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Resumo
O virus da cinomose ¢é um Morbilillivirus pertencente a familia
Paramyxoviridae responsavel por uma afeccao grave que acarreta em uma
alta mortalidade, perdendo apenas para a raiva. O grupo mais afetado pelo
virus sdo animais jovens, que ndo receberam o colostro ou ndo vacinados.
Caes acometidos podem apresentar sintomas multissistémicos, como
gastroentéricos, respiratérios, oculares e neurologicos além de queda na
imunidade acentuada. Os animais que possuem imunidade moderada
desenvolvem um quadro neuroldgico que persiste pelo resto da vida. Nesse
sentido, a terapia celular utilizando células tronco mesenquimais foi proposta
na tentativa de amenizar as sequelas causadas pela doenca, devido ao seu
facil isolamento, cultivo e propriedades regenerativas. As células tronco
possuem a capacidade de migrar aos locais de inflamacdo semelhante a de
células responsaveis pela resposta inflamatoria, tornando viavel sua
aplicacdo tanto no local da lesédo, pela via intratecal, como pela via
endovenosa. A acdo paracrina e autécrina das células promove
neurogénese, sinaptogénese, arborizacdo dendritica, neuroprotecao,
angiogénese, imunomodulacédo através da secrecao de citocinas no local da
lesdo, reduzindo a resposta inflamatéria e induzindo as células locais a
iniciarem o processo de reparacado tecidual. Sendo assim, a utilizacdo das
CTM torna-se um método viavel, demonstrado por varios estudos, para o
tratamento das sequelas neurolégicas da cinomose.

Palavras-chave: cinomose canina, células tronco, sequelas

neuroldgicas, canine distemper
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Abstract

The distemper virus is a morbilillivirus belonging to the paramyxoviridae
family responsible for a serious disease that causes a high mortality, second
only to rabies. The group most affected by the virus are young animals,
which have not received colostrum or have not been vaccinated. Affected
dogs may present with multisystem symptoms, such as gastroenteric,
respiratory, ocular and neurological symptoms, in addition to a marked
decrease in immunity. Animals that have moderate immunity develop a
neurological condition that persists for the rest of their lives. In this sense,
cell therapy using mesenchymal stem cells was proposed in an attempt to
alleviate the sequelae caused by the disease, due to its easy isolation,
cultivation and regenerative properties. Stem cells have the ability to migrate
to sites of inflammation similar to cells responsible for the inflammatory
response, making their application feasible both at the site of injury, via
intrathecal and intravenous routes. The paracrine and autocrine action of
cells promotes neurogenesis, synaptogenesis, dendritic arborization,
neuroprotection, angiogenesis, immunomodulation through the secretion of
cytokines at the injury site, reducing the inflammatory response and inducing
local cells to initiate the tissue repair process. Therefore, the use of MSCs
becomes a viable method, demonstrated by several studies, for the
treatment of the neurological sequelae of distemper.

Keyworlds: cinomose canina, células tronco, sequelas neurolégicas,

canine distemper



Revisao bibliogréfica:

1.1 Virus da Cinomose:

O virus da cinomose (VC) & um Morbilillivirus pertencente a
familia Paramyxoviridae, de distribuicdo mundial, composto por um dnico
filamento de RNA de sentido negativo, envolto em um nucleocapsideo de
simetria helicoidal, sendo circundado por um envelope lipoproteico derivado da
membrana celular, que contem as glicoproteinas virais H (proteina de insercao)
e F (proteina de fus&o). A expressao de tais glicoproteinas na membrana
celular causa uma citélise imunomediada, além de ter capacidade
imunossupressora devido a sua ligacdo seletiva com a molécula sinalizadora
da ativacao de linfocitos (SLAM [signaling lymphocite activation molecule, do
inglés] ou CD 150) principalmente em linfocitos TCDA4+, interferindo na
resposta imune do hospedeiro. (GREENE, 2015; VITTO; GABRIELLE; CANIO,
2008; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005)

No cérebro do céo, a replicacdo viral pode ser amplificada devido a uma
suprarregulacdo da SLAM nas células imunes, que infiltram o sistema nervoso
central (SNC) em resposta a infeccdo aguda pelo VC. Além disso, cepas mais
virulentas como a Snyder Hill, A75/17 e R252 sdo capazes de induzir uma
infeccado intracelular persistente cronica nesse tecido ao induzir citélise e fusao
entre as células neurais (GREENE, 2015).

A gravidade, extensdo e evolucdo do quadro da doenca sdo definidas
pela cepa infectante, condicbes do ambiente e estado imune do animal. Um
alto tropismo por células neurais aliado a um resposta imune falha pode causar
desde desmielinizacao até polioencefalomielite severa. O virus se replica em
tecidos linfoides, nervoso e epitelial, sendo excretado nas fezes, saliva, urina e
nos exsudatos respiratério e conjuntival por 60 a 90 dias apos infecdo natural
(PORTELA; LIMA; MAIA, 2017; NELSON; GREENE, 2015; COUTO, 2015).

O virus da cinomose é suscetivel a radiacdo ultravioleta e extremamente
sensivel ao calor e ressecamento, sendo destruido por temperaturas acima de
50 a 60 °C em 30 minutos. Em climas quentes, o VC nao persiste no ambiente
por muito tempo, permanecendo viavel em tecidos excisados ou secre¢des por
pelo menos 1h a 37°C e por até 3h a 20°C. Em contrapartida, o virus

permanece viavel em ambientes frios, com temperaturas préximas ao



congelamento, por semanas e 7 anos em temperaturas de -65°C, explicando a
maior incidéncia da doenca nos periodos frios do ano (GREENE, 2015; VITTO;
GABRIELLE; CANIO, 2008).

Assim como outros virus envelopados, o VC € suscetivel ao éter e ao
cloroférmio, solucdes diluidas de formol, ao fenol e desinfetantes a base de
amonio. Sendo assim, procedimentos de desinfec¢cdo no geral sao eficazes no
controle do VC em canis e hospitais, ndo sendo necessario realizar vazios
sanitarios para seu controle (NARDO, 2018; GREENE, 2015).

1.2 etiologia

A pesar dos cédes domésticos serem os principais hospedeiros do virus,
outros carnivoros podem se infectar, tais como coiote, dingo, guaxinin
(canidae), panda-vermelho (Ailuridae), furdo, lontra (Musteliae), gamba
(Mephitidae), ledo, onca e jaguatirica (felidae), atuando como reservatorios
naturais no meio silvestre (GREENE, 2015).

Com o passar dos anos, 0 numero de espécies hospedeiras tém
aumentado consideravelmente conforme transmissfes virais interespécies e
recombinacdes virais foram ocorrendo, gerando surtos epizoGticos com
mortalidade elevada. Gatos e suinos sédo considerados susceptiveis a doenca,
porém, sem manifestacao clinica. Existem ainda relatos de infeccdo natural em
primatas ndo humanos do velho mundo (Macaca fuscata e Macaca mulatta).
Este fato pode ser explicado por uma possivel mutacdo no gene da
hemaglutinina (PORTELA et al., 2017; GREENE, 2015).

O gene da hemaglutinina transcreve a glicoproteina H no envelope
lipoproteico viral. Esta, juntamente com a glicoproteina F, é responsavel pela
insercdo do mesmo na célula hospedeira através da ligacdo seletiva a
molécula SLAM, desencadeando a imunossupressdo nos animais acometidos.
Sendo assim, este gene tem sido o foco de estudos filogenéticos, moleculares
e epidemiolégicos importantes que envolvem o VC (PORTELA et al., 2017;
GREENE, 2015).



1.3 Patogenia:

1.3.1 infecgé&o sistémica:

Cerca de 24h pés infeccdo (Pl), o virus se multiplica nos macrofagos
teciduais e dissemina-se nessas células através dos linfocitos locais, sendo
levado as tonsilas e linfonodos faringeos e brénquicos via circulacao linfatica,
local onde ocorre a replicagdo viral primaria. (GREENE, 2015; NELSON;
COUTO, 2015).

Nos primeiros 2 a 4 dias PIl, ocorre um aumento na carga viral nas
tonsilas e linfonodos retrofaringeos e brénquicos, entretanto, o nimero de virus
presentes em outras células mononucleares encontradas em outros 6rgaos
linfoides tende a diminuir nesse periodo. (GREENE, 2015).

A multiplicacdo viral nos foliculos linfoides do bacgo, tecido linfatico
associado a lamina propria do estbmago e intestino delgado, linfonodos
mesentericos e células hepaticas de Kupffer ocorre do quarto ao sexto dia PI.
Concomitantemente, ocorre uma leucopenia e pico febril entre o 3 e 6 dias PI
devido a proliferacao viral disseminada nos tecidos linfoides. A leucopenia se
deve a uma linfopenia causada pelo dano viral as células B e T. Estudos
demonstram ainda que o dano celular € mais acentuado e duradoro nos
linfocitos TCD4+ que nos TCD8+, explicando a presenca dos mesmos em
lesbes agudas do SNC (GREENE, 2015; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN,
2005).

A imunossupressao causada nos animais esta relacionada com a queda
na producdo da interleucina-1 (IL-1) pelos macrofagos e mondcitos e no
aumento da sintese da prostaglandina-E2 (PGEZ2), um agente imunossupressor
gue inibe a sintese das interleucina 2 e 12 e do interferon-gama (IFN- y) pelos
linfocitos Thl, diminuindo atividade monocitica de apresentacdo antigénica,
gue leva a uma queda na diferenciacdo dos linfocitos B, formacdo de
plasmacitos e producdo de imunoglobulinas no organismo do animal (NARDO,
2018)

Acredita-se que a via hematégena seja a responsavel pela disseminacéo
do virus para os tecidos nervoso e epitelial. Macrofagos infectados seguem de
volta ao coracéo via linfaticos, onde entram na circulagédo sistémica como uma
viremia associada a células mononucleares, ocorrendo entre o0 oitavo e nono

dias PI, periodo esse que corresponde ao inicio da eliminagéo viral em todas



as secrecdes do corpo, mesmo em animais com infecgbes subclinicas
(GREENE, 2015; NELSON; COUTO, 2015).

A magnitude das alteragbes clinicas, bem como os tecidos afetados
dependem da cepa e do estado imune do animal. Cées ndo vacinados
previamente sdo suscetiveis a doenca em qualquer estagio da vida, entretanto,
existe uma maior prevaléncia em filhotes entre 3 e 6 meses de idade, periodo
gue corresponde a queda de anticorpos maternos adquiridos através do
colostro (NELSON; COUTO, 2015).

Animais imunossuprimidos apresentam uma disseminacdo viral para
varios tecidos, incluindo pele, glandulas exdcrinas e enddcrinas e para 0s
epitélios dos tratos respiratorio, geniturinario e gastrointestinal por volta de 9 a
14 dias Pl. Os sinais clinicos nesses pacientes sao acentuados e graves,
ocasionando uma doenca polissistémica fatal. O virus permanece viavel
nesses individuos até a morte. A sequéncia de eventos patogénicos dependera
da cepa infectante, com duracdo de uma a duas semanas (GREENE, 2015;
NELSON; COUTO, 2015).

Em pacientes com imunidade moderada, o virus se replica nos tecidos
epiteliais por volta de 9 a 14 dias PIl, quando os sintomas clinicos séo
observados. A doenca pode se resolver a medida que a titulacdo de anticorpos
aumenta e o virus € eliminado da maioria dos tecidos. Entretanto, o VC pode
permanecer por longos periodos nos tecidos e neurdnios uveais, além dos
tecidos tegumentares, como 0s coxins plantares (GREENE, 2015; NELSON;
COUTO, 2015).

O anticorpo IgG especifico do VC €& eficaz em neutralizar o virus
extracelular e inibir sua disseminacao intercelular. Sendo assim, por volta dos
14 dias PI, animais com titulacbes de anticorpo anti-VC adequados e
citotoxicidade mediada por células eliminam o virus da maioria dos tecidos
infectados, ndo apresentando manifestacéo clinica da doenca (GREENE, 2015;
NELSON; COUTO, 2015).

Grande parte dos animais infectados desenvolve a infeccdo no SNC,
entretanto, os sinais neuroldgicos da doenca irdo se manifestar em animais
com baixa ou nenhuma protecao imune (NELSON; COUTO, 2015).



1.3.2 Infec¢é&o do sistema nervoso central:

Segundo MANGIA e PAES (2008), foi sugerido por alguns estudos que a
infeccdo no sistema nervoso central (SNC) pode ocorrer precocemente,
durante a fase sistémica da viremia. Este tipo de progressao se da por uma
falha do sistema imune.

O virus associado a plaquetas ou células mononucleares adentra o
parénquima cerebral através de vasos sanguineos finos, depositando-se nos
espacos perivasculares (de Virchow Robin), sendo detectado pela primeira vez
em poddcitos astrociticos perivasculares e, em seguida, nos neurdnios.
Ademais, o virus pode adentrar o SNC através da circulacdo sistémica pelo
plexo cordide do quarto ventriculo, se replicando nas células epiteliais do
mesmo. Virus livres ou associados a linfécitos podem entrar no liquido
cerebrospinal através do plexo infectado, onde se disseminam para estruturas
periventriculares ou subpiais. Tal disseminagédo pode explicar lesbes precoces
em estruturas como os tratos do nervo Optico, o velo medular rostral os
pedunculos cerebelares e a medula espinhal (GREENE, 2015).

Uma via alternativa de entrada do virus no sistema nervoso central
através do nervo olfatério foi verificada em furdes. Durante o periodo de alta
viremia, o VC replica-se macicamente no epitélio da mucosa respiratoria,
passando pela lamina cribiforme, infectando os neurdnios receptores olfatorios,
posteriormente disseminando-se de maneira anterégrada as fibras do nervo
olfatorio. A partir desse ponto, ocorre uma disseminacao viral no sentido caudal
em direcdo a regido do sistema limbico. Entretanto, essa via nao foi
demonstrada em cédes, mas poderia explicar a polioencefalomalacia seletiva a
estruturas rinencefalicas verificada em raros casos (GREENE, 2015; MANGIA;
PAES, 2008)

A forma aguda da encefalite causada pelo VC caracteriza-se por lesédo
viral direta e multifocal nas substancias branca e cinzenta do SNC, podendo
causar desde desmielinizacdo axonal a polioencefalomalacia. Como o virus
induz uma deplecéo linfoide, ocorre pouca ou nenhuma tumefacéo perivascular
no inicio da doenca clinica, entretanto um aumento de células CD8+,
encontradas nas lesdes desmielinizantes e difusamente ao longo do
paréngquima cerebral de cdes acometidos pela cinomose, é observada em

resposta a presenca da proteina do nucleocapsidio viral e ao aumento na



atividade da interleucina-8 (IL-8) (GREENE, 2015; MANGIA; PAES, 2008;
VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005;).

O dando causado a substancia cinzenta pelo VC resulta de uma
infeccdo neuronal e necrose que pode provocar uma polioencefalomalacia. A
desmielinizagdo causada pelo virus esta relacionada com a replicacdo ativa do
nucleocapsidio viral nas células da microglia e da astroglia, ao invés de células
oligodendrogliais. Apesar de néo se replicar diretamente nas células produtoras
de mielina, o estudo demonstrou que a funcdo dos oligondendrécitos foi
prejudicada, possivelmente devido a uma disfungdo metabdlica e degeneracao
morfolégica causada pela infeccao restrita da transcricao viral sem traducéo,
resultando em uma infrarregulacdo da expressdo génica da mielina (DE
NARDO, 2018; GREENE, 2015; MANGIA, PAES, 2008; VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN, 2005)

Foi demonstrado que além de ocorrer um aumento na secrecdo de
citocinas pro-inflamatérias nos focos infectados, o complexo de
histocompatibilidade principal (CHP) de classe Il foi suprarregulado nesses
locais e na substancia branca do SNC, mesmo com o animal imunossuprimido,
induzindo a microglia a liberar radicais livres de oxigénio, causando uma
degradacéao de fosfolipideos na regido cortical, destruicdo da bainha de mielina
e inibicdo de sua sintese, sugerindo que a resposta imune local pode amplificar
a morte celular em decorréncia do virus (DE NARDO, 2018; GREENE, 2015;
MANGIA, PAES, 2008; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005).

A encefalite subaguda a crbnica causada pela cinomose é caracterizada
por uma reducdo na expressao do antigeno e do mRNA viral e forte resposta
imune do hospedeiro, contrastando com a forma aguda da doenca (GREENE,
2015).

Caso a replicacdo viral seja mais rapida que a resposta imune do
animal, o virus pode persistir na substancia branca encefdlica que néao
apresenta lesdes inflamatérias desmielinizantes, ou perifericamente a estas.
Esse mecanismo de persisténcia viral € responsavel pela manifestacdo crénica
da encefalite pelo VC (MANGIA; PAES, 2008)

A encefalite crbnica inicialmente é caracterizada histologicamente por
uma hiperplasia astrocitaria, e proliferagdo microglial na substancia branca, nas

regibes subependiméarias e subpiais e posteriormente pela presenca de



manguitos perivasculares. Os animais que se recuperam da deplecéo linfoide
tem um aumento significativo nas populacgbes de linfécitos T e B, quando
comparados a animais no curso agudo da infeccéo, resultando em infiltrac&o
perivascular por células mononucleares, gerando um  processo
imunopatoldgico que independe do virus (GREENE, 2015; MANGIA e PAES,
2008).

O antigeno viral fica restrito a poucos astdcitos, enquanto a expressao
do CHP classe Il e citocinas pro-inflamatérias por parte da microglia é
aumentado, sendo responsavel pelo infiltrado perivascular. O infiltrado tem
predominio de células CD8+, porém, células B e TCD4+ estao presentes. Tais
células interagem com macroéfagos infectados nas lesées do SNC, que por sua
vez, liberam radicais livres de oxigénio, responsaveis pela destruicdo de
oligondendracitos e mielina. (NARDO, 2018).

Uma alta concentragcdo de anticorpos anti-mielina e células T
sensibilizadas para a mesma estd associada a essa forma da encefalite,
entretanto, acredita-se que isso se deva a uma reacao inflamatoria secundaria
e nao a evolucdo da doenca, amplificando as lesdes pré-existentes, mas néo
sendo a causa base do quadro (GREENE, 2015; MANGIA; PAES, 2008).
Nessa fase, corpusculos de inclusdo virais intranucleares ou
intracitoplasmaticos sdo detectados nos astrocito e em células da superficie
ependimal (MANGIA; PAES, 2008).

A encefalite do cédo idoso (ECI) atinge animais com mais de 6 anos,
sendo uma doenca inflamatéria ativa e progressiva causada pela persisténcia
viral no SNC apods a infeccdo aguda pelo VC. Essa forma € caracterizada por
uma lesdo crénica na substancia cinzenta dos hemisférios e tronco cerebral,
em todo o cortex, nucleo basal, tAlamo e hipotalamo, com presenca de
infiltracdo perivascular disseminada de células T e plasmacitos, proliferacao
difusa da microglia, astrogliose, degeneracao neural, neurofagia, com resposta
imune caracterizada principalmente pela suprarregulacdo da expressdo do
CHP (MANGIA; PAES, 2008)

A polioencefalite com corpusculo de inclusdo € uma variagdo que pode
ocorrer ap0s vacinacdo ou em cdes com inicio subito somente de
manifestagcbes neurologicas da cinomose. Sendo caracterizada por

suprarregulacdo do CHP classe Il, polioencefalite necrosante do tronco



cerebral caudal com predilecdo pelos nucleos pontinos ventrais, manguitos
perivasculares e inclusdes intracitoplasmaticas e intranucleares (GREENE,
2015).

1.4 Epidemiologia:

O VC dissemina-se através de aerossois, goticulas infectantes de
secrecdes e excrecbes corpbreas ou contato direto com o epitélio do trato
respiratério superior de animais acometidos (PORTELA et al., 2017; GREENE,
2015; VITTO; GABRIELLE; CANIO, 2008). Ambientes estressantes com alta
densidade populacional, como canis, hospitais, clinicas e abrigos configuram
um ambiente propicio a disseminagéao viral (PORTELA et al., 2017).

Segundo GREENE (2015), uma transmissdo transplacentaria pode
ocorrer em cadelas virémicas. O periodo de gestacédo o qual se deu a infeccéo
pode provocar aborto, nascimento de natimortos ou filhotes fracos. Os filhotes
gue se infectaram in utero podem desenvolver sinais neuroldgicos da doenca
durante as primeiras 4 a 6 semanas de vida, e caso sobrevivam a tal infecgéo,
podem apresentar um quadro de imunodeficiéncia permanente em decorréncia

do dano as estruturas linféides primordiais.

1.5 Aspectos clinicos:

A manifestacao clinica da cinomose varia dependendo do estado imune
do animal, idade, viruléncia da cepa infectante e condi¢cbes ambientais, sendo
categorizada em trés formas, clinica, subclinica e crénica. Os sintomas mais
comuns na doenca sdo inespecificos, variando entre sintomas respiratorios
(secrecdo nasal, tosse, pneumonia), gastrointestinais (diarreia, voémito,
anorexia), oftalmolégicos (conjuntivite), cutaneos (pustulas, hiperqueratose de
coxins e nariz) e neurologicos (incoordenacéo, ataxia, paresia, mioclonia), que
podem ocorrer concomitantemente ou de forma isolada. Acredita-se que mais
de 50% das infeccdes pelo VC se apresentem na forma subclinica da doenca
(GREENE, 2015; NELSON; COUTO, 2015; VITTO; GABRIELLE; CANIO,
2008).

A forma mais branda da doenca ocorre em animais com imunidade
parcial ao virus, podendo apresentar discreta alteracdo respiratria, aumento

de volume nos linfonodos submandibulares, febre, apatia, secre¢do ocular



mucopurulenta e broncopneumonia com chiados e sibilos (NELSON; COUTO,
2015).

A forma generalizada e grave da doenca pode acometer cdes em
qualquer idade, entretanto, € mais comum em filhotes entre 3 a 4 meses de
idade e em animais sem historico de vacinacdo. Essa forma da doenca
apresenta evolucao rapida, muitas vezes associada a infec¢des secundarias. O
primeiro sintoma € uma conjuntivite serosa ou mucopurulenta discreta seguida
por tosse seca de evolucao rapida a hiumida e produtiva, associada a infeccéo
bacteriana secundéria (GREENE, 2015; NELSON; COUTO, 2015; VITTO;
GABRIELLE; CANIO, 2008).

Anorexia e depressao seguidas de vomitos sdo comuns. Em seguida
ocorre um quadro diarreico com uma consisténcia que varia entre liquida a
mucossanguinolenta, podendo ser seguida por tenesmo e intussuscepcao,
somando-se a adipsia causada pela doenca, pode levar a um quadro grave de
desidratacdo e emaciacdo. Muitas vezes, a febre inicial passa-se despercebida
nesses casos (GREENE, 2015; NELSON; COUTO, 2015; VITTO; GABRIELLE;
CANIO, 2008).

As alteracbes neurolégicas possuem carater invariavelmente
progressivo, dependendo da area do SNC afetado e estado imune do animal,
apresentando-se como hiperestesia, convulsfes focais ou generalizadas,
paresias, mioclonia, doenca vestibular ou cerebelar. O prognéstico e a
recuperacado da infeccéo estédo atrelados a gravidade do quadro neurolégico do
animal (GREENE, 2015, NELSON; COUTO, 2015, MANGIA, PAES, 2008;).

A encefalite aguda acomete normalmente animais jovens ou
imunossuprimidos, sendo caracterizada por lesdo viral multifocal direta nas
substancias branca e cinzenta do SNC, ocorrendo inicialmente no curso da
infeccdo (NARDO, 2018, MANGIA; PAES, 2008).

A encefalite multifocal cronica se manifesta em animais de 4 a 6 anos de
idade, ndo sendo necessariamente precedida ou coincidindo com o quadro
sistémico da cinomose. (NARDO, 2018, MANGIA; PAES, 2008)..

A encefalite do céo idoso (ECI) é uma doenca inflamatodria, progressiva e
cronica relacionada ao VC, acometendo animais imunocompetentes, com mais
de 6 anos que possuem uma persisténcia viral no SNC em forma de replicacao

defeituosa. Os sinais clinicos mais comuns sdo andar em circulos, pressionar a
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cabeca contra a parede e dificuldade visual (NARDO, 2018; GREENE, 2015;
NELSON; COUTO, 2015; MANGIA; PAES, 2008).

1. 6 Diagnéstico

Na rotina clinica, o diagnostico da cinomose se d& pelo histérico clinico
do animal. A ndo ingesta de colostro ou néo vacinagéo, para filhotes entre 3 e 6
meses de idade, apresentando sintomatologia compativel com a cinomose é
geralmente suficiente para confirmar a suspeita. O quadro generalizado grave
possui sinais clinicos distintos o suficiente para estabelecer um diagnéstico
presuntivo, entretanto, a sintomatologia respiratéria em animais mais velhos
pode ser confundida com outras doencas respiratérias (GREENE, 2015;
NELSON; COUTO, 2015).

Os exames de rotina clinica também possuem relevancia na
confirmagédo da suspeita. A linfopenia e trombocitopenia discretas sdo achados
consistentes no hemograma. Pleocitose mononuclear por IgG e aumento de
proteina séo verificados na andlise do liquido cefalorraquidiano, entretanto,
este ndo é um achado patognomdnico da infeccdo pelo VC e nem todos os
animais vao apresentar esta alteracdo, revelando somente que o paciente
possui uma inflamacdo no SNC (GREENE, 2015; NELSON; COUTO, 2015)

O diagnostico da cinomose € realizado com identificacdo de inclusdes
virais por exame citolégico, visualizacdo de anticorpos em testes de
imunoflorescéncia e isolamento viral. A deteccdo de antigenos do VC
provenientes de amostras do epitélio do coxim plantar, tecido uveal e pele
podem ser detectadas por até 60 dias em ensaios imunocitolégicos (GREENE,
2015; NELSON; COUTO, 2015).

O exame de transcriptase reversa da reacdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR) possui boa especificidade e sensibilidade, permitindo a identificacéo
do RNA viral em amostras de sangue periférico, liquido cefalorraquidiano ou
raspado conjuntival em animais apresentando a fase sistémica ou neuroldgica
da doenca, entretanto, esse método ndo é capaz de diferenciar a cepa viral
virulenta da vacinal, portanto, a interpretagcédo do resultado positivo deve ser
acompanhada pelo histérico compativel do animal (GREENE, 2015; NELSON;
COUTO, 2015).
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Outra possibilidade para o diagnéstico da cinomose sao exames
imunocromatogréficos, sendo considerados como testes rapidos. As amostras
podem vir de swabs nasais, conjuntivais ou soro sanguineo. O teste baseado
na deteccdo do antigeno viral é preferivel quando comparado ao de deteccédo
de anticorpo, pois resultados falso-positivos podem ser diagnosticados em
animais previamente vacinados e, a depender do estagio da doenca, o animal
pode nao ter desenvolvido resposta imune, gerando um resultado falso-
negativo. Todavia, a detec¢cdo do antigeno viral € mais eficaz no curso crénico
da doenca, sendo esse método mais confiavel que a demonstracdo de
corpusculos de incluséo no tecido do SNC para confirmar encefalite decorrente
do VC (RANNO; ALENCAR, 2018; GREENE, 2015).

1. 7 Tratamento

Assim como outras infecc¢des virais, o tratamento do VC baseia-se em
suporte sintomatico, combatendo eventuais infeccbes secundarias e
melhorando a qualidade de vida do animal (GREENE, 2015).

Quadros gastroentéricos sdo comuns nessa afeccédo, portanto uma
terapia de suporte com uso de antieméticos parenterais, fluidoterapia,
suplementacdo vitaminica, protetores estomacais, nutricio especifica e
antibidticoterapia em casos de afeccdes secundarias € recomendado
(PORTELA et al., 2017; GREENE, 2015; NELSON e COUTO, 2015).

Em caso de afeccBes do sistema respiratorio superior, 0S animais
devem ser mantidos em ambientes limpos e aquecidos. A pneumonia
geralmente esta associada a uma infeccdo bacteriana secundaria, sendo
necessaria uma antibioticoterapia de amplo espectro, uso de expectorantes,
broncodilatadores e nebulizacdo. (PORTELA et al., 2017; GREENE, 2015).

A ribavirina, uma droga antiviral analoga a guanosina, inibe a replicacéo
viral in vitro de alguns RNA e DNA-virus, como Hepervirus, Poxvirus, Reovirus,
Togavirus e Paramyxovirus. Seu espectro de acdo in vivo, é limitado aos
Herpesvirus, Influenza, Parainfluenza, Paramyxovirus do Sarampo e
Adenovirus (MANGIA et al., 2014).

MANGIA et al. (2008), sugeriram a ribavirina como opcéo de tratamento
da fase neuroldégica da doenca em associacdo com dimetil-sulfoxido (DMSO),

na dose de 30mg/Kg, via oral, a cada 24h, durante 15 dias, apresentando
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atividade efetiva contra o virus. Entretanto, sua utilizagdo carece de mais
estudos, pois foi demonstrado que seu uso pode induzir efeitos colaterais na
medula 6ssea e nos sistemas imune e gastrointestinal dos pacientes.

O tratamento do quadro neurolégico pode ser menos compensador, pois
a encefalite multifocal apresenta um carater progressivo, sendo assim, o animal
nao se recupera totalmente, podendo apresentar sinais neurolégicos pelo resto
da vida. Em quadros convulsivos, o diazepam parenteral pode ser utilizado
para retirar o animal do estado epiléptico e o fenobarbital pode ser usado para
posterior manutencdo. Em casos de edema cerebral, glicocorticoides séo
recomendados (FREIRE; MORAES, 2019; GREENE, 2015).

Terapias complementares como fisioterapia e acupuntura foram
sugeridas para a reabilitacdo e melhora na qualidade de vida dos pacientes
gue possuem sequelas neurologicas da cinomose, apresentando bons
resultados nos casos de incontinéncia urinaria, paresias e paralisias, atrofias
musculares e retencdes fecais e urinarias (FREIRE; MORAES, 2019).
Adicionalmente, a terapia celular com o uso de células tronco foi sugerida como
opcao de tratamento em casos de doencas inflamatdrias e degenerativas,
alcancando resultados satisfatorios nos estudos realizados (BALDOTTO, 2019;
BRITO et al., 2015; MONTEIRO, 2017; SANTOS et al., 2019).

2 Células Tronco:

Células tronco séo definidas como células primitivas e indiferenciadas,
com grande capacidade de proliferacdo e autorrenovacdo, sem distincdo de
aspectos morfoldgicos e responsivas a estimulos externos que as induzem a se
diferenciar em diversos tipos de linhagens celulares (MAZZARELLA et al.,
2016; PEREIRA, 2008; GRINFELD; GOMES, 2004).

Sua categorizacao se da em relacdo ao seu potencial de diferenciacao,
podendo ser totipotentes, que podem se diferenciar em todas as células ou
tecidos do organismo, encontradas no zigoto, pluripotentes, podendo originar a
maioria das células do organismo, sendo encontradas no embrido e
multipotentes, que originam um nimero limitado de células, restritas a camada
germinativa, sendo encontradas em diversos tecidos adultos, como na gordura,
MO e epitélio olfatério (MAZZARELLA et al.,, 2016; PEREIRA, 2008;
GRINFELD; GOMES, 2004).
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Células tronco embrionarias (CTE) séo células pluripotentes originadas a
partir da massa celular interna do embrido, com capacidade de multiplicacédo
indefinida e manutencdo de seu estado indiferenciado sob condigbes
apropriadas de cultivo em laboratério (PEREIRA, 2008).

Tal capacidade de multiplicacdo in vitro representaria uma enorme
vantagem na terapia celular, como uma fonte virtualmente inesgotavel de
células tronco, se ndo houvesse barreiras éticas, de utilizar embrides para sua
obtencdo e de seguranca, por sua capacidade de originar teratomas quando
implantadas em seu estado indiferenciado diretamente em pacientes. Devido a
isso, o tratamento com as CTE se voltou para a obtencdo de células
diferenciadas a partir de células embrionarias, entretanto, esse tipo de terapia
levanta ainda outras questdes como a possibilidade de rejeicdo por parte do
hospedeiro (PEREIRA, 2008).

As células tronco adultas (CTA) séo células mesodermais, multipotentes,
indiferenciadas, com capacidade de multiplicacéo e diferenciacéo limitadas. (B
MONTEIRO, 2017; BYDLOWSKI et al., 2009).

Tais células estdo presentes em varios tecidos, como medula éssea
(MO), tecido adiposo, parénquima de orgaos e tecido muscular, sendo capazes
de se diferenciar em linhagens celulares necessarias no processo de
reparacdo tecidual, tal como adipogénica, osteogénica, condrogénica,
neurogénica, nefrogénica e cardiomiogénica (MONTEIRO, 2017a; MONTEIRO
et al., 2010b).

Durante anos acreditou-se que as células tronco adultas possuiam um
potencial de diferenciacéo limitado ao local em que se encontram, por exemplo,
CTAs presentes na medula éssea s6 se diferenciam em linhagens sanguineas,
osteogénica, adipogénica ou condrogénica. Entretanto, foi demonstrado em
varios estudos que células tronco advindas da medula 6ssea, as células tronco
mesenquimais (CTM), podem originar linhagens diferentes, como cardiogénica
e neurogénica, o que possibilitou a expansdo de seu potencial terapéutico
devido a facil obtencédo, cultura e aplicabilidade clinica (MONTEIRO et al.,
2010)
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2.1 Obtencéao e culturadas CTM

As células tronco mesenquimais representam uma pequena parcela das
células presentes na medula éssea, cerca de 0,001 a 0,01% da populagéo
total, sendo obtidas a partir de aspirado da crista iliaca superior, tibia, fémur e
das regifes toracica e lombar da coluna cervical (BERTINE; ARAUJO, 2009).

Essas células podem ser isoladas de varias maneiras, entretanto, o mais
utilizado é a separacdo por gradiente de concentracdo para a obtencdo de
células mononucleares. As células obtidas sdo cultivadas em meio contendo
soro fetal bovino, onde as CTM se aderem ao plastico juntamente com algumas
células de linhagem sanguinea, entretanto as segundas sdo removidas com o
tempo e trocas de meios de cultura. Ao final da separacdo obtém-se uma
cultura homogénea, contendo células fibroblastéides de formato fusiforme, com
capacidade de autorrenovacdo e diferenciacdo em linhagens distintas
(MONTEIRO et al., 2010; BYDLOWSKI et al.,2009).

As CTM nédo possuem marcadores especificos de membrana para sua
imunofenotipagem, portanto alguns marcadores inespecificos sdo utilizados
para sua caracterizacdo, como CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD106,
CD166, Stro-1 e Sca-1. Adicionalmente, as células ndo podem expressar em
sua superficie marcadores de linhagens hematopoiéticas e endoteliais, como
CD11b, CD14, CD31, CD79, CD19, HLA-DR, CD33 e CD45 (MONTEIRO et al.,
2010; BYDLOWSKI et al.,2009).

Aceita-se que a caracterizacdo de uma cultura de CTMs se dé pela
juncdo de trés fatores, aderéncia ao plastico em cultura, capacidade de se
diferenciar em linhagens condrogénica, adipogénica e osteogénica, além da
presenca dos marcadores celulares CD105, CD73 e CD90 e auséncia de
expressdo de marcadores hematopoiéticos em suas superficies (MONTEIRO et
al., 2010; BYDLOWSKI et al.,2009).

2.2 Acao das células tronco no sistema nervoso central:

O potencial terapéutico das CTM deve-se a sua capacidade de
diferenciacdo em linhagens celulares especializadas, efeito paracrino e
imunomodulatorio, além de migrarem para o sitio de inflamagé&o, recrutando as
células tronco do local afetado a se diferenciarem e regenerarem o tecido

acometido. O transplante pode ser feito diretamente no local lesado, como em
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fraturas 0sseas, articulares e lesfes no sistema nervoso central, atraveés da via
intratecal. Entretanto, as vias endovenosa e subcutanea podem ser utilizadas
devido a capacidade das células de migrar aos sitios de inflamac¢éo no corpo
do animal, representando uma vantagem em seu uso clinico por permitir uma
abordagem néo invasiva nos pacientes (BALDOTTO, 2019; MONTEIRO;
ARGOLO NETO; CARLO, 2010; BERTINE; ARAUJO, 2009; BYDLOWSKI et
al.,2009; GRINFELD; GOMES, 2004).

No tratamento de afecgbes do sistema nervoso central, as CTM agem
de maneira semelhante a células responsaveis pela resposta inflamatéria,
sendo atraidas quimiotaticamente ao local da lesdo pelos mediadores
inflamatorios, secretados localmente por mondcitos e macrofagos,
atravessando a barreira hemato-encefalica, se alojando em locais préximos a
lesdo (CHOPP; LI, 2002).

CHOPP e LI (2002) realizaram um estudo sobre a acdo das CTM no
tecido neural lesionado. Foi demonstrado que a regeneracdo tecidual em
modelos de infarto e injuria neural, ndo se da por uma diferenciacdo em células
neurais propriamente ditas, pois o0 numero de células que se diferenciaram pés
implante ndo corresponde aos efeitos observados. Uma teoria mais razoavel é
gue a secrecdo de fatores de regeneracdo celular provenientes das CTM
induzem o tecido neural a ativar vias endogenas proprias de reparacao
tecidual.

O efeito terapéutico das CTM é considerado multifatorial, elas séo
capazes de produzir fatores de crescimento especificos para o local da injuria
tecidual, promovendo a regeneracado local, previnem a apoptose dos tecidos
proximos a lesdo, promovem angiogénese e tém um efeito imunomodulatério.
No caso do SNC, foi demonstrado que elas secretam fatores neurotréficos
como o NGF (nerve growth factor [do inglés]) e BNDF (brain-derived neutrophic
factor [do inglés]), estimulando a neurogénese, VEGF, um agente angiogénico,
TGF-B (transforming growth factor f [do inglés]), responsavel por reparacéo
tecidual e expressam a molécula de adeséao celular neuropilina (RIBEIRO et al.,
2017; CHOPP; LI, 2002).

Apés injuria, o tecido nervoso apresenta caracteristicas de estagios
iniciais de desenvolvimento, o que o torna altamente responsivo ao estimulo

promovido pelas CTM. Lesbes no SNC amplificam a neurogénese em
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determinadas areas, como zona subventricular, adjacente aos ventriculos
laterais e o plexo cor6ide. Os fatores tréficos e de crescimento secretados
pelas MSC estimulam essas é&reas a gerar novas células neurais e sua
migracdo para o local afetado, promovendo neurogénese, sinaptogénese e
arborizacdo dendritica. Logo, as CTM provém 0S recursos necessarios a
regeneracao tecidual no SNC através de sua acdo paracrina (CHOPP; LI,
2002).

3. Uso de células tronco mesenquimais no tratamento de sequelas

neuroldégicas da cinomose canina

Diante da acdo benéfica ao SNC, o tratamento de sequelas neuroldgicas
da cinomose foi estudado por diversos autores, obtendo bons resultados com
relacdo a melhora da qualidade de vida dos pacientes. O tratamento
preconizado consiste no transplante de CTM alogénicas uma a trés vezes, via
endovenosa ou intratecal, com avaliacbes dos quadros neurologicos dos
animais no MO, correspondente ao periodo prévio ao tratamento, M1, M2 e M3,
correspondentes as aplicacbes das CTM, variando entre o0s estudos
(BALDOTTO, 2019; SANTOS et al., 2019; BRITO, 2015).

SANTOS (2019) utilizou o protocolo de trés aplicacdes intravenosas,
com intervalo de 30 dias entre cada uma em dez cdes que apresentavam
sequelas neuroldgicas. Trinta dias apos a primeira aplicacdo, os resultados
benéficos ja foram observados nos animais, que apresentaram melhora no
apetite, nos quadros gastrointestinal, respiratério, ocular, diminuicdo da
mioclonia e melhor sustentacdo dos membros pélvicos. Desses, 7
apresentaram normalizacdo dos sintomas, enquanto 3 ainda apresentavam
leve mioclonia, porém com boa atividade motora apdés a terceira aplicacao

BALDOTTO (2019) avaliou a seguranca e eficacia do tratamento com
células tronco aplicadas via intratecal em 10 animais em dose unica. Os
animais foram submetidos a anestesia geral para realizar o exame de
ressonancia magnética, coleta de liquor para avaliacdo de presenca de
citocinas pro inflamatoérias e aplicacdo das células tronco. Trinta dias apds, 0s

animais passaram por exame clinico, neuroldgico, ressonancia magnética,
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além dos exames de sangue, bioquimicos e andlise do liquido
cefalorraquidiano. Os resultados obtidos demonstraram que houve pouca
reacao local a aplicacdo das CTM e foi observado uma melhora no quadro do
animal, demonstrando que essa via € segura e eficaz.

Os resultados obtidos nos estudos confirmaram que 0s animais
apresentaram uma melhora no quadro neurolégico, com melhoria na
deambulacédo, paresia de membros e propriocep¢ao apds a primeira aplicacao
das CTM sem apresentarem reacdes significativas, demonstrando que 0 uso
de células tronco mesenquimais representa uma alternativa viavel e segura no
tratamento de sequelas neuroldgicas da cinomose.

Entretanto, vale ressaltar que a eficacia do mesmo esta atrelado a
fatores como periodo da doenca, pois a fase virémica diminui sua eficacia e
cronicidade das lesdes, quanto mais cedo o tratamento for instaurado,
melhores sdo os resultados obtidos (BALDOTTO, 2019; SANTOS et al., 2019;
BRITO, 2015).
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Concluséo

Diante do exposto, pode-se concluir que o uso de células tronco
mesenquimais é eficaz no tratamento de sequelas neuroldgicas da cinomose,
melhorando a qualidade de vida dos animais e de suas familias. Entretanto, os
mecanismos pelos quais as CTM exercem sua agdo regenerativa ainda
carecem de mais estudos para serem completamente compreendidos. Além
disso, a associacdo da terapia celular com terapias alternativas, como a
fisioterapia e acupuntura pode promover um efeito benéfico ainda maior na

gualidade de vida dos pacientes.
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