas em duas linhagens. Uma destas linhagens
esta presente até hoje em diferentes regides geograficas.

Blancou (2004) relatou a primeira transmissao experimental realizada por Karle,
gue transmitiu o virus por meio de uma escova de dente contaminada com excrecdes
de animais doentes para labios de céaes jovens em 1844. Em 1905, o agente foi isolado
pela primeira vez pelo veterinario francés Henry Carré e dois anos depois Lentz
observou corpusculos de inclusdo em neurénios. Em 1912, os mesmos corpusculos
foram observados por Sinigaglia em diversos outros tecidos, originando-se 0 nome
utilizado até hoje para as inclusdes, como corpusculos de Sinigaglia-Lentz.

Os sinais neurologicos comecaram a ser descritos, com maior frequéncia, em
1947, quando Rubarth verificou que animais com encefalite geralmente apresentavam
concomitantemente pneumonia, hiperqueratose de coxins e mioclonias, muitos

destes, evoluindo para 6bito (GLEDHILL, 1953). A partir dessa década, as vacinas



com virus atenuado comecaram a ser introduzidas e ajudaram a reduzir os casos da
doenca em vérios paises (APPEL, 1987). Entretanto, mesmo com a profilaxia
proporcionada pela vacina, atualmente ainda séo observadas epidemias relacionadas
a doenca, com altas taxas de morbidade e mortalidade em populacdes de cédes e
animais silvestres nao vacinados e vacinados (BRESALIER; WORBOYS, 2014).

2.2 Caracteristicas do virus

O VCC pertence a ordem Mononegavirales, da subfamilia Paramyxovirinae e
género Morbillivirus (HEADLEY et al., 2009). Ele é antigenicamente semelhante ao
virus da peste bovina, ao virus do sarampo em humanos e o virus da cinomose focina.
O virus é grande comparado aos demais, com um diametro de 150-250 nm, composto
por uma fita simples de RNA, de polaridade negativa, ndo segmentada, com
aproximadamente 15.000 nucleotideos e revestido de envoltorio lipidico duplo
(GREENE; VANDEVELDE, 2012).

O RNA viral codifica 6 proteinas estruturais: a proteina que forma o
nucleocapsideo, de simetria helicoidal, que contém o genoma viral e consiste da
nucleoproteina (NP) e do complexo polimerase, o qual inclui as proteinas P
(fosfoproteina) e L (polimerase larga). Em seu envoltdrio lipidico, o VCC exibe duas
glicoproteinas: a hemaglutinina (HA), maior e com atividade de hemoaglutinagéo,
fixacdo na célula hospedeira e tropismo celular; e a proteina de fusdo (F) que é
responsavel pela ligacdo entre a membrana celular e o envelope viral. Desta forma a
proteina HA é fundamental para a infeccéo, ja que é responsavel pelo reconhecimento
e ligacdo em receptores das células do hospedeiro (VON MESSLING et al., 2006;
VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005). Devido ao fato de possuir envoltorio lipidico, o
VCC é extremamente sensivel ao calor e a desinfetantes comuns, sendo inativado e
destruido em temperaturas entre 50 a 60°C em até 30 minutos, pela quebra de seu
envoltorio lipidico e consequente exposicdo de seu material genético. O agente pode
sobreviver in vivo e nas secrecfes por até uma hora a 37°C e até trés horas em
temperatura ambiente. Em baixas temperaturas, o VCC pode manter sua capacidade
infectante durante semanas e em temperaturas proximas ao ponto de congelamento,

0 virus se torna estavel por meses e até anos (MONTEIRO et al., 2010). Desinfec¢des



rotineiras do ambiente séo suficientes para eliminagdo do virus em hospitais e canis,
nao sendo necessario realizar vazios sanitarios (MONTEIRO et al., 2012; GREENE;
VANDEVELDE, 2012).

2.3 Estirpes virais

As estirpes do VCC sao bastante similares, porém, ha apenas um sorotipo viral
(NEGRAO et al., 2007). Evidéncias sugerem que possam existir variacdes antigénicas
em areas geogréficas distintas, entre os tipos virais selvagens com relacéo as cepas
vacinais, responsaveis pelo ressurgimento da doenca. O sequenciamento genético e
analise filogenética sdo métodos que indicam a relagéo evolucionaria entre linhagens
coletadas em diversas regides geograficas e ajudam a entender as diferencas
antigénicas entre cepas biologicamente distintas (CARSILLO et al., 2007). Desta
forma, os estudos soroldgicos e filogenéticos devem ser realizados entre as diferentes
espécies, entre os animais de uma mesma espécie e em areas geograficas distintas
(MARTINS et al., 2009).

A proteina H, principal glicoproteina do envelope do VCC, € a que apresenta
maior diversidade, sendo a mais adequada para monitorar mudancas genéticas no
virus (ORVELL, 1980). Analises filogenéticas do gene H mostraram diferencas
genéticas entre as estirpes do VCC, provenientes de regides geograficas distintas
(HARDER et al., 1996; NEGRAO, 2006). A analise do gene H do VCC, possibilita a
organizacao das estirpes virais em genotipos (BOLT et al., 1997).

Alguns estudos que utilizaram painéis de anticorpos monoclonais, realizados
com estirpes vacinais do CVV e estirpes isoladas de casos clinicos, também
demonstraram grande variacdo antigénica na proteina H (hemaglutinina) e maior
estabilidade nas proteinas F e P (HAAS et al., 1999; MOCHIZUKI et al., 1999).

A proteina H e a proteina de fusdo (F) sdo as determinantes antigénicas do
virus e estdo localizadas no envelope viral, juntamente com a matriz proteica. A
proteina H €é fundamental para a infec¢do, visto que € responsavel pelo
reconhecimento e ligacdo em receptores das células do hospedeiro (Von Messling et

al., 2006). As estirpes que se distinguem em varias regides geograficas, sao devido a



proteina H que possue alta variabilidade de nucleotideos (Hass et al., 1997; Von
Messling et al., 2001).

O virus da cinomose tem tropismo por diversos tecidos do organismo, porém,
existem diversas cepas, algumas mais neurotrépicas e virulentas que outras. As mais
patogénicas sdo a Snyder Hill e R252, que sao altamente neurotrépicas e
imunossupressoras (MORO; VASCONCELOS, 2003; ALVES et al., 2006). As mais
conhecidas podem produzir sinais clinicos distintos, variando entre os sistemas
acometidos, a duracgéo e a intensidade de sinais clinicos (CORREA; CORREA, 1992).

As estirpes Onderstepoort e Rockborn séo as mais utilizadas em todo o mundo
para a elaboracao de vacinas contra o VCC (MOCHIZUKI et al., 2002). A cepa Snyder
Hill é a mais utilizada em experimentos de inoculagéo intraencefalica, tanto em
estudos da patogénese viral quanto em desafios pos-vacinais, devido ao seu grande
potencial neurotrépico (NEGRAO et al.,2007).

A maioria das cepas circulantes sdo geneticamente divergentes das cepas
usadas na producéo de vacinas. As cepas de Onderstepoort e Snyder Hill (designadas
como linhagem América 1) foram utilizados para a producéo de vacinas desde os anos
50, e sao utilizadas até hoje. Muitos questionaram a eficacia dessas vacinas, com
relatos de falhas em cées vacinados no Japéo, México, Argentina e Estados Unidos
(MARTELLA et al. 2011). No entanto, até entdo linhagens emergentes, com
diversidade genética significativa tem sido detectadas e ja se discute a utilizacéo de
novas cepas nas vacinas (KAPIL; YEARY, 2011).

De acordo com recentes estudos, existe uma nova cepa circulando no Texas,
Washington, Carolina do Sul e leste do Canada. Riley e Wilkes (2015) ao colherem
amostras de caes positivos de 2010 a 2014 verificaram uma cepa geneticamente
distinta de todos os genoétipos previamente identificados, porém, ainda muito
semelhante com as ja existentes. Ainda ndo é conhecido o impacto deste gendtipo
para a populacdo canina e para animais silvestres, quando comparado a outros

gendtipos circulantes.

2.4 Epidemiologia



N&o existem fatores predisponentes para o estabelecimento da doenca, tais
como sexo, idade ou raga (GAMA et al., 2005). No entanto, alguns trabalhos enfatizam
gue a sua incidéncia € maior no periodo em que ha diminuicdo da taxa de anticorpos
maternos, que ocorre entre os 60 e 90 dias de idade. Animais de todas as idades
podem ser acometidos, principalmente por falhas imunolégicas ou auséncia de
vacinacao (QUINN et al., 2005).

Em relacdo a racas caninas, supfe-se que cdes braquicefalicos sdo menos
susceptiveis a infeccdo e tendem a apresentar menor indice de mortalidade e
sequelas quando comparados aos dolicocefalicos (GREENE; VANDEVELDE, 2012).

Dentre as faixas etérias, os filhotes sdo considerados o grupo que menos
desenvolve disturbios neuroldgicos. Por isso, conseguem sobreviver a uma infeccéo
inicial e posteriormente desenvolver imunidade parcial ao virus. No entanto, esses
cdes correm o0 risco de manifestarem a doenca no SNC quando adultos, por
persisténcia viral (FENNER et al., 2004; BRITO et al, 2016). Frade e Dantas (2011),
em estudo semelhante, verificaram que 58,54% dos 41 caes estudados tinham até um
ano de idade, 39,3% entre um e nove anos e 2,44% estavam acima de 10 anos de
idade.

Quanto a prevaléncia das lesdes nos diferentes sistemas do organismo canino,
o total de animais com sinais clinicos respiratérios foi de 63 (9,5%), 77 animais com
sinais dermatologicos (11,6%) e 69 com sinais clinicos de envolvimento
gastrointestinal (10,4%). A maior prevaléncia foi de animais com sinais clinicos
neurolégicos, totalizando 454 casos (68,5%) (FRADE e DANTAS, 2011).

O VCC pode infectar diversas espécies tais como, mamiferos terrestres e
marinhos, tais como, macacos (YOSHIKAWA et al., 1989; Sun et al., 2010), javalis e
focas (KENNEDY et al., 2000), resultando em grande nimero de animais infectados.
As epidemias do VCC em animais selvagens sdo um grave problema global e ja foram
associadas a altas taxas de mortalidade em ledes do Serengeti e em raposas-das-
ilhas na Califérnia. Infec¢cdes em alguns animais silvestres no Brasil também ja foram
relatadas, tais como em cachorro-do-mato e raposa-do-campo (ROELKE-PARKER et
al., 1996; MEGID et al., 2009; MEGID et al., 2010).

Dentre as causas estudadas para a disseminacao viral e a sua adaptacéao a

diversos tipos de hospedeiros e ambientes, a hipétese mais viavel esta associada a



transmissao interespecifica e recombinacgdes virais por alteracbes moleculares do
gene H (HAN et al., 2008). Apesar da grande variabilidade de espécies que podem
ser infectadas, os caes e os furdes sdo 0s principais reservatérios do virus e sédo
considerados a fonte de infeccdo para populacdes susceptiveis (HARDER,;
OSTERHAUS, 1997). Apesar de serem observadas infec¢cdes em grandes felinos, ndo
existem evidéncias de infec¢des naturais em gatos domésticos. Na década de 70, a
infeccdo experimental com o VCC em gatos domésticos e suinos resultou em
soroconversdo, mas ndo em doenca clinica (APPEL, 1974). Infec¢des experimentais
produzidas com estirpes altamente virulentas resultaram apenas em discreto aumento
da temperatura corporal nesses animais (GASKIN, 1974). No entanto existe um temor
de que um dia possam ocorrer mutacdes virais que tornem o virus adaptado e capaz
de infectar e causar sinais clinicos nessa espécie, o que poderia levar a uma nova

epizootia.

2.5 Patogenia do VCC

O VCC pode ser transmitido aos animais pelo contato com aerossois,
secrecdes e excrecdes, ou até mesmo pela via transplacentaria (KRAKOWKA et al.,
1976). O virus, que € considerado pantropico (tropismo por diversos tecidos), tem
propriedades que o caracterizam como linfotrépico e imunossupressor, ligando-se aos
receptores CD150 ou SLAM (molécula sinalizadora de ativacdo de linfécitos) das
células linfoides. A sua replicagdo em macréfagos teciduais leva a consequente
disseminacao para tonsilas e linfonodos bronquiais nas primeiras 24 horas (APPEL,
1969). Apds quatro a seis dias de intensa replicacao viral local, o virus se dissemina,
pelas vias linfatica e sanguinea, para outros tecidos linfoides como baco, medula
0ssea, linfonodos mesentéricos, células de Kupffer no figado, tecidos linfoides
associados a lamina propria no intestino e estdbmago, o que resulta em pico febril e
em leucopenia por linfopenia (APPEL, 1969; APPEL, 1987). A partir desse momento
0 animal jA comeca a eliminar e transmitir o virus nas secrecdes e excrecdes. Apos
nove a 14 dias a infeccao, ocorre disseminacédo do virus para varios sistemas incluindo
0 respiratorio, gastroentérico, urogenital e tegumentar. Geralmente esta disseminacéo
esta associada a um segundo pico febril (APPEL, 1969; APPEL et al., 1981). A ligacdo



do virus ao tecido epitelial é mediada pela expressédo do receptor PVRL4, também
denominado de nectina-4 ou N4 (NOYCE et al.,, 2013; ALVES et al., 2015).
Finalmente, o VCC invade o SNC, resultando em sinais clinicos graves que podem
levar o animal ao oObito. O curso da doenca e a recuperagdo da infeccdo estdo
relacionados a capacidade do animal em produzir anticorpos associados a viruléncia
da estirpe, carga viral e ao estado imunol6gico do animal (APPEL, 1987). Uma vez
dentro do SNC, o virus pode levar a graves sinais clinicos com prognadstico reservado
a ruim (AMUDE et al., 2012).

A imunossupressdo observada comumente nos animais esta associada a
diminuic@o da producéo de interleucina-1 pelos macrofagos e mondcitos e o0 aumento
da sintese de prostaglandina-E2 (PGEZ2), um agente imunossupressor com
capacidade de inibir a producgao das interleucinas 2 e 12 e do interferon-gama (IFN-v)
pelos linfocitos Thl (KRAKOWKA et al., 1987). Consequentemente ocorre diminui¢cao
na ativacdo de mondocitos e na sua consequente apresentacdo de antigenos, o que
contribui para a diminuicdo da diferenciacdo de linfocitos B, da formacdo de

plasmacitos e da producéo de imunoglobulinas (CARVALHO, 2014).

2.6 Sinais clinicos da cinomose

A doenca sistémica pode muitas vezes ser fatal e esta comumente associada
com alteracdes respiratorias e disturbios gastrintestinais (BEINEKE et al., 2008). A
sintomatologia clinica severa apresentada esta diretamente relacionada aos casos de
animais expostos a estirpes virais altamente virulentas ou a doses infectantes
elevadas ou ainda a imunossupressao severa, geralmente causada pela presenca do
virus na medula éssea. Entretanto, quando ha aumento da titulacdo de anticorpos, os
sinais clinicos podem desaparecer e o0 virus ser eliminado da maioria dos tecidos, ou
persistir, por longos periodos, em tecidos uveais, neurbnios e tegumentos
(BURAGOAIN; KALITA, 2017). Quando ha o envolvimento gastrointestinal e
respiratério, os caes infectados podem apresentar secrecées nasais e oculares, que
contribuem como fonte de infec¢éo, além de ceratoconjuntivite seca, hiperqueratose
de coxins digitais e dermatite pustular (SONNE et al., 2009). Esta distribuicdo

disseminada ocorre devido ao VCC possuir alta afinidade por tecidos epiteliais e se
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disseminar em cerca de 10 dias pés-infeccdo, a partir dos sitios primarios de
replicagcéo viral (BURAGOAIN; KALITA, 2017)

Usualmente, os sinais neuroldgicos ocorrem na auséncia de alteracbes
sistémicas, sendo que as manifestacdes neuroldgicas sao variadas e comumente
progressivas, podendo incluir mioclonia, nistagmo, ataxia, tetraparesia, tetraplegia e
convulsées (AMUDE et al., 2007; AMUDE et al., 2012). Os animais que evoluem para
essa condicao clinico-patoldgica usualmente progridem a ébito ou sdo submetidos a
eutanasia. Aqueles poucos cdes que se recuperam, em grande parte apresentam
sequelas neuroldgicas (BEINEKE et al., 2009).

A encefalite aguda, que ocorre inicialmente no curso da infecgcdo em animais
jovens ou imunossuprimidos € caracterizada por leséo viral direta. O virus pode causar
lesédo multifocal nas substancias cinzenta e branca. As les6es na substancia cinzenta
sdo resultado de infeccdo neuronal e necrose, e podem levar a uma
poliencefalomalacea (MANGIA e PAES, 2008).

A encefalite multifocal em cées adultos acomete animais entre os quatro e seis
anos de idade, com curso cronico. Esta enfermidade, normalmente ndo é precedida e
nem coincidente com os sinais sisttmicos (CORREA e CORREA, 1992). (SUMMERS
et al., 1995; GEBARA et al., 2004; GREENE, 2006; MANGIA e PAES, 2008)

2.7 Neuropatogenia do VCC

A passagem do virus para o SNC ocorre pelo tropismo da cepa viral as células
nervosas e pelo estado imunolégico do animal. De acordo com Beineke et al. (2009),
o VCC pode acometer neurbnios, astrocitos, oligodendrécitos, células do plexo
coroide e a microglia. A diferenca entre os sinais clinicos neuroldgicos de cédes com
cinomose pode estar relacionada a estirpe viral envolvida, ou seja, a cepa Snyder Hill
acomete em grande parte os neurénios e a cepa R252 tem a capacidade de acometer
as células da glia (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005, SUMMERS et al., 1984).
Outras duas cepas neurotropicas importantes, sdo as A75/17 e a Onderstepoort que
também apresentam maior tropismo por células da glia, resultando em
desmielinizagéo intensa (SUMMERS et al., 1984; GREENE; VANDEVELDE, 2012).
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Na literatura existe controvérsia a respeito do mecanismo de neuroinvasao do
VCC, ou seja, hdo ha entendimento exato por qual via o virus penetra e se dispersa
pelo tecido nervoso (BEINEKE et al., 2008). Sabe-se que ocorre a disseminacéo pelo
SNC no periodo de 8 a 10 dias pos-infeccdo. Para que isto ocorra é necessario que
haja a desestabilizacdo da barreira hematoencefalica (BHE), pela degradacdo da
membrana basal vascular e perda das juncdes ocludentes do endotélio
(VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005). A BHE é caracterizada como uma protecao
gue busca impedir ou dificultar a passagem de substancias de diversos
compartimentos de liquido do SNC para o tecido nervoso (GUYTON; HALL, 2006;
MACHADO, 2002). A descoberta da permeabilidade seletiva diferenciada dos
capilares do SNC data do inicio do século passado e foi verificada a partir da
inoculacao do corante azul-detripan em um camundongo e posterior observacao de
gue todos os 6rgdos se coravam, com excec¢ao do cérebro. Demonstrando, assim,
gue o corante provavelmente ndo ultrapassava a parede dos capilares cerebrais
(CUNNINGHAM, 1999).

O VCC pode causar lesfes nas substancias branca e cinzenta do sistema
nervoso central. Na substancia branca comumente ocorre desmielinizacdo e na
substancia cinzenta os danos estéo relacionados a infeccdo neuronal e necrose do
tecido nervoso. Em astrocitos € comum o aparecimento de reatividade astrocitaria,
bem como, a presenca de inclusdes citoplasmaticas e/ou nucleares (VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN, 2005; BEINEKE et al., 2015).

As lesGes da fase aguda relacionadas a cinomose s&o histologicamente
caracterizadas por discreto aumento do nimero de astrécitos e microglia (ULRICH et
al., 2014) e destaca-se que 95% das células infectadas pelo VCC séo astrocitos
(LEMPP et al., 2014). Adicionalmente, em culturas neurais foi observada a infeccao
restrita de oligodendrdécitos, nos quais ocorre transcri¢ao viral, mas ndo a translacao,
resultando em uma infeccdo nédo citolitica, devido a auséncia de proteinas virais
(ZURBRIGGEN; YAMAWAKI, 1993). Estudos experimentais com ferrets inoculados
com cepas virulentas do VCC mostraram que na fase aguda da infeccdo, a morte
neuronal, a ativacdo microglial, a gliose reativa e a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias nas areas infectadas desencadeiam uma forte resposta imune local,

independente da imunossupressao sistémica descrita em animais jovens. Estes
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autores sugerem que a morte celular causada por dano direto do virus pode ser
amplificada pela resposta imune local (RUDD et al., 2010). Na fase cronica, os caes
infectados podem  apresentar polioencefalite e/ou leucoencefalomielite
desmielinizantes (BEINEKE et al., 2015).

O aumento da expressdo da GFAP (proteina glial fibrilar acida) foi demonstrado
em astrocitos na infeccdo pelo VCC, no neurépilo adjacente as areas de
desmielinizacédo, principalmente com envolvimento do cerebelo e do tronco encefalico
(ORSINI et al., 2007)

A encefalite multifocal em caes acomete frequentemente animais adultos, com
curso cronico, podendo ou ndo ser precedida por sinais sistémicos (TUDURY et al,
1997). O antigeno viral fica restrito a poucos astrocitos. A expressédo do MHC classe
Il € proeminente na microglia, sendo responsavel pela desmielinizagéo continua e pelo
infiltrado mononuclear perivascular difuso. As alteracdes se iniciam com hiperplasia
dos astrdcitos e proliferacdo microglial na substancia branca, em regides subpiais e
subependimarias (STEIN, 2006).

A desmielinizagéo crénica coincide com a recuperacdo do sistema imune, por
volta de 6 a 7 semanas poés-infeccédo e corresponde inicialmente a lesfes induzidas
pelo virus, tais como, 0S manguitos perivasculares compostos por linfocitos,
plasmadcitos e macréfagos. A resposta inflamatoria nas areas de desmielinizacéo pode
levar a progressao da destruicado tecidual. A secrecéo de citocinas pro-inflamatoérias
estd aumentada. Possivelmente os astrécitos, o primeiro alvo do virus, participem da
amplificacdo da resposta inflamatoria (BEINEKE et al., 2015).

Durante algum tempo chegou-se a discutir a possibilidade de que as lesbes
cronicas eram oriundas de uma doenca autoimune, devido a producéao intratecal de
anticorpos contra a bainha de mielina. No entanto, ndo foi demonstrada a correlacéo
entre os titulos desses anticorpos e o curso da lesdo, ja que se observou que animais
com os maiores titulos desses anticorpos sdo aqueles que conseguiam se recuperar
(VANDEVELDE et al., 1986).

No estudo recente de Spitzbarth et al. (2016), em que foram avaliados 17
encéfalos de animais acometidos pelo virus da cinomose, por meio de exames
histopatolégico e imunoistoquimico, os autores observaram que 0s animais que

apresentavam muitas inclusdes virais, ndo apresentavam desmielinizagdo e o0s
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animais que apresentavam areas de desmielinizagdo, além de ndo serem evidentes a
presenca de inclusbes virais, apresentaram areas de infiltragdo leucocitaria e a
presenca de células Gitter associadas a leséo.

A passagem do virus para o SNC ocorre por monadcitos e plaquetas infectadas
e/ou até mesmo o virus livre atinge o espa¢o subaracnoide e infecta as células
ependimarias (KRAKOWKA et al., 1987; KRAKOWKA, 1989). Apos infeccdo das
células ependiméarias, independente da via, o virus se adere aos astrocitos por meio
dos seus prolongamentos citoplasmaticos, onde se multiplica até atingir as outras
células do tecido nervoso (Figura 1) (GREENE e VANDEVELDE, 2012; KHOSRAVI et
al., 2016). Acredita-se que em resposta a infec¢cao aguda, ocorra aumento no numero
de linfécitos e consequentemente aumento de receptores SLAM e nectina-4, o que
facilita a infiltracdo e replicacao viral no SNC pelos linfocitos infectados (KHOSRAVI
et al., 2016). Em estudo recente verificou-se a expressao de um terceiro receptor
chamado “GliaR”, com capacidade de produzir uma infec¢ao nao citolitica persistente
em astrocitos (ALVES et al., 2015). Um estudo experimental realizado em furbes
demonstrou que o VCC também pode invadir o SNC pelo nervo olfatério (RUDD et al.,
2006). Os axdnios dos neurdnios olfatorios estdo em contato intimo com as células
epiteliais respiratérias, fato que facilita a transicao do virus por estas células. Uma vez
infectados, os axbnios atravessam a placa cribiforme e fazem sinapse com neurénios
do bulbo olfatério, permitindo a disseminacdo do virus pelo lobo frontal e assim
estruturas mais internas do encéfalo, como o lobo piriforme, hipocampo e hipotalamo.
Embora essa via de infeccdo ndo tenha sido comprovada em cées, a similaridade
entre o curso da doenca entre furdes e caes sugere a possibilidade de infeccao por
essa via em canideos (RUDD et al., 2006). O aumento da transmissao glutamaérgica,
devido a diminuicdo da recaptacdo desse neurotransmissor pelos astrécitos com
lesdo, e a leséo direta de neurbnios e células da glia, também contribuem para as
lesdes no tecido nervoso (BRUNNER et al., 2007; TAKENAKA et al., 2016).
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3. Astrécito com
nucleocapsidio 4. Infecgao
nao envelopado neuronal

1. Virus com
envoltério no
LCS ventricular

Desmielinizagao

Monécito
infectado
5. Infecg@o oligodendroglial restrita 2. Virus com envoltério infecta
causando desmielinizagao células ependimarias

Figura 1 — Esquema demonstrando a infeccdo do virus da cinomose canina, com
presenca de virus, com inflamacao minima. O virus penetra no SNC infectando as
células ependimarias por duas vias: 1) O virus entrando no SNC, pelas células do
plexo coroide. 2) O virus se dissemina nas células do plexo coréide e apés citélise
permanecem no espaco subaracnoide e se replicam nas células ependimarias 3)
Replicagdo nos astrocitos, resultando na producdo de nucleocapsideos
intracitoplasmaticos e disseminacdo para astrocitos adjacentes. 4-5) Virus se
multiplica até atingir os oligodentrécitos e neurdnios, resultando em desmielinizacéo e

morte neuronal (Fonte: Modificado de Greene e Vandevelde, 2012)

Os sinais neuroldgicos vistos nos animais, resultantes deste processo de
desequilibrio das células gliais estdo diretamente relacionadas as alteracdes de
desmielinizagdo no SNC, resultando em leucoencefalites desmielinizantes. E possivel
que a transcricdo viral em oligodendrocitos interfira com fungbes especializadas
necessarias para producdo da mielina (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005), mas
dificilmente explica a desmielinizagédo difusa da substancia branca, ja que menos de
10% dos oligodendrocitos sdo acometidos (ZURBRIGGEN et al., 1998). Alldinger e
colaboradores (2000) evidenciaram em lesdes agudas induzidas experimentalmente
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(entre 16 a 24 dias) que o animal pode ndo apresentar desmielinizagéo e sim lesbes
discretas como gliose e vacuolizacdo do neurépilo. Lempp et al. (2014) descreveram
gue na fase aguda, o virus induz primariamente a lesdo axonal e que esta lesdo
influencia diretamente alteracdes metabdlicas em oligodendrdcitos, que resultaria em
desmielinizacdo extensa. Isso deve-se ao fato de que um oligodendréocito é
responsavel pela producdo de mielina para varios axénios (VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN, 2005).

Em cées com lesBes neuroldgicas € comum a observagcdo da producédo de
interleucina 10 (IL-10). Nos animais com leucoencefalite subaguda ou cronica ocorre
também sobre-regulacdo de IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF)-a e fator de
transformacédo do crescimento beta (TGF-B) (FRISK et al., 1999). Portanto, a
progressdo das lesdes parece decorrer também de uma alteracdo do equilibrio
necessario na expressao de citocinas no SNC, e vale ressaltar que os astrocitos, que
sdo as ceélulas responsaveis pela manutencdo da homeostasia neural, podem ser
responsaveis por induzir a alteracfes metabdlicas nos oligodendrécitos, influenciando
na sua capacidade de produzir mielina e resultando em lesdes em regides nao
infectadas diretamente pelo virus, devido a perda de homeostasia local
(VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005).

O VCC causa sinais neurolégicos graves, principalmente nos animais que nao
conseguem desenvolver uma resposta imune humoral suficiente para eliminar o virus.
Aqueles animais que conseguem aumentar o nivel de anticorpos eliminam o virus do
SNC e recuperam-se ou apresentam sinais neurologicos progressivos, devido a
liberacdo de radicais de oxigénio por macrofagos. A persisténcia do virus de algumas
estirpes virais nas células do SNC parece ser o principal fator para a leséo tardia. Tal
lesdo é favorecida pela disseminacédo viral ndo citolitica associada a auséncia de
expressdo das proteinas virais na membrana celular no hospedeiro e a infeccao
restrita de oligodendrocitos e neurbnios, local onde ndo ocorrem translacdo e
producéo de proteina viral (LEMPP, et al. 2014; SEEHUNSEN, et al., 2016). Esse tipo
de infeccdo atinge célula a célula do SNC, desta forma diminuindo a inflamacéo e a
protecdo imune local. Este mecanismo pode fazer com que 0 mesmo animal possa

apresentar sinais neurolégicos anos apds ter demonstrado sinais sistémicos, pois
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ocorre reativagdo da resposta ao virus e sdo desencadeados novos eventos de
inflamagé&o e desmielinizagdo (WYSS-FLUEHMANN et al., 2010; ALVES et al., 2015).

A molécula de MHC é um conjunto complexo de genes presentes no acido
desoxirribonucleico do cromossoma. Desempenha um papel no reconhecimento
intercelular e na discriminagdo self / non self, ativando as respostas imunolégicas
humoral e celular. Existem 3 classes de MHC: classes I, Il e lll. O MHC classe | é
expresso na superficie da maioria das células nucleadas e faz apresentacdo dos
antigenos peptideos enddgenos digeridos no citosol as células. O MHC classe Il €
expresso principalmente nas células apresentadoras de antigenos e apresenta 0s
antigenos exdgenos processados aos linfécitos T (CD4+ ) (KINDT et al., 2007). Sabe-
se que na fase de desmielinizac&o do tecido nervoso, as lesdes sao caracterizadas
pela reducéo ou perda de proteinas virais e mMRNA, apresentam elevada regulacéo de
MHC 1l e infiltracdo de linfocitos B e subpopulacdes de linfocitos T (DYMENT et al.,
2005; QESLA et al., 2014).

Em cées adultos, o antigeno viral fica restrito a poucos astrocitos e a expressao
de MHC é proeminente nas células da microglia, sendo responsavel pela
desmielinizacdo continua e disseminada infiltracio mononuclear perivascular. As
alteracdes tém inicio com hiperplasia dos astrocitos e proliferagcdo microglial em
estruturas subpiais e subependimarias na substancia branca. Esta forma também esta
associada com a alta concentracdo de anticorpos antimielinicos, podendo ser uma
reacdo secundaria ao processo inflamatorio (MANGIA et al., 2008)

A estabilidade da BHE pode ser alterada por inGmeros processos patologicos,
solugdes hipertonicas, traumas e infeccdes virais, que podem levar a ruptura parcial
ou completa da barreira (MACHADO, 2002). A matriz extracelular compde a BHE,
desempenhando um importante papel complexo na manutencao e funcdo do SNC
(GROTERS et al., 2005). O principal sistema que modifica a matriz extracelular no
SNC é o sistema enzimatico das metaloproteinases da matriz (MACHADO et al.,
2013).

As metaloproteinases sdo uma familia de enzimas neutras, que apresentam
diversas importantes funcdes, tais como, participacdo no processo de embriogénese,
reparo de feridas, inflamacéo, artrite e neoplasias. No SNC, estas enzimas atuam na

remodelacao de tecidos durante o seu desenvolvimento e a capacidade de modular a
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neuroinflamacdo, porém, sdo capazes de desestabilizar a BHE pela quebra dos
componentes da matriz extracelular, favorecendo a migracéo de células inflamatérias
para o interior do SNC. (GROTERS et al., 2005; MIAO et al., 2003; BEINEKE, 2009).

Algumas metaloproteinases sdo expressas em niveis baixos (constitutivos) no
SNC na maioria das espécies, e podem ter seus niveis alterados quando estimuladas
por componentes de patdgenos infecciosos. Os processos patolégicos do SNC podem
estimular fontes celulares de metaloproteinases, como € o caso da microglia,
astrocitos, células ependimarias, oligodendrdcitos, neurbnios, além de células
endoteliais (GROTERS et al., 2005). No entanto, para cada tipo de célula envolvida,
o tipo de metaloproteinase e o estimulo que a induz sao diferentes (ROSEMBERG,
2002). A MMP-9 é encontrada principalmente em células endoteliais e esta
estreitamente relacionada a processos inflamatoérios (LEMPP, et al, 2014).

A reatividade astrocitaria se manifesta com proliferacdo dos astrécitos,
chamado de astrocitose e hipertrofia, conhecido como astrogliose, desta forma,
expressando-se com aumento na quantidade de filamentos intermediarios e de suas
proteinas constituintes, tais como a proteina glial fibrilar acida (GFAP). A GFAP ¢é a
principal componente estrutural dos astrécitos de individuos adultos e, nas lesdes do
SNC é comum a expressdo de GFAP tornar-se muito intensa. Uma forma de investigar
a resposta morfologica e a distribuicdo dos astrocitos frente ao processo
desmielinizante do SNC na cinomose canina € por meio da marcacéo
imunoistoquimica da reatividade da GFAP, com o intuito de inferir aspectos relativos
ao comportamento destas células na patogenia da desmielinizacdo do SNC (ORSINI
et al., 2009)

Em um estudo foi determinado que os astrocitos maduros (GFAP-positivos) sao
altamente vulneraveis a infeccdo pelo VCC na fase aguda da cinomose, e sao
detectados ao redor e na periferia das lesdes (SEEHUSEN et al., 2007). Nesse mesmo
estudo foi demonstrado que os astrécitos GFAP-positivos, embora vulneraveis ao
ataque do VCC, sdo menos susceptiveis a infeccdo quando comparados aos
astrécitos vimentina-positivos, que sdo representados pelos astrocitos imaturos.
Alteracbes nos astrocitos incluem a formacdo de astrocitos multinucleados
(SUMMERS et al., 1979) e astrdcitos gemistociticos observados na fase cronica da
doenca (SUMMERS et al., 1984).
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O fator inibidor de macrofagos (MIF) € uma citocina pro-inflamatéria que tem
sido amplamente estudada devido a sua importante agao na patogénese de diversas
doencas de origem inflamatéria e isquémicas. Seu mecanismo de acdo consiste na
inducdo de uma série de mediadores responsaveis pela instalacdo do processo
inflamatdrio. A citocina pré-inflamatéria MIF tem sido associada a resposta imune
facilitando a resposta inflamatoria, contudo em altos niveis é prejudicial por gerar uma
reacdo inflamatéria exacerbada (ARAUJO, et al., 2005; MURARO e STEIN, 2015). O
MIF é secretado por varios tipos celulares (linfécitos sensibilizados, glandula pituitaria,
pelas células da glia, rins, pulmao, préstata, testiculos e pelos macréfagos), podendo
desempenhar um papel importante em diversas doencas, tais como, artrite, sepse,
doenca de Crohn e nas encefalites. Os neurdnios sintetizam e liberam rapidamente
MIF, enquanto as células da glia parecem armazena-lo em pequena quantidade. O
MIF desempenha um papel critico na inflamacgéo, sendo sua producao realcada pelos
glicocorticéides, visto que MIF pode eficazmente antagonizar os efeitos
antiinflamatérios e imunossupressores dos glicocorticoides nos macrofagos e nas
células T sugerido por diversos estudos, onde os anticorpos contra o MIF podem
diminuir a inflamacdo (ARAUJO et al, 2005).

Adicionalmente, esta citocina foi incriminada nos mecanismos imunomediados
de resposta anti-mielina na esclerose multipla e em modelos experimentais murinos
de encefalite alérgica experimental (COX et al., 2013). Considerando os relatos da
literatura, avaliar o papel dos astrocitos e de marcadores imunoinflamatorios (MIF,
MHC-II, linfocitos T, MMP9) no encéfalo de caes com cinomose permitiria verificar o
papel dos astrocitos nesta enfermidade infecciosa e relacionar a sua influéncia sobre

0 processo inflamatério e desmielinizante em caes naturalmente infectados pelo VCC.
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3. OBJETIVOS

Portanto, os objetivos do presente estudo foram avaliar o papel dos astrécitos
na encefalite causada pelo virus da cinomose, por meio da detec¢édo de GFAP, MHC-
Il, linfécitos T (CD3), MMP9 e MIF nas areas de desmielinizacdo do encéfalo, a fim de
verificar se estes achados podem estar relacionados com a gravidade das lesbes

encefalicas, na espécie canina.

Objetivo geral:

Avaliar o papel dos astrdcitos na encefalite causada pelo virus da cinomose,
pela comparagédo da sua imunodetecgcdo com a intensidade das lesbes e com a
deteccgéao de linfocitos T, MMP-9, MHC-II, no encéfalo de caes naturalmente infectados

com o0 VCC e comparados com cées sadios.

Obijetivos especificos:

e Relacionar a presenca de astrocitos com as lesfes de cinomose

e Relacionar a populacéao de astrocitos com a imunodeteccao de linfocitos
T, de células expressando MHC — II, MMP-9 e a citocina MIF

e Verificar a associacao entre todos os marcadores imunoinflamatorios

com a intensidade das lesdes encefalicas
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4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP-Campus de
Jaboticabal-SP, sob o protocolo n°® 007003/17.

Neste trabalho realizou-se um estudo retrospectivo de com 21 blocos de
parafina de encéfalos de caes naturalmente infectados (Gl) com o VCC e de cinco
animais controle (GC). Todos os blocos dos grupos Gl e GC sao oriundos do arquivo
de blocos do Departamento de Clinica, Cirurgia e Reproducdo Animal (FMVA —
UNESP, Campus de Aracatuba, Estado de Sao Paulo, Brasil) e do Departamento de
Patologia Veterinaria (FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal, Estado de Sao Paulo,
Brasil). A selecdo do material do arquivo foi feita pela analise histopatolégica de todas
as amostras de tecido oriundas destes animais. Para a sele¢cdo do grupo Gl
considerou-se apenas animais com lesdes caracteristicas de cinomose e sem
nenhuma outra doenca intercorrente encefalica ou sistémica. O grupo GC foi
selecionado com base na auséncia completa de lesdes no encéfalo e sem doencas
sisttmicas ou neoplasicas. Para padronizar as areas anatbmicas dos enceéfalos
caninos optou-se por selecionar o cerebelo, pois as amostras ndo eram uniformes e
nao contemplavam todas as areas anatémicas do encéfalo. Da mesma forma, néao foi
possivel associar os achados histolégicos com os sinais clinicos e com a idade dos
caes do grupo GI, pois essas informacdes ndo constavam em todas as fichas de
encaminhamento dos animais para a necropsia.

Os blocos de parafina foram cortados a 5 um e os cortes corados com
Hematoxilina e Eosina (HE) para a analise em microscopia de luz. Na andlise
histopatoldgica das amostras de encéfalo do grupo Gl foram considerados o tipo de
lesdo (degenerativa / inflamatoéria / desmielinizante), a presenca de corpusculos de
inclusao viral e intensidade das lesdes, que foi determinada por escores: 0 (ausente),

1 (discreto), 2 (moderado) e 3 (acentuado).

4.1 Andlise imunohistoquimica
O procedimento geral para o desenvolvimento desta técnica foi a
desparafinizacdo dos cortes de encéfalo em estufa a 60°C por uma hora, seguida de

dois banhos em xilol por 10 minutos cada. Ap6s as amostras foram hidratadas em
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solucdes decrescentes de alcool, até um banho em &gua destilada. Posteriormente,
fez-se a recuperagcao antigénica pelo calor (Tabela 1), com solucdo tampao. No
bloqueio da peroxidase enddgena (Tabela 1) utilizou-se uma solucdo a 8% (92 mL de
alcool metilico - Synth e 8 mL de peréxido de hidrogénio 30 volumes - Merk) por 30
minutos, a temperatura ambiente, em camara escura. O bloqueio das reacdes
inespecificas (Tabela 1) foi feito com produto comercial (Protein Block, Dako
cytomation, céd. X0909), por 30 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, os
cortes foram incubados com os anticorpos primarios com diluicdes e tempos de
incubacdo especificos, a 4°C ou em temperatura ambiente, conforme as
especificacdes de cada anticorpo (Tabela 1). Para todos os anticorpos foi utilizado o
Complexo de Polimeros ligados a peroxidase (Envision Dual Link System-HRP,
Dakocytomation, cod. K406189-2). Entre cada um dos passos descritos fez-se banhos
em agua destilada e com solucédo tampéao Tris HCI, pH 7,4. Para a visualizacdo da
reacao utilizou-se o cromoégeno DAB (3,3-diaminobenzidina — Dakocytomation, cod.
K3468-1). A contra-coloracéo foi feita com Hematoxilina de Harris e a montagem das
laminas com Entellan (Merck). Os controles negativos das diferentes imunomarcacoes
foram realizados com o diluente de anticorpo (Dakocytomation, codigo S302283-2),
em substituicdo ao anticorpo primario. Os controles positivos foram feitos com tecidos
sugeridos pelos fabricantes de cada anticorpo.

Para a determinacdo do numero de células imunomarcadas para todos os
anticorpos testados realizou-se as contagens em cinco campos microscopicos de
grande aumento (objetiva de 40x), no microscopio Nikon Eclipse E200 (MOREIRA et
al., 2010), cuja area é 0,19625 um?. A partir dos valores obtidos nestes campos, fez-
se uma média do nimero de células imunomarcadas por animal, sendo essas médias

avaliadas em cada grupo (Gl e GC).
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TABELA 1 - Anticorpos utilizados para a imunomarcacao dos diferentes marcadores

de inflamag&o em encéfalos de cdes com cinomose.

Anticorpos Célula Espécies Recuperacdo Diluicdo Tempo de Local de
primarios alvo de origem antigénica incubacéo marcagao
MIF Microglia Mouse Panela de 1:300 18 horas citoplasma
policlonal presséo
Astrocitos (Dako)? (4°C)
(SANTA
Leucécitos  CRUZ, cod
SC20121)
GFAP Astrocitos Cow Microondas? 1:700 2 horas
policlonal temperatura citoplasma
DAKO, céd. ambiente
Z0334)
MMP9 Endotélio Rabbit Panela de 1:200 18 horas citoplasma
policlonal pressdo
LeucOdcitos (Cell (Dako)? (4°C)
. i Signaling,
Céls. glia 4. 9661)
CD3 Linfécitos Mouse Panela de 1: 350 18 horas membrana
T monoclonal pressao
(Dako, céd. (Dako)? (4°C)
M7254)
MHC-II Leucocitos Mouse Panela de 1:200 18 horas membrana
monoclonal pressao
Céls. Glia  (Dako, céd. (Dako)? (4°C)
MO0746)

1- Solucéo de citrato sédio 10 mM, pH 6,0; 2- Solugdo de citrato s6dio 10 mM, pH 6,0, por 2 minutos na poténcia
méxima e 10 minutos na poténcia minima (750W), abrindo a cada 5 minutos para repor tamp&o;

4.2 Andlise estatistica

Os efeitos de grupo (Gl e GC) sobre as caracteristicas estudadas foram

analisados pelo método dos quadrados minimos (ANOVA), ponderado para variancias

heterogéneas. As analises foram realizadas utilizando o procedimento Guided Data
Analysis (SAS 9.1, SAS Institute, Cary, NC, USA). A distribuicdo dos residuos para

cada modelo de analise ndo foi Normal e, por isso, os dados sofreram transformacao

logaritmica. As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando

P<0,05.
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Os dados foram normalizados e apdés submetidos a andalises multivariadas
(andlise de componentes principais e analise de fatores), que foram realizadas para
descrever a variagdo conjunta das caracteristicas imunoinflamatérias estudadas

utilizando o programa computacional R Core Team (2015).
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5. RESULTADOS

Na analise em microscopia de luz dos encéfalos do grupo controle (GC) ndo se
observou nenhuma lesdo no tecido nervoso. No entanto, no grupo Gl verificou-se
areas de desmielinizacdo caracterizadas por multiplos vacuolos pleomoérficos na
substancia branca cerebelar, sempre associadas a proliferacdo de astrécitos
gemistociticos e/ou areas de necrose de liquefacdo. Estas les6es tinham distribuicdo
predominantemente multifocal e localizavam-se no cerebelo, pedunculo cerebelar e
no neuropilo adjacente ao 4° ventriculo (Figura 1A) e as meninges.

Os astrécitos gemistociticos caracterizavam-se por apresentar citoplasma
amplo e aciddfilo, nacleo normocromatico a hipocroméatico, geralmente periférico.
Estas células localizavam-se especificamente dentro das areas de desmielinizacéo e
muitas vezes apresentavam multiplos corpusculos de inclusdo acidofilos e
pleomodrficos intracitoplasmaticos (Figura 2B) e intranucleares. Raras vezes foram
observadas inclusdes intranucleares em oligodentrocitos. No neuropilo adjacente
verificou-se reatividade glial, microgliose reativa e proliferacdo astrocitaria. As areas
de necrose liquefativa continham iniUmeras células Gitter pleomérficas (Figura 2C).

A presenca de inflamacé&o foi caracterizada por manguitos perivasculares ao
redor de vasos do neuropilo (Figura 2D), com envolvimento predominante da
substancia branca, das meninges e ocasionalmente no plexo coroide. O infiltrado
inflamatorio observado foi predominantemente mononuclear (linfécitos e plasmécitos).

Em dois animais (Gl) verificou-se lesdes sugestivas de evolucdo aguda, na
substancia branca cerebelar, caracterizadas por intensa reatividade astrocitaria
associada a inumeras inclusdes virais intracitoplasmaticas nestas células. Nestes
casos ndo havia ainda areas de desmielinizacdo e nem a presenca de manguitos

perivasculares.
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FIGURA 2. Fotomicrografias do encéfalo de caes com cinomose. A) Notar area de

desmielinizacdo na substancia branca adjacente ao 4° ventriculo (*; barra = 200 um).
B) Area similar a descrita em A. Notar iniimeras inclusées aciddéfilas pleomorficas no
citoplasma de astrocitos reativos (setas, barra =20 um). C) Area de necrose liquefativa
repleta de células Gitter (setas, barra = 20 um). D) Notar manguitos perivasculares e

hiperemia vascular no neuropilo (setas, barra = 50 um). Hematoxilina e Eosina.

Na analise imunohistoquimica das imunomarcacgdes dos diferentes anticorpos
verificou-se acentuada marcacdo para GFAP (Figura 2A), que ocorreu em astrocitos
gemistociticos presentes nas areas de desmielinizacdo (Figura 2A1) e no neuropilo
adjacente (Figura 2A2). No entanto, em areas de necrose liquefativa verificou-se
debris de estruturas filamentosas positivas para GFAP associadas as células Gitter.

A deteccéo de linfocitos T (CD3) ocorreu predominantemente nos manguitos

perivasculares e ocasionalmente células positivas foram observadas dispersas no
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neuropilo e na meninge (Figura 3B). A enzima MMP9 foi detectada em astrécitos
(Figura 3C), na microglia, nas células Gitter das areas de desmielinizacao (detalhe
Figura 3C) e nos leucdcitos dos manguitos perivasculares.

A citocina MIF foi detectada em astrécitos (Figura 3D) das éareas de
desmielinizacéo e regides adjacentes, na microglia e nos leucécitos dos manguitos
perivasculares (Figura 3D). A marcagdo de MHC-II foi intensa e difusa no encéfalo,
nas substancias branca e cinzenta proximas as areas de desmielinizacédo e no tecido
adjacente a elas (Figuras 3A e 3B). Nas regides mais distantes da lesédo, essa
marcacdo foi focal e discreta ou ausente. A positividade para este anticorpo foi
verificada em astrécitos reativos, na micrdglia, nos manguitos perivasculares e no
endotélio vascular. A maior intensidade de imunomarcacao de MHC-II ocorreu nas
areas de lesdo e no neuropilo adjacente a elas. Os astrocitos gemistociticos marcaram
positivamente para MIF, GFAP, MMP9 (Figura 3) e MHC-II (Figura 3).



27

FIGURA 3 — Fotomicrografias de imunomarcacao do encéfalo de cdes com cinomose.

A) Notar reatividade astrocitaria (GFAP) nas areas de desmielinizacéo (Al = detalhe
de astrocitos gemistociticos) e adjacentes a leséo (A2 = detalhe de astrocitos reativos;
barra = 100 um). B) Marcacéo de linfécitos T (CD3) no infiltrado inflamatério meningeal
(detalhe), adjacente a desmielinizacao (*, barra = 50 um). C) Astrocitos gemistociticos
MMP9 positivos em area de desmielinizacdo e em células Gitter das areas de necrose
liuefativa do neuropilo (detalhe, seta, barra = 50um). D) Marcacdo de MIF nos
astrocitos gemistociticos das areas desmielinizadas (*) e neuropilo adjacente, bem
como, nos maguitos perivasculares (detalhe, barra = 50um). Complexo de polimeros

ligados a peroxidase.
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FIGURA 4 — Fotomicrografias de imunomarcacao do encéfalo de cdes com cinomose.

A) Notar marcacao positiva e intensa para MHC-Il em area de desmielinizagéo e
adjacentes a lesdo. No detalhe verifica-se astrocitos gemistdciticos positivos em area
desmielinizada (barra = 100 um). B) Mesmo aspecto de A, em area adjacente ao 4°
ventriculo (*; barra = 200 um). Complexo de polimeros ligados a peroxidase.

Na comparacdo entre 0s grupos verificou-se que existem diferencas
significativas (P<0,05) entre os grupos Gl e GC para os parametros GFAP, MIF, CD3
e MHC-II. Apenas a deteccdo da enzima MMP9 ndo mostrou diferencas estatisticas

significativas (P>0,05) entre os grupos (Tabela 2).

TABELA 2 — Comparacao entre grupos de animais infectados e controle para os

anticorpos testados.

Variavel Média CV** F P
GFAP 85,05* 9,4 61,995 0,0006
MIF 108,0* 11,6 15,062 0,0120
CD3 62,43* 29,10 8,90 0,0113
MHC-II 30,90* 13,6 21,066 0,0052
MMP9 62,28"s 23,8 0,0626 0,8071

**Coeficiente de variacdo com valores transformados em Log10; F = (Anova); P = nivel de significancia.

* diferenca significativa; ns = néo significativo.

Na andlise de fatores (Tabela 3), verificou-se que no primeiro fator (F1) quando

0 aumento da magnitude de GFAP esta relacionado ao aumento de MIF e CD3
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(valores positivos e maiores que 0,6), com diferencas significativas para grupo
(P=0,000123; Tabela 4). No segundo fator (F2), notou-se uma relacdo entre as
varidveis MHC e MMP9. No entanto, os grupos nao diferiram para este fator
(P=0,3012; Tabela 5).

TABELA 3 — Comparacao da variacdo das caracteristicas por fator (F1 e F2).

Caracteristica F1 F2
GFAP 0.781035 -0.080777
MIF 0.608419 0.440450
CD3 0.614181 0.007401
MHC 0.552647 0.612321
MMP9 -0.036735 0.951087
Proporcao total 0.332835 0.296016

TABELA 4 — Resumo da analise de variancia multivariada para o Fator 1

GL sQ QM P-VALOR
Intercepto 1 4.40726 4.40726 0.009622
Grupo 1 11.63793  11.63793  20.90321  0.000123
Residuo 24 13.36207  0.55675
Total 25 25.00000

GL=graus de liberdade; SQ=soma de quadrados; QM=quadrado médio

TABELA 5 - Resumo da analise de variancia multivariada para o Fator 2.

GL SQ QM P-VALOR
Intercepto 1 0.42074  0.420741 0.422696  0.521770
Grupo 1 1.11102 1.111019  1.116182  0.301261
Residuo 24 23.88898  0.995374
Total 25 25.00000

GL=graus de liberdade; SQ=soma de quadrados; QM=quadrado médio

Pela analise de Componentes Principais (Figura 5) verifica-se a distribuicdo dos
grupos entre os Componentes 1 e 2. Nota-se pelo componente principal 1 (CP1) o
gual explicou 41,86% da variabilidade dos dados, que os individuos do grupo controle
se agruparam em regido diferente dos demais animais em funcdo da variacao
conjunta das caracteristicas estudadas, ou seja, as mesmas permitem agrupar

diferentemente os animais doentes do grupo controle.



Todas as imunomarcagbes avaliadas variam juntas (Figura 6).
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Maior

associacao foi observada entre GFAP e CD3 e entre MIF e MHC-II, ou seja, a

magnitude dessas caracteristicas aumenta na condi¢cdo de doenca. Biologicamente,

os gréficos CP mostram que os parametros imunoinflamatoérios variam ao mesmo

tempo e estdo diretamente associados. A expressdo aumentada de GFAP nas areas

de lesdo estava associada ao maior niumero de linfocitos T na lesdo. Da mesma forma,

os marcadores MIF e MHC-II também apresentaram um comportamento similar entre

Si.

CP2 (21,02%)

0.0

0.5

CP1 (41,86%)

FIGURA 5 - Variacdo do componente principal 1 (CP1) em relacdo ao componente

25

¢ Grupo1
A& Grupo2 (Controle)

principal (CP2) para as caracteristicas estudadas. Rétulos indicam a classificacéo por

grupo; Grupo 1 = doentes (Gl); Grupo 2 = controle (GC).
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FIGURA 6 - Variagcdo do componente principal 1 (CP1) em relacdo ao componente
principal 2 (CP2) para as caracteristicas estudadas. Vetores indicam a relagéo entre
as caracteristicas estudadas (GFAP, CD3,MIF, MHC-Il e MMP9).
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6. DISCUSSAO

As lesdes de cinomose foram observadas na substancia branca cerebelar e em
areas adjacentes as meninges e 4° ventriculo. Esses achados estdo de acordo com a
literatura (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 1995, CARVALHO et al., 2012, PAN et al.,
2013). A presencga de inclusdes virais associadas a areas de desmielinizagédo
adjacentes ao 4° ventriculo sugerem que o virus penetra no encéfalo via liquido
cefalorraquidiano, corroborando relatos da literatura (VANDEVELDE, ZURBRIGGEN,
1995, CARVALHO et al., 2012, PAN et al., 2013). Esse fato é refor¢ado pelos relatos
de deteccdo de particulas virais nas células do plexo coroide e nas células do
epéndima, relacionadas ao sistema ventricular (CARVALHO et al., 2012).

Alguns autores destacam que a desmielinizacdo € decorrente da infeccdo de
oligodendrocitos, que s&o células produtoras de mielina (VANDEVELDE,
ZURBRIGGEN,1995), porém, em outros estudos foi observado que a maioria das
células infectadas séo astrocitos (PAN et al., 2013; LEMP, 2014). Na microscopia
eletrbnica verificou-se que a infeccdo de oligodentrocitos € rara na cinomose,
propondo que o virus causa infeccao nestas ceélulas, mas que mesmo assim pode
influenciar a desmielinizacdo (LEMPP, 2014). Outra vertente reforca a hipotese de que
a desmielinizacdo esta relacionada a alteracdes metabdlicas que impedem o
oligodentrocito de exercer suas funcgdes, secundarias a danos vasculares ou do
sistema ventricular, por efeito do virus. No presente estudo verificou-se acentuada
ativacao astrocitaria nas areas de desmielinizacdo, corroborando com outros autores
gue descrevem que os astrocitos contribuiriam com o processo desmielinizante por
estarem em intimo contato com estes locais (PAN et al., 2013; CARVALHO et al.,
2012).

Segundo a literatura, em animais jovens a lesdo neurologica da cinomose é
causada por injuria viral direta, com envolvimento das substancias cinzenta e branca
(RUDD et al, 2010), incluindo necrose encefalica em caes jovens
(polioencefalomalacia) e auséncia de infiltrado inflamatério encefalico nesta fase,
possivelmente pela imaturidade do sistema imunolégico (GEBARA et al., 2006, RUDD
et al., 2010) e pela imunossupresséo sistémica (RUDD et al., 2010). Em animais

jovens provavelmente a leséo é decorrente da acao direta do virus, ja nos cdes adultos
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e idosos, as lesbes encefalicas teriam origem imunomediada (GEBARA et al., 2006,
RUDD et al., 2010). No presente estudo, os animais do grupo Gl apresentaram areas
de necrose liquefativa restritas a substancia branca cerebelar e estas sempre estavam
associadas a areas de desmielinizacdo. No entanto dois animais apresentaram lesdes
sugestivas de fase aguda da infec¢do, onde notou-se apenas iniUmeras inclusdes
virais em astrocitos reativos e proliferacdo e reatividade destas células, em
concordancia com os relatos destes autores (GEBARA et al., 2006, RUDD et al.,
2010). Nos casos em que havia lesdes desmielinizantes, sempre predominaram o0s
astrocitos gemistociticos nestes locais. Segundo a literatura, a presenca destas
células indica a cronicidade do processo (PAN et al., 2013).

Nas areas de desmielinizacéo, os astrocitos gemistociticos foram um achado
constante e marcante. Estas células expressaram MIF, MMP9, GFAP e MHC-II. Os
astrocitos possivelmente sdo as primeiras células a serem ativadas apés a chegada
do virus ao encéfalo. Eles contribuem para o afluxo de leucécitos no tecido nervoso,
pela ativacdo do endotélio vascular e liberacdo de MMP9, que degrada a membrana
basal vascular e permite a migracao leucocitaria para a area injuriada. Em pesquisa
com a encefalite do cdo velho demonstrou-se por imunohistoquimica a presenca do
virus em neurdnios, astrocitos, nos leucdcitos dos manguitos perivasculares, no
endotélio vascular e nas areas de desmielinizacdo. A presenca de células positivas
para CD3 (linfocitos T), CD79 (linfécitos B) e MAC387 (macréfagos) foi verificada no
infiltrado inflamatério do neurdpilo, em resposta a estimulos quimiotaticos liberados
das areas de lesdo. Ainda, a marcacao de vimentina em linfécitos dos manguitos,
sugere que a mesma atuaria na migracao leucocitaria para o sitio de injaria (HEADLEY
et al., 2009).

Paralelamente detectou-se marcacdo para MIF nos astrocitos das areas de
desmielinizacdo e areas adjacentes. Esta citocina pro-inflamatoria € detectada em
niveis basais no SNC e aumenta de forma significativa em situac&o de injuria, levando
a ativacdo da microglia e ao afluxo de leucécitos para o tecido nervoso.
Adicionalmente, esta citocina foi incriminada nos mecanismos imunomediados de
resposta anti-mielina na esclerose multipla e em modelos experimentais murinos de
encefalite alérgica experimental (COX et al., 2013). O mesmo aspecto foi observado

em animais infectados experimentalmente com virus, tais como, da doencga do Rio
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Ross e chikungunya, as quais também tem um componente imunomediado. Os
camundongos com maior expressdo de MIF apresentaram sinais clinicos e processo
inflamatério tecidual mais severo (HERRERO et al., 2011). No presente estudo pode-
se sugerir que MIF seria um bom marcador para lesdo neuroldgica severa, pois a sua
deteccdo foi elevada nos casos de lesGes mais extensas na substancia branca
cerebelar.

Nas areas de necrose liquefativa notou-se restos de astricitos positivos para
GFAP entremeados na lesd@o. Os astrécitos gemistociticos podem ter morrido pelos
efeitos da ativacdo dos macréfagos / microglia nestes locais, uma vez que células
Gitter também expressaram MMP9, MIF e MHC-II. Possivelmente os efeitos deletérios
dos mediadores inflamatorios (espécies reativas do oxigénio, 0xido nitrico e citocinas)
podem ser 0s responsaveis pela destruicdo do tecido nervoso desmielinizado e pela
morte astrocitaria nestes locais. Provavelmente, os astrocitos ativados contribuam
para a desmielinizacdo na fase inicial da leséo, devido a agdo direta do virus sobre
estas células gliais e sobre os axdnios, resultando em disfuncdo metabdlica
secundaria de oligodendrdécitos (ULRICH et al., 2014). Apds, a injuria tecidual seria
amplificada pela liberacdo de mediadores inflamatorios liberados localmente e por fim
ocorre a acao dos macréfagos ativados (células Gitter) nas areas de necrose
liquefativa. Pan et al. (2013) também verificou auséncia ou baixa deteccdo de GFAP
nas areas de necrose liquefativa da encefalopatia desmielinizante da cinomose.

Outros autores destacam que a ativacao da microglia, induzida pelo VCC, pode
ter relevancia na patogénese da desmielinizacdo aguda na cinomose, pelo aumento
difuso da regulacdo do MHC na substancia branca e pela liberacéo de fatores téxicos
para a mielina (VANDEVELDE e ZURBRIGGEN, 2005, STEIN et al., 2006, QESLA et
al.,, 2014). Estes relatos coincidem com os resultados do presente estudo, pois
observou-se microgliose reativa e expressdo aumentada de MHC Il nas éareas
desmielinizadas e em areas adjacentes, confirmando a participacdo microglial neste
processo de amplificacdo da lesdo nervosa.

A enzima MMP9 possivelmente foi a responsavel pela quebra da barreira
hematoencefélica, pela degradacdo da membrana basal vascular, permitindo o afluxo
de leucécitos para as areas injuriadas. Na literatura destaca-se que sua expressao

esta aumentada em doencgas inflamatorias do SNC. Esta gelatinase induzivel é
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considerada um marcador sistémico da inflamag&o em animais (OPDENAKKER et al.,
2001). Estudo avaliando a presenca de MMP2 e MMP9 no liquor e tecido cerebelar
de cdes com cinomose subaguda demonstrou que as formas pro-MMP2 (liquor,
cerebelo) e pro-MMP9 (cerebelo) estavam elevadas em todos os animais. J& as
formas ativas destas gelatinases estavam elevadas no liquor. Esses achados
confirmam a participacdo destas enzimas na quebra da barreira hematoencefalica e
com isso contribuem para o0 desenvolvimento da neuroinflamacdo e da
desmielinizagcdo (MACHADO et al., 2013). Alguns estudos em humanos correlacionam
de forma positiva a presenca de metaloproteinases com o agravamento da lesdo, em
processos que acometem o SNC (YONG et al., 2011).

A marcacgao de linfocitos T CD3" foi verificada nos encéfalos de animais do
grupo infectado (Gl) e mostrou associacéo significativa com a marcacdo de GFAP
(Tabela 3), ou seja, quando os parametros estudados foram agrupados e comparados
entre 0s grupos. Esse fato sugere que a ativacdo dos astrécitos contribuiu para a
migracao de linfocitos T para o encéfalo. A expressao de MHC-II ja foi descrita em
astrocitos e na micréglia, demonstrando seu potencial de ativacéo de linfocitos T, pela
apresentacao antigénica via MHC (HAMO et al., 2007).

Portanto, em sintese seria possivel inferir que o VCC chega ao sistema nervoso
pelo sistema ventricular, pois a presenca de lesées no neuropilo adjacente ao
epéndima foi um achado frequente. Outra via seria a hematdgena e os astrécitos
fazem parte da glia limitans e também compde a barreira hematoencefélica,
confirmando seu intimo contato com antigenos que chegam por estas vias. Portanto,
0s astrécitos sdo ativados, aspecto evidenciado nas areas de lesdes pelo
espessamento dos prolongamentos citoplasmaticos marcados com GFAP. A partir dai
inicia-se o0 processo de resposta imune do encéfalo, pela producdo de MIF, MMP9 e
expressdo de MHC-II. Isso permite a quebra da barreira hematoencefalica e a
migracdo leucocitaria para o tecido nervoso. Os leucocitos dos manguitos
perivasculares amplificam a producdo de citocinas e mediadores inflamatorios.
Ativando a microglia. O dano tecidual causado pelos mediadores e pelos
componentes nocivos liberados pela microglia possivelmente induzem as areas de
necrose liguefativa do neurdpilo, que resulta em morte de astrdcitos e oligodendrdcitos

do local. As células Gitter destes locais continuam e producdo de citocinas e
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mediadores inflamatorios, causando ainda mais efeitos deletérios sobre o tecido
nervoso. Na andlise multivariada ficou evidente que os parametro imunoinflamatorios
do SNC variam ao mesmo tempo e estdo diretamente associados na condicdo de
doencga.

Seria interessante fazer um paralelo da evolugdo imunomediada das lesdes
encefalicas da cinomose canina com a ADEM (encefalomielite disseminada aguda)
em criancas. Na ADEM, as criangas desenvolvem sinais neuroldgicos relacionados a
lesbes desmielinizantes na substancia branca do encéfalo e medula espinhal.
Inflamacdo e envolvimento da substancia cinzenta também s&o relatados. Esta
alteracdo geralmente é precedida de infeccdo viral, bacteriana ou ocorre apés a
vacinagdo com virus atenuado (sarampo, raiva, influenza, rubéola, etc.). Embora a
patogenia ainda ndo esteja totalmente esclarecida, sugere-se que a resposta imune
local seria responsavel pela lesdo na bainha de mielina dos axénios, o que resultaria
nas lesbes neuroldgicas (LEE, 2011). O cdo com cinomose poderia ser um modelo

para o entendimento da patogenia de doencas desmielinizantes humanas.
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7. CONCLUSOES

Nas condi¢Bes deste estudo foi possivel concluir que:

- Os astrocitos sa@o células primordiais na ativacdo da resposta imune contra o VCC,
pois foram detectados associados as lesfes desmielinizantes e no tecido nervoso
adjacente a elas.

- Os astrocitos ativados expressaram MIF, MMP9 e MHC-II e possivelmente iniciaram
a neuroinflamacdo, a qual foi mantida posteriormente pela microglia e células
inflamatérias.

- A maioria dos animais apresentou lesdes caracterizadas pela presenca constante de
astrocitos gemistociticos, inflamacdo e areas multifocais de desmielinizacdo e/ou
necrose liguefativa, corroborando a participacéo desta célula glial no agravamento das
lesGes encefalicas;

- A citocina MIF poderia ser utilizada como um marcador de inflamacdo no SNC, pois
sua expressao foi maior nos casos de severa desmielinizacéo e inflamacéo do tecido

nervoso.
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