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Resumo

A sindrome de meningite-arterite responsiva aos corticosterdides (MARC) é uma das doengas mais
frequentemente diagnosticadas em cdes que apresentam hiperestesia cervical. Nos ultimos anos
foram investigados meios de diagndstico especificos que permitem o diagndstico definitivo da
doenca. O objetivo do presente artigo de revisdo é resumir a atualidade na abordagem diagndstica e
apresentar novos biomarcadores com potencial de diagndstico especifico e com acesso ndo invasivo.

O exame de estado geral dos animais afetados é a primeira etapa do diagndstico: queixa de
hiperestesia cervical, associada a pirexia e altera¢cbes hematoldgicas (leucocitose, neutrofilia e/ou
monocitose) sdo bons indicadores de MARC. Juntamente com os achados do exame fisico, o nivel da
concentragdo da proteina C reativa no sangue é um bom indicador de inflamacdo sistémica, que deve
ser relacionado com os achados de imagiologia. Na Ressondncia Magnética (RM) observa-se realce
das meninges, assim como da membrana sinovial das facetas articulares vertebrais e dos musculos
paravertebrais. Este exame complementar permite ainda excluir outros diagndsticos diferenciais,
como extrusdo do disco intervertebral, e detetar hemorragias intra ou extramedulares. A
identificacdo de um padrao de alteragdo na ressonancia magnética, assim como alteragdes sugestivas
no liquido cefalorraquidiano, no soro e no hemograma, podem permitir distinguir a MARC de outras
meningites assépticas. No futuro, a utilizagdo de novas técnicas de diagndstico como o doseamento
da concentracdo de microRNA, o doseamento e a especificidade das imunoglobulinas e a
identificacdo de redes extracelulares de neutrdfilos no liquido cefalorraquidiano e soro, podem

auxiliar o diagnéstico de MARC com recurso a métodos menos invasivos.

Palavras-chave:

biomarcadores, imagiologia, MARC, meningite, sinais clinicos, teste diagndstico.
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Abstract

Steroid-responsive meningitis-arteritis (SRMA) syndrome is one of the most frequently diagnosed
diseases in dogs presenting with cervical hyperesthesia. In recent years, specific diagnostic methods
have been investigated to enable a definitive diagnosis of the disease. The aim of this review article is
to summarize the current diagnostic approach and to present new biomarkers with specific diagnostic
potential with non-invasive access.

The general examination of affected animals is the first step of diagnosis: cervical hyperesthesia,
associated with pyrexia and hematological changes (leukocytosis, neutrophilia, and/or monocytosis),
are good indicators of SRMA. Along with physical examination findings, the concentration levels of
C-reactive protein in the cerebrospinal fluid are good indicators of systemic inflammation, which must
be correlated with imaging findings.

In Magnetic Resonance Imaging (MRI), enhancement of the meninges, as well as the synovial
membrane of the vertebral articular facets and the paravertebral muscles, can be observed. This
imaging modality also allows for the exclusion of other differential diagnoses, such as intervertebral
disc extrusion, or to detect intra- or extramedullary hemorrhages. The identification of changes in
MRI, cerebrospinal fluid (CSF), serum and complete blood count, may help distinguish SRMA from
other aseptic meningitis.

In the future, the use of new diagnostic techniques, such as microRNA concentration, the
measurement and specificity of immunoglobulins, and detection of extracellular traps of neutrophils

in cerebrospinal fluid (CSF) and serum, may aid the diagnosis of SRMA using less invasive methods.

Key words:

biomarker, clinical signs, diagnostic imaging, diagnostic test, meningitis, SRMA.

Modelo 62/P02/R0-23

Sistema Interno de Garantia da Qualidade




euvg

1. INTRODUGAO

A sindrome de meningite-arterite responsiva aos corticosterdides (MARC) é uma das formas de
meningite imunomediada que afeta cdes (Gongalves et al., 2022). Especificamente, a MARC integra o
grupo das meningoencefalites ndo infeciosas, juntamente com a meningoencefalite eosinofilica e as
meningites idiopaticas. Estas Ultimas incluem a meningoencefalomielite granulomatosa, a
leucoencefalite necrosante e a meningoencefalomielite necrosante, entidades que frequentemente
partilham sinais clinicos semelhantes, como pirexia e altera¢Ges neuroldgicas diversas, secundarias a
inflamacdo do sistema nervoso central (Cornelis et al., 2018).

Apesar da sua fisiopatologia ainda ndo estar completamente esclarecida, a MARC é descrita na
literatura como resultante de uma resposta imunitaria aberrante (Tipold & Schatzberg, 2010), dirigida
contra estruturas do sistema nervoso central, desencadeando inflamacdo das leptomeninges e dos
vasos sanguineos associados (Tipold & Stein, 2010; Gredal, 2017 ). Trata-se de uma das meningites
imunomediadas com maior prevaléncia em cdes, como demonstrado por Gongalves et al. (2022) num
estudo retrospetivo realizado em duas instituices de referéncia no Reino Unido ao longo de 10 anos.
Nesse estudo, 83,6% das meningites identificadas foram de origem imunomediada e apenas 16,4% de
origem infeciosa. Entre as primeiras, 47,5% foram classificadas como meningites idiopaticas e 30,7%
como MARC (Gongalves et al., 2022).

Estd descrita uma predisposicao racial para o desenvolvimento de MARC, sendo as ragas Beagle,
Boxer e Pastor de Berna as mais frequentemente afetadas (Tipold & Schatzberg, 2010; Gredal, 2017).
Outras ragas, como Retriever da Nova Escdcia, Weimaraner, Springer Spaniel Inglés, Golden Retriever
e Griffon de Korthals, também apresentam maior suscetibilidade ( Lowrie et al., 2009; Lau et al.,
2019; Hilpert et al., 2020). A doenga ocorre predominantemente em cdes jovens, com idade média de
aproximadamente 11 meses (Gongalves et al., 2022), e embora ndo de forma universal, tem sido
descrita uma predisposicdo do sexo masculino (60%) relativamente ao feminino (40%) (Biedermann
et al., 2016; Gredal, 2017; Hilpert et al., 2020).

Os diagnésticos diferenciais da MARC incluem extrusdo e protrusdo dos discos intervertebrais,
meningite idiopatica, siringomielia (SM), espondilomielopatia cervical, subluxacdo atlantoaxial,
fraturas e luxa¢es vertebrais, neoplasias (Grapes et al., 2020), bem como poliartrite imunomediada

(PAIM) (Indzhova et al., 2023).
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Dada a inespecificidade das alteracGes clinicas, laboratoriais, do liquido cefalorraquidiano (LCR) e
imagioldgicas, o diagndstico da MARC continua a representar um desafio. Atualmente, baseia-se
numa abordagem integrativa que combina a presenca de sinais clinicos sugestivos (como febre e
hiperestesia cervical, frequentemente na auséncia de défices neuroldgicos), alteragdes hematoldgicas
(leucocitose, neutrofilia e/ou monocitose) (Grapes et al., 2020), elevagdo da proteina C reativa (pCr),
analise do LCR (pleocitose neutrofilica ou monocitica, hiperproteinorraquia e aumento da pCr), e
ressonancia magnética (RM) cervical e/ou encefalica (Gredal, 2017).

O tratamento é baseado na administracdo de corticosterdides com prednisolona em dose
imunossupressora iniciando com 2mg/kg e diminuindo progressivamente de 5 a 7 meses (Gredal,
2017). O progndstico para cdes que desenvolvem a forma aguda da doencga é bom se for identificado
e tratado rapidamente. Em caso de MARC crénico o progndstico sera reservado (Tipold & Schatzberg,
2010)

Nos ultimos anos, diversos estudos tém procurado caraterizar melhor os parametros atualmente
utilizados, nomeadamente as alteracdes na RM e no LCR, avaliando a sua sensibilidade e
especificidade. Paralelamente, tém sido investigados novos biomarcadores que possam proporcionar
métodos diagndsticos mais especificos, sensiveis, acessiveis e menos invasivos. A identificacdo de
marcadores mensuraveis em amostras de sangue ou urina poderd vir a reduzir a necessidade da
colheita de LCR, um procedimento invasivo e ndo isento de risco.

Neste contexto, o presente artigo de revisdao tem como objetivo realizar uma andlise abrangente e
atualizada do estado da arte no diagnéstico da MARC em cdes, destacando os avangos recentes, os
desafios persistentes e as perspetivas futuras para a identificacdo de métodos diagndsticos mais

fiaveis, precoces e seguros.

2. ESTADO DA ARTE NO DIAGNOSTICO DE MENINGITE-ARTERITE RESPONSIVA A
CORTICOSTEROIDES
2.1 ANAMNESE E SINAIS CLINICOS

O Beagle, o Boxer e o Pastor de Berna sdo ragas para as quais a literatura reporta, desde ha varios
anos, uma predisposicdo significativa para a meningite-arterite responsiva a corticosterdides (MARC)
(Tipold & Schatzberg, 2010; Gredal, 2017). Outras ragas tém sido também identificadas como

predispostas, embora com variagles entre estudos, nomeadamente o Retriever da Nova Escécia, o
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Weimaraner, o Springer Spaniel Inglés, o Golden Retriever e o Griffon de Korthals ( Lowrie et al.,
2009; Lau et al., 2019; Hilpert et al., 2020).

A MARC ocorre tipicamente em cdes jovens, sendo que cerca de 95% dos casos ocorrem em animais
com menos de dois anos de idade, com uma idade média reportada entre os 8,5 e os 11 meses (
Lowrie et al., 2009; Lau et al., 2019; Gongalves et al., 2022). Em contraste, nas meningites idiopaticas
os primeiros sinais clinicos tendem a manifestar-se mais tardiamente, com uma média de idade de
inicio em torno dos 52 meses (Gongalves et al., 2022). Embora n3o exista uma predisposi¢ao sexual
inequivoca, vdrios estudos indicam uma maior prevaléncia em cdes do sexo masculino, que
representam entre 58% e 70% dos casos (Biedermann et al., 2016; Gredal, 2017; Hilpert et al., 2020 ).
Importa salientar que Grapes et al. (2020) ndo identificou qualquer relacdo entre o estado
reprodutivo do animal e o risco de desenvolvimento da doenga.

Os dados obtidos na consulta clinica, incluindo a anamnese e o exame fisico, sdo determinantes para
a formulacdo da hipdtese diagndstica. A MARC pode apresentar-se sob uma forma aguda ou crénica,
sendo que a hiperestesia cervical é o sinal clinico mais frequentemente reportado. Em diversos
estudos retrospetivos, todos os cdes diagnosticados com MARC apresentaram este sinal,
frequentemente acompanhado por altera¢des posturais ou dificuldades de locomogéao (Lowrie et al.,
2009; Lau et al., 2019). Adicionalmente, Gongalves et al. (2022) observou que a presenga de
hiperestesia cervical ndo estd associada a meningite idiopatica, o que reforca o seu valor diagndstico
em relacdo a MARC.

A pirexia é outro achado comum, presente em 60 a 65,6% dos casos, de acordo com Lowrie et al.
(2009) e Lau et al. (2019). Grapes et al. (2020) reportaram uma forte correlagao entre temperatura
corporal superior a 39,5 °C e o diagndstico de MARC, com uma sensibilidade de 81% e especificidade
de 97,5%. Este autor concluiu que cdes com MARC tém 63 vezes mais probabilidade de apresentar
febre do que aqueles com poliartrite imunomediada (PAIM). Gongalves et al. (2022) reforca esta
evidéncia, referindo que a presencga de pirexia é significativamente mais frequente na MARC do que
na meningite idiopatica. No entanto, a auséncia de febre nao exclui o diagndstico, dado que, segundo
Remelli et al. (2022), aproximadamente 25% dos cdaes com MARC ndo apresentavam pirexia aquando
do diagnéstico.

Na fase aguda, a maioria dos cdes com MARC ndo apresenta défices neuroldgicos. A presenca de
alteragbes neuroldgicas focais ou multifocais aumenta a suspeita de outras causas inflamatdrias,

como as meningites idiopaticas ou infeciosas (Gongalves et al., 2022). Para além da hiperestesia
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cervical e da febre, podem ser observados sinais menos frequentes, incluindo dor toracolombar,
tremores, vomitos, diarreia, alteragdes da micgdo, anorexia, conjuntivite, défices proprioceptivos,
sindrome de Horner e sinais vestibulares periféricos (Lowrie et al., 2009; Lau et al., 2019).

Na forma crénica, podem desenvolver-se défices neuroldgicos associados a leses na medula espinal,
embora esta evolucdo seja mais tipica de meningites idiopaticas. Em casos raros, esta descrita
hemorragia do espaco subaracnoide, resultando em paresia ou plegia (Tipold & Stein, 2010). Ainda
assim, a presenca de sinais neuroldgicos crénicos é mais frequentemente observada em casos de

meningite idiopatica ou infeciosa do que na MARC (Gongalves et al., 2022).

2.2 EXAMES COMPLEMENTARES
2.2.1 Andlises sanguineas

2.2.1.1 Hematologia e bioquimica

Leucocitose neutrofilica é frequentemente reportada em casos de MARC, atingindo 85% a 90% dos
casos em varios estudos (Lowrie et al., 2009; Rose & Harcourt-Brown, 2013; Lau et al., 2019).
Adicionalmente, foram detetados neutréfilos em banda, monocitose e eosinopenia em 47%, 90% e
43% dos casos respetivamente. Anemia ndo regenerativa e linfocitose sdo alteragdes referidas com
menor frequéncia (Lowrie et al., 2009; Rose & Harcourt-Brown, 2013).

O estudo do Grapes et al. (2020) apoia estes resultados e, fazendo a comparagao com a PAIM, conclui
que as duas doencas tém a capacidade de provocar leucocitose, neutrofilia e/ou monocitose,
contrariamente, por exemplo, a extrusdo do disco intervertebral.

O estudo de Grapes et al. (2020) relata sensibilidades e especificidades mais elevadas para a pirexia,
em comparag¢do com as alteragdes hematoldgicas. Este estudo também estimou sensibilidade e
especificidade para a presenca de sinais clinicos em associacdo: a associacdo de uma alteracao
hematoldgica, qualquer que seja, com hiperestesia cervical sem alteragdes neuroldgicas tem uma
sensibilidade de 65% e uma especificidade de 92,9% para a detecdo de MARC; se foram associadas
pirexia com hiperestesia cervical sem altera¢des neuroldgicas a probabilidade de MARC é maior do
gue para a primeira associacdo referida; se for o conjunto das trés alteracGes (pirexia, alteracdo
hematoldgica e hiperestesia cervical sem alteragdo neuroldgica), a sensibilidade serd de 55% e a

especificidade de 99,5%. Em caso da presenca das trés alteracdes, a PAIM sera o principal diagndstico
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diferencial mas serdo espectiveis alteracdes fisicas como dor articular e/ou articulagdes
edemaciadas (Grapes et al. 2020).

A nivel das andlises de bioquimica sérica, sdo poucas as alteracbes reportadas. Hipoalbuminémia
ligeira foi reportada em dois estudos, tendo sido observada em 55% e 86% dos casos (Lowrie et al.,
2009 e Rose & Harcourt-Brown, 2013). Rose & Harcourt-Brown em 2013 reportaram também
hiperglobulinemia em 48% dos casos, aumento da fosfatase alcalina em 76% dos casos e
hiperfosfatemia em 71%. Foi ainda reportado, em menor nimero de casos, o aumento do calcio total,
hipercolesterolemia, hipercalémia, aumento da ureia e aumento da alanina aminotransferase (Rose &

Harcourt-Brown, 2013).

Tabela 1. Alteragbes hematoldgicas encontradas em cdes com MARC associadas com a mediana,

intervalo de referéncia e a percentagem de casos que a apresentam.

Alteragdo hematoldgica Mediana Intervalo de | Percentagem de casos | Referéncia bibliografica
referéncia apresentando a alteragdo

Leucocitose neutrofilica 18,1.1079 - | 3-12,0.1079/L 85% - 90% Lowrie et al. (2009)

23,4.10"9/L Rose & Harcourt-Brown. (2013)
Lau et al. (2019)

Monocitose 2,67.1079/L 0,10-1,50.1079/L 90% Rose & Harcourt-Brown. (2013)

Eosinopenia 0,01.1079/L 0,20-1,40.1079/L | 43% Rose & Harcourt-Brown. (2013)

Neutrdfilos em banda 47% Lowrie et al. (2009)

Anemia ndo regenerativa 31,6% 24% Rose & Harcourt-Brown. (2013)

Linfocitose 4,45.1079/L 14% Rose & Harcourt-Brown. (2013)

Hipoalbuminemia 26,1-27,5g/dL 29-36 g/dL 55% - 86% Lowrie et al. (2009)

Rose & Harcourt-Brown. (2013)
Hiperglobulinemia 40,0 g/L 20,0-35,0g/L 48% Rose & Harcourt-Brown. (2013)
Fosfatase alcalina 188,5 UI/L 0-110 UI/L 76% Rose & Harcourt-Brown. (2013)
Hiperfosfatemia 1,52 mmol/L 2,30-2,60 mmol/L 71% Rose & Harcourt-Brown. (2013)
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2.2.1.2 Proteina C reativa no soro

A proteina C reativa (pCr) é um marcador classico de inflamagdo sistémica aguda, sendo sintetizada
pelo figado sob estimulagdo de citocinas, em particular da interleucina-6 (IL-6). A sua a¢do envolve a
fixacdo a componentes celulares e bacterianos, ativacdo do sistema complemento e promocdo da
fagocitose, com fung¢des adicionais anti-inflamatdrias e antitumorais. O aumento da pCr inicia-se
cerca de 8 horas apés o inicio da inflamacgdo e atinge o pico em 24 horas. O intervalo de referéncia
situa-se entre 0—10 mg/L (Médaille & Briend-Marchal, 2008).

Apesar de amplamente utilizada, hd poucos estudos sobre o perfil da pCr na MARC. Foi descrita uma
elevagdo acima do intervalo de referéncia em 100% dos casos, com valores médios de 75,2 mg/L, em
correlacdo positiva com a contagem de células nucleadas (CTCN) no liquido cefalorraquidiano (Lowrie
et al., 2009). Lau et al. (2019) reportaram valores superiores a 60 mg/L em 77,8% dos cdes com MARC
(mediana > 60 mg/L; intervalo 2,5-60 mg/L), sendo o limite de referéncia 0-7,6 mg/L.

Indzhova et al. (2023) compararam os niveis de pCr em cdes com MARC e com poliartrite
imunomediada (PAIM), utilizando um valor de referéncia de <10 mg/L. Foi identificada uma
associacdao negativa entre idade e pCr, sendo os caes mais jovens aqueles com concentragdes mais
elevadas.

Além disso, foi identificado que se houver no grupo de cdes com menos de 12 meses, uma
concentragdo alta ( > 150mg/L) serd oito vezes mais provavel tratar-se da PAIM do que da MARC. Em
contraste, no grupo com 12 meses ou mais, se a concentracdo da pCr for acima de 140 mg/L sera

cinco vezes mais provavel estar em frente de uma MARC do que uma PAIM (Indzhova et al., 2023).
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Grafico 1. Distribuicdo dos casos de MARC e PAIM em fungdo da idade e da concentragdo das pCr

(Indzhova et al., 2023)

Embora a mediana da pCr tenha sido superior nos cdes com MARC (150 mg/L) face aos com PAIM (99
mg/L), os valores estavam frequentemente acima do normal em ambos os grupos (100% em MARC e
93% em PAIM), limitando a especificidade do teste. A variagdo parece assim refletir mais a idade do
animal do que a doeng¢a em si. Adicionalmente, o mesmo estudo demonstrou uma correlagdo
positiva entre a temperatura corporal e a pCr, ainda que a diferenca entre febre moderada
(39,2-40,4 °C) e marcada (=40,5 °C) ndo tenha sido estatisticamente significativa (Indzhova et al.,
2023).

Em suma, a pCr deve ser interpretada no contexto clinico, considerando que cdes jovens tendem a
apresentar respostas inflamatdrias mais intensas. Valores muito elevados de pCr em cdes jovens
tornam PAIM mais provavel, enquanto em cdes adultos podem favorecer o diagndstico de MARC. No
entanto, devido a sobreposicdo de valores, a pCr deve ser encarada como marcador complementar,

util para estimar a magnitude da inflamacgdo, mas nao discriminatério por si sé (Indzhova et al., 2023).
2.2.2 Andlise do liquido cefalorraquidiano
A recolha e analise do liquido cefalorraquidiano (LCR) sdo etapas fundamentais na investigacdo de

qualquer suspeita de doencga neuroldgica em cdes. Esta avaliacdo permite a contagem total de células
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nucleadas (CTCN), a caracterizacdo do tipo celular predominante, e ainda a realizacdo de cultura
bacteriana, serologia e testes moleculares para dete¢do de agentes infeciosos (Lau et al., 2019). De
acordo com Gredal (2017), a analise do LCR, nomeadamente a CTCN e a citologia, constitui o principal
meio diagndstico na suspeita de meningite-arterite responsiva a corticosteroides (MARC).

De forma geral, a andlise revela pleocitose, com leucocitose superior a 50 células/uL — muito acima
do intervalo de referéncia canino, que é inferior a 5 células/uL (Marmol-Sanchez et al., 2023). A CTCN
encontra-se aumentada na maioria dos cdes com MARC, podendo atingir valores médios entre 133 e
735 células/uL, conforme os estudos (Lowrie et al., 2009; Lau et al., 2019; Marmol-Sanchez et al.,
2023). A pleocitose é predominantemente neutrofilica, mas formas mistas com mononucleares
também sdo frequentes (Gredal, 2017). No estudo de Lowrie et al. (2009), 60% dos cdes
apresentavam pleocitose neutrofilica, associada a sinais clinicos com menos de sete dias, enquanto
os restantes 40% apresentavam predominio monocitdrio, associado a sinais com mais de sete dias de
evolugdo. Por sua vez, Lau et al. (2019) verificaram que os neutroéfilos representavam 81% das células
no LCR e, em 72% dos casos com pleocitose neutrofilica, esta era marcada, ultrapassando as 100
células/puL.

Na meningite idiopatica, um dos principais diagndsticos diferenciais da MARC, também se observa
aumento da CTCN — com média de 299 células/uL — porém com pleocitose predominantemente
mononuclear (Marmol-Sanchez et al., 2023). A pleocitose em cdes com MARC estd frequentemente
associada ao aumento da concentracdo de proteinas no LCR, com valores superiores a 30 mg/dL
guando colhido na cisterna cerebelo-medular (Gredal, 2017). Este aumento foi observado em 75%
dos cdes do estudo de Lowrie et al. (2009), com medianas de proteinas variando entre 60 mg/dL e
97,7 mg/dL (Lowrie et al., 2009; Lau et al., 2019), sendo o valor de referéncia inferior a 25 mg/dL.
Também é possivel avaliar a concentracdo de proteina C reativa (pCr) no LCR, sendo o valor de
referéncia inferior a 25 mg/L. Em cdes com MARC, a concentracdo foi cerca de vinte vezes superior a
observada em cdes com meningite idiopatica, sugerindo potencial valor diagnéstico (Marmol-Sanchez
et al., 2023).

No que respeita ao local de colheita do LCR, a cisterna cerebelo-medular (CCM) e o espaco
subaracnéide lombar (ESL) foram comparados por Carletti et al. (2019) quanto a sensibilidade
diagnodstica na suspeita de MARC. Ndo foram encontradas diferencgas estatisticamente significativas
entre os dois locais. No entanto, em 7% dos cdes, a CTCN estava dentro dos valores de referéncia num

dos locais, e o diagnéstico sé foi possivel com a amostra do segundo local. Em outros 9% dos casos, a
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CTCN estava apenas ligeiramente aumentada, reforcando o valor do uso combinado das duas
colheitas. A natureza ciclica da doengca — alternando entre fases ativas e periodos silenciosos com
menor migracdo de neutrdfilos — podera justificar esta variacdo (Carletti et al., 2019).

No mesmo estudo, esperava-se maior sensibilidade da colheita no ESL, devido a natureza difusa da
inflamacdo na espinal medula. No entanto, a taxa de falsos-negativos (CTCN dentro do intervalo de
referéncia) foi semelhante entre os dois locais de colheita. Assim, nenhuns dos locais revelou ter
maior sensibilidade (Carletti et al., 2019).

O estudo demonstrou ainda que cdes mais velhos apresentavam maior risco de resultados normais,
possivelmente devido a maior prevaléncia da forma crdénica da MARC, associada a menor resposta
inflamatéria neutrofilica. Por outro lado, nem a duracdo dos sinais clinicos nem a administracao
prévia de anti-inflamatérios ndo esteroides (AINEs) influenciaram significativamente a presenca de
CTCN no intervalo de referéncia (Carletti et al., 2019).

Por fim, embora a colheita em ambos os locais aumente o tempo de anestesia, os custos e o
desconforto para o animal, Carletti et al. (2019) recomendam esta abordagem sempre que possivel,
pois permite reduzir o numero de falsos-negativos, especialmente em cdes idosos, melhorando assim

a sensibilidade diagndstica.

2.2.3 Imagiologia

2.2.3.1 Radiografia e tomografia computorizada

Embora a WSAVA (Gredal, 2017) nao fornega informac¢des especificas relativamente ao uso da
radiografia ou da tomografia computorizada (TC) no diagndstico da MARC, este tema é abordado por
Lau et al. (2019) no seu estudo retrospetivo, que investigou as caracteristicas clinicas, predisposicdo
racial e qualidade de vida de cdes com MARC na América do Norte. Nesse estudo, 67,2% dos caes
foram submetidos a radiografias cervicais como exame complementar, ndo tendo sido observadas
alteragdes relevantes nas imagens obtidas.

Até a data, de acordo com o conhecimento disponivel, ndo existem estudos que descrevam dados
especificos sobre a utilizagdo da TC em cdes com suspeita de MARC. No entanto, na pratica clinica, a
TC é frequentemente utilizada quando a ressonancia magnética (RM) ndo estd acessivel, seja por
limitacbes geograficas ou econdmicas, tendo como principal objetivo a exclusdo de diagndsticos

diferenciais.
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Entre os principais diagndsticos diferenciais da MARC incluem-se a extrusdo e a protrusdo discal
intervertebral, a espondilomielopatia cervical, a subluxacdo atlantoaxial, fraturas e luxacGes
vertebrais, bem como neoplasias (Grapes et al., 2020). As fraturas, luxacGes e neoplasias podem ser
identificadas por radiografia, enquanto todas as condi¢des acima mencionadas podem ser avaliadas
por TC.

Deste modo, embora nem a radiografia nem a TC constituam métodos de elei¢ao para o diagndstico
direto da MARC, desempenham um papel relevante na exclusdo de outras causas de dor cervical

aguda e na orientagao diagnéstica.
2.2.3.2 Ressonancia magnética

A ressonancia magnética (RM) é uma técnica de imagiologia biomédica que explora as propriedades
magnéticas dos nucleos atdmicos, particularmente dos protées de hidrogénio presentes nos tecidos
bioldgicos. Em condicGes basais, estes protGes apresentam um movimento de precessdo com eixos
de rotacdo e fases aleatérias (Kastler et al., 2018).

A aquisicdo do sinal na RM inicia-se com a aplicagdo de um campo magnético estatico externo (B0), o
qual induz o alinhamento longitudinal dos protdes na sua direcdo. Paralelamente, estes adquirem
uma frequéncia de precessdo uniforme, dizendo-se que entram em fase. A aplicacdo de um impulso
de radiofrequéncia (RF), a frequéncia de Larmor especifica, provoca a perturbagdo do alinhamento
longitudinal, gerando uma componente transversal de magnetizacdo. Apds a cessacao do impulso de
RF, os protGes regressam ao estado de equilibrio através de dois mecanismos de relaxamento
independentes (Kastler et al., 2018):

e Relaxamento longitudinal (T1): corresponde a recuperacdo da magnetizacdo na direcdo do
campo B0, sendo o tempo T1 a medida da velocidade de realinhamento dos protdes;

e Relaxamento transversal (T2): corresponde a perda de coeréncia de fase dos protdes no
plano transversal, com o tempo T2 a representar a rapidez de desaparecimento da
magnetizacdo transversal (Kastler et al., 2018).

A manipulacdo de parametros como o tempo de repeti¢cdo (TR) e o tempo de eco (TE) permite gerar
diferentes pondera¢Ges de imagem, sensiveis as variagcdes nos tempos de relaxamento T1, T2 ou a
densidade de protdes dos tecidos. Em imagens ponderadas em T1, tecidos com tempos T1 curtos,

como a gordura, apresentam hipersinal, enquanto agua e fluidos, com tempos T1 longos, revelam
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hipossinal. Inversamente, em imagens ponderadas em T2, a agua e os fluidos surgem com hipersinal,
apresentando a gordura habitualmente hipossinal (Kastler et al., 2018).

Adicionalmente, a utilizacdo de agentes de contraste paramagnéticos, frequentemente a base de
gadolinio, poténcia o contraste entre tecidos, promovendo o realce de estruturas vascularizadas,
inflamatérias ou neoplasicas, através do encurtamento do tempo T1 (Mafraji, 2023).

A intensidade do campo magnético (BO) é expressa em Tesla (T). Os equipamentos de ressonancia
magnética podem ser classificados em sistemas de baixo campo (BC), com valores tipicos em torno de
0,3 T, e de alto campo (AC), geralmente entre 1 T e 3 T. Em compara¢do com os sistemas BC, os
sistemas AC proporcionam melhor resolucdo espacial, maior relacdo sinal-ruido e tempos de
aquisicdo de imagem mais rapidos (Kastler et al., 2018).

Estudos recentes (Gongalves et al., 2022; Jones et al., 2022) indicam que a MARC pode induzir
alteracbes inespecificas detetaveis por RM, aspecto relevante para a interpretacdo dos achados
imagioldgicos.

No estudo de Jones et al. (2022), os achados mais frequentes incluiram alteracdo da intensidade do
sinal dos musculos paravertebrais em 57% dos casos (distribuicdo multifocal em 80%, com
predominio cervical em 73%), hiperintensidade medular em T2 (28%), realce meningeo (32%) e
hemorragia intra ou extramedular (9%). A RM também se revelou util na exclusdo de diagndsticos
diferenciais, como a espondilomielopatia cervical, e na detecdao de hemorragias medulares (Jones et
al., 2022).

Lau et al. (2019) relataram auséncia de alteragSes em 26% dos cdes com MARC submetidos a RM. O
achado mais frequente foi o realce meningeo pds-contraste (48%), sendo o Unico achado em mais de
metade destes casos. Alteracdes nos musculos paravertebrais (hiperintensidade T2 e/ou realce
pds-contraste) foram observadas em 26% dos animais, enquanto lesGes com margens mal definidas
na medula cervical surgiram em 22%.

Além disso, o realce meningeo nas regides C2-C3 e C4 foi observado em 87,1% dos casos, o realce
parenquimatoso medular em 14,3% e o realce dos musculos paravertebrais em 48,6%. Também se
observou realce da sindvia das facetas articulares em 48,6% dos casos. A comparagdo com casos de
meningite idiopdtica sugeriu uma maior associacdo de alteragdes da medula espinal com esta ultima,
enquanto alteragdes nas regides T3-L3 e L4-S3 pareciam estar mais associadas a causas infeciosas

(Gongalves et al., 2022).
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Figura 1: Imagens transversais em T1 pre- (linha de cima) e pos- (linha de baixo) administracdo do
produto de contraste. AA’ e DD’ localizam-se a nivel de C4, BB’ em C5-C6 e CC' em C2-C3.

A’ apresenta realce do contraste a nivel das meninges (pequena flecha)

B’ apresenta realce do contraste a nivel das raizes nervosas (grande flecha)

C’ apresenta realce do contraste a nivel das facetas articulares (seta)

D’ apresenta realce do contraste a nivel dos musculos (asterisco)

Segundo Remelli et al. (2022)

Figura 2: Técnica de subtragdo da detec¢do do realce das meninges. Espago intervertebral C5-C6 em
vista transversal em T1.

A corresponde a imagem antes da administra¢do do contraste.

B corresponde a imagem depois da administracdo do contraste.

C corresponde a imagem depois a adicdo da técnica de subtracdo, permite evidenciar realce das
meninges que foi apenas detectavel em B (flecha).

Segundo Remelli et al. (2022)
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Figura 3: Apresentacdo de imagens transversais do espaco intervertebral C3-C4. A linha de cima
apresenta imagens transversais em T1, Linha de baixo apresenta imagens em T1 FAST SAT, A e A’ sdo
imagens antes a administracdo do contraste, B e B’ sdo imagens depois a administracdo do contraste,
C e C4 s3o imagens com adicdo da técnica de subtracdo. Imagem C demonstra realce das meninges
em T1 com a técnica de subtracdo e Imagem B’ demonstra realce das meninges em T1 FAT SAT, assim

a técnica de subtragdo ndo é sempre precisa (Remelli et al. 2022).

Se o Jones et al, (2022) considera a RM (til apenas para excluir outras causas de dor cervical, Remelli
et al. (2022) concluiram que a RM, isoladamente ou em combinagdo com a andlise do liquido
cefalorraquidiano (LCR), é relevante no diagndstico de MARC, tendo identificado altera¢des em 98,6%
dos casos. Este dado estd em consonancia com Lau et al. (2019), que referiram que a auséncia de
realce meningeo se associa a baixa celularidade do LCR. Contudo, mesmo perante um LCR normal, a
RM pode ser util em animais com sinais clinicos sugestivos de MARC para identificar alteracées
sugestivas da sindrome.

Jones et al. (2022) recomendam a RM especialmente em casos atipicos: cdes geridtricos, sem sinais
de inflamagdo sistémica, sem predisposicdo racial ou com mielopatias refratarias a terapéutica

convencional.
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Do ponto de vista técnico, Remelli et al. (2022) ndo observaram diferencas relevantes entre as
sequéncias T1 e T2 quanto a resolugdo, mas sugerem o uso de técnicas de subtracdo
pos-processamento para melhor visualizagdo do realce meningeo junto ao tecido adiposo epidural.
Relativamente a intensidade do campo magnético, Remelli et al. (2022) ndo encontraram diferencgas
significativas nos achados entre equipamentos BC e AC, exceto na detecdo de inflamagdo das raizes
nervosas, onde os AC mostraram superioridade. A utilizacdo de sequéncias T1 com supressao de
gordura (FAT-SAT) em AC permitiu uma melhor visualiza¢do do realce meningeo, ao eliminar o sinal de
fundo da gordura.

As alteracGes musculares observadas em cdes com MARC poderdo refletir miosite, denervacdo ou
espasmo muscular (May et al., 2000; Eminaga et al., 2013). Alguns autores referem que o padrdo de
realce muscular em T2 pode simular miosite, mas também outras condicdes, como mionecrose,
infiltracdo adiposa, rabdomidlise ou neoplasias dos tecidos moles ( Kattapuram et al., 2005; Platt et
al., 2006; Lau et al., 2019). Neste contexto, torna-se essencial a realizacdo de sequéncias T1 com
contraste, apesar de a diferenciacdo entre miosite e denervagdo permanecer desafiante (Koltzenburg
& Bendszus, 2004; Platt et al., 2006). Em geral, a miosite apresenta-se com lesGes multifocais,
enquanto a denervacdo é mais difusa. Curiosamente, as lesGes multifocais parecem ter maior
associacdo com meningite idiopatica (Gongalves et al., 2022).

Em suma, embora ndo exista um padrao especifico de alteragao na RM para o diagndstico de MARC,
esta técnica constitui uma ferramenta importante para excluir diagnésticos diferenciais,
nomeadamente através da visualizacdo de altera¢gdes nos musculos paravertebrais, meninges, medula
cervical e sindvia das facetas articulares. Com base na evidéncia atual, recomenda-se a realizagdo de
RM com sequéncias T1 e T2, utilizando equipamento de alto campo e administracdo de contraste
(Lau et al., 2019; Gongalves et al., 2022; Jones et al., 2022; Remelli et al., 2022).

Apesar dos progressos na descricdo dos achados imagioldgicos, permanece a necessidade de estudos
com amostras maiores e comparagao direta com outras formas de meningite ndo infeciosa. Alguns
padrdes promissores ja foram identificados nesta perspetiva comparativa (Gongalves et al., 2022).

Por fim, Remelli et al. (2022) exploraram a relagdo entre a intensidade do realce meningeo e a
contagem total de células nucleadas (CTCN) no LCR. O seu estudo sugere que, em equipamentos de
baixo campo, o grau de realce pode estar associado a CTCN, uma associacdo ndo observada com

equipamentos de alto campo. Este achado podera ser explicado pelo aumento da permeabilidade
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vascular decorrente da inflama¢do meningea, que facilita tanto o extravasamento de contraste como

a migracdo de células inflamatérias para o espago subaracnoide.

Assim, a abordagem diagndstica baseia-se na integracdo de multiplos fatores, incluindo
predisposicGes raciais, idade jovem a apresentagdo, sinais clinicos caracteristicos e alteragdes
laboratoriais como leucocitose neutrofilica ou monocitica, bem como um aumento marcado da pCr
no soro e no LCR, frequentemente muito acima do intervalo de referéncia de 10 mg/mL.

A imagiologia, especialmente a RM de campo alto com sequéncias T1, T1 pds-contraste e T2,
desempenha um papel crucial na exclusdo de diagndsticos diferenciais — como a protrusao de disco
intervertebral ou a discoespondilite — e na identificacdo de achados compativeis com MARC, como o
realce meningeo ou alteragdes nos musculos paraespinhais.

A andlise do LCR mantém-se como um exame essencial, ainda que invasivo, devendo idealmente ser
realizada em ambos os locais possiveis de puncdo: na cisterna cerebelomedular e no espago
subaracnoide lombar. A presenca de pleocitose neutrofilica em fases agudas, ou pleocitose
monocitica em fases mais crdnicas, associada a hiperproteinorraquia e aumento da pCr no LCR,

constitui um importante contributo para o diagndstico da doenga.

3. PERSPECTIVAS FUTURAS E NOVAS OPCOES DIAGNOSTICAS
3.1 SISTEMA ENDOCANABINOIDE

O sistema endocanabinoide (SEC) é um sistema de sinalizacdo lipidica endégena que desempenha um
papel crucial na modulacdo de diversos processos fisioldgicos, incluindo a resposta imunitdria e a
neurotransmissdo. Este sistema é composto por transmissores lipidicos enddgenos, dos quais se
destacam a anandamida (AEA) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG), que ativam recetores canabindides
especificos, nomeadamente o CB1 e o CB2, com semelhangas farmacoldgicas ao tetrahidrocanabinol
(THC). Os recetores CB1 localizam-se predominantemente nos neurdnios, onde exercem um efeito
inibitério sobre a libertacdo de neurotransmissores, enquanto os recetores CB2 sdo expressos
principalmente em células do sistema imunitario. E notério que a expressdo dos recetores CB2

frequentemente se encontra aumentada em condi¢Ges de neuroinflamacdo (Nagarkatti et al., 2009).
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Atualmente, apenas um estudo investigou o envolvimento do sistema endocanabindide (SEC) na
MARC em cdes. Neste trabalho, Freundt-Revilla et al. (2018) quantificaram as concentra¢des de
anandamida (AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG) no soro e no liquido cefalorraquidiano (LCR) de trés
grupos: cdes saudaveis, cdes com MARC e cdes com espirocercose intramedular (El). Os resultados
revelaram um aumento significativo das concentra¢des de AEA e 2-AG no LCR de cdes com El, quando
comparados com os restantes grupos. Além disso, os niveis destas moléculas estavam
significativamente elevados no LCR de cdes com MARC aguda nao tratada, em compara¢do com os
animais sob tratamento. As concentragdes séricas de AEA e 2-AG foram também significativamente
superiores nos grupos com doenca (MARC e ElI) em relagdio aos cdes saudaveis, os quais
apresentaram os valores mais baixos, tanto no LCR como no soro.

Em paralelo, Freundt-Revilla et al. (2018) identificaram a presenca de recetores CB2 em leucdcitos
infiltrados nos vasos sanguineos, nas zonas perivasculares, subdurais e subaracnoides, mimetizando
os padrdes de reacdo imunitdria mediados por CB2 a nivel da medula espinal. Estes resultados
sugerem uma possivel desregulacdo do sistema endocanabindide em doencas inflamatérias do
sistema nervoso central (SNC), como a MARC, com potenciais consequéncias na modulacdo da
resposta inflamatdria. Os autores enfatizam a necessidade de estudos adicionais para elucidar o
papel do SEC no mecanismo patogénico da doenga e o seu potencial como alvo terapéutico na

inflamacao do SNC (Freundt-Revilla et al., 2018).

3.2 BANDAS OLIGOCLONAIS

Durante a andlise da electroforese do liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes humanos com
esclerose multipla, é possivel identificar bandas discretas na zona das imunoglobulinas G (IgG),
conhecidas como bandas oligoclonais (BOCs). Considera-se que as imunoglobulinas presentes no LCR
derivam, em grande parte, do soro; no entanto, em casos de esclerose multipla, estas BOCs sao
detetadas exclusivamente na electroforese do LCR, estando ausentes na do soro. Esta discrepancia
sugere que, na esclerose multipla, ocorre producdo intratecal de IgG por linfocitos B ativados no
sistema nervoso central (SNC) e no compartimento do LCR. As BOCs sdo, por conseguinte,
consideradas biomarcadores relevantes para o diagndstico de esclerose multipla, bem como de

outras doencas inflamatdrias do SNC, embora ndo sejam especificas (Jin et al., 2023).
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Alguns estudos tém explorado paralelismos entre a esclerose multipla e a meningite idiopatica
canina, identificando semelhancas ao nivel da apresentacao clinica, como a maior predisposicdo em
fémeas jovens, a associacdo com fatores genéticos, alteragcdes neuroldgicas sobreponiveis e a
presenca de pleocitose mononuclear com predominio linfocitico (Greer et al., 2010; Priimmer et al.,
2023).

Com base nestas semelhancas, Primmer et al. (2023) propuseram a hipdtese de que, a semelhanga
da esclerose multipla em humanos, a meningite idiopatica canina poderia também apresentar BOCs
especificas do LCR. Para testar esta hipdtese, os autores compararam caes com meningite idiopatica a
diferentes grupos de controlo, nomeadamente cdes com MARC, doenca do disco intervertebral
(protrusdo e extrusdo discal), epilepsia idiopatica, neoplasias intracranianas, e ainda um grupo de
controlo composto por doencgas que ndao envolvem o SNC.

Os resultados revelaram que a prevaléncia de BOCs especificas do LCR foi mais elevada no grupo com
meningite idiopatica (57%), em comparagdo com os restantes grupos de controlo, cuja prevaléncia
variou entre 6% e 22%. Apesar de inferior a observada em humanos com esclerose multipla, esta
prevaléncia foi considerada significativa. O estudo concluiu que cdes com meningite idiopatica tém
9,9 vezes mais probabilidade de apresentar BOCs especificas do LCR do que os cdes dos restantes
grupos. No grupo com MARC, foram detetadas BOCs em 2 dos 15 cdes avaliados, correspondendo a
uma prevaléncia de 15% (Priimmer et al., 2023).

Estes achados sugerem que a dete¢do de BOCs especificas do LCR pode representar um biomarcador
promissor para o diagnéstico da meningite idiopatica, contribuindo para a sua diferenciacdo em

relacdo a MARC (Priimmer et al., 2023).

3.3 LIPOCALINA ASSOCIADA A GELATINASE NEUTROFILICA

A lipocalina associada a gelatinase dos neutréfilos (LAGN), também designada por lipocalina-2, é uma
proteina da familia das lipocalinas, produzida principalmente por neutréfilos ativados, embora
também possa ser produzida por outros tecidos. Desempenha um papel relevante na regula¢do das
concentracgdes intracelulares de ferro, contribuindo assim para uma agdo bacteriostatica. Além disso,
a LAGN estd implicada em diversas patologias, nomeadamente em doenca renal aguda e cronica,

bem como em cardiomiopatias. A sua concentra¢do tende a aumentar em situacOes de sépsis e
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correlaciona-se com niveis elevados de outros mediadores inflamatdrios, como a interleucina-6 e a
interleucina-10 (Romejko et al., 2023).

Meyerhoff et al. (2019) investigaram a concentracdo de LAGN no soro e no liquido cefalorraquidiano
(LCR) de cdes com MARC, em diferentes fases clinicas: fase aguda, em tratamento e em recidiva. Os
autores incluiram ainda grupos de controlo com cdes diagnosticados com meningite idiopatica,
epilepsia idiopatica, mielopatia compressiva (protrusdo ou extrusao discal) e neoplasias do sistema
nervoso central.

As concentragoes séricas de LAGN foram superiores as verificadas no LCR. Entre os grupos estudados,
os cdes com MARC (em qualquer das fases clinicas) apresentaram os niveis séricos mais elevados,
embora a diferenca tenha sido estatisticamente significativa apenas em relagdo aos grupos com
mielopatia compressiva e com neoplasias intracranianas. No LCR, os grupos com MARC em fase
aguda e com meningite idiopatica apresentaram concentragdes significativamente superiores as dos
restantes grupos. No entanto, ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas entre
aqueles dois grupos.

Foram ainda exploradas correlagGes entre os niveis de LAGN (no soro e no LCR) e diversos pardmetros
laboratoriais. Verificou-se uma correlagdo fortemente positiva entre a concentracdo de LAGN no LCR
e os niveis de imunoglobulina A (IgA) no LCR e no soro, ndo se observando essa correlacdo com os
niveis séricos de LAGN. Adicionalmente, os niveis de LAGN no LCR correlacionaram-se positivamente
com a contagem total de células nucleadas no LCR e com a concentragao de proteinas totais, mas nao
com a contagem de eritrdcitos. Destaca-se ainda que os cdes com MARC sob tratamento
apresentaram concentragGes significativamente mais baixas de LAGN no LCR, em comparagao com os
grupos com MARC em fase aguda e com meningite idiopatica (Meyerhoff et al., 2019).

Em conclusdo, Meyerhoff et al. (2019) sugerem que a determinacdo da LAGN no soro e no LCR

podera constituir um marcador auxiliar promissor no diagndstico de MARC.
3.4 IMUNOGLOBULINAS

As imunoglobulinas (Ig) sdo glicoproteinas produzidas por plasmdcitos activados na sequéncia de um
estimulo imunogénico a fim de participar no sistema imunitario. Ao ligarem-se a um antigénio
especifico, promovem a activa¢cdo do sistema do complemento, desencadeando o recrutamento de

outras células do sistema imunitario, como neutréfilos e macréofagos. As imunoglobulinas
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classificam-se, com base na sua regido constante, em cinco classes principais: IgM, IgD, IgG, IgA e IgE
(Mayer & Hudrisier, s.d.). Cada classe desempenha um papel distinto na resposta imunitaria. A IgM é
uma das primeiras imunoglobulinas produzidas por plasmdcitos derivados de células B imaturas,
participando na resposta imunitdria primaria e promovendo a opsoniza¢do; é frequentemente
utilizada como marcador de exposicdo aguda a um antigénio. A IgD, coexpressa com a IgM, tem uma
fungdo ainda pouco esclarecida. A IgG, a classe mais abundante, é fundamental na resposta
imunitaria secundaria e na imunidade sistémica. A IgA encontra-se predominantemente nas mucosas
intestinal e respiratdria, sendo os seus receptores expressos por neutréfilos. A IgE, por sua vez, estd
envolvida na resposta contra parasitas e nas reacgoes de hipersensibilidade do tipo alérgico
(Schroeder & Cavacini, 2010; Tizard, 2014).

Em cdes com MARC, foi observado um aumento das concentracdes de IgA tanto no soro como no
LCR. Segundo Maiolini et al. (2011), a quantificagdo da IgA nestes compartimentos permite alcangar
uma sensibilidade de 91% e uma especificidade de 78% para o diagndstico de MARC. Contudo, a
especificidade varia consoante o grupo de comparagao: por exemplo, quando comparado com caes
com doencga neoplasica do sistema nervoso central, a especificidade é baixa; se for comparado com
cdes com doenca do disco intervertebral (DDIV) ou com outras doencas inflamatdrias, a
especificidade é mais elevada.

Adicionalmente, niveis aumentados de IgA foram também verificados em cdes com MARC em
tratamento ou em remissdo (Lowrie et al., 2009; Maiolini et al., 2011). Ainda que o aumento da IgA
possa apoiar o diagndstico, este parametro ndo deve ser utilizado como critério de exclusdo nem
como indicador de monitorizacdo da resposta terapéutica (Lowrie et al., 2009; Maiolini et al., 2011).
Importa salientar que a elevacdo da IgA ndo é especifica de MARC, sendo igualmente observada
noutras doencas inflamatdrias do sistema nervoso central em cdes, o que reforca a necessidade de
interpretacdo cuidadosa deste marcador (Tipold et al., 1994).

O estudo de Maiolini et al. (2011) é promissor, sobretudo pela possibilidade de detetar um marcador
diagnéstico de MARC no soro, o que representa uma alternativa menos invasiva em relacao a colheita
de LCR. No entanto, esse estudo apresenta limitagdes metodoldgicas relevantes, como o reduzido
namero de casos (cinco por grupo) e a utilizacdo de amostras agrupadas, pelo que sdo necessarios
estudos adicionais com maior dimensao amostral e com grupos de comparagao adequadamente

definidos, nomeadamente com outras doencas inflamatérias do sistema nervoso central.
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Adicionalmente, foi explorado o epitopo linear das imunoglobulinas, embora o epitopo
conformacional permanega por investigar. Num estudo mais recente, Nessler e Tipold (2023)
analisaram o papel de auto-antigénios na patogenia da MARC, nomeadamente através da
identificacdo de anticorpos contra o antagonista do recetor da interleucina-1 (IL-1Ra), uma proteina
anti-inflamatdria de fase aguda que inibe a actividade da interleucina-1 (IL-1). Detectaram-se
anticorpos IgA e IgG contra o IL-1Ra em cdes com MARC, mas também em cdes com herniagdo do
disco intervertebral. No entanto, foi identificado um epitopo adicional dirigido a proteina IL-1Ra
exclusivamente nos cdaes com MARC. Este achado levanta a hipétese de envolvimento autoimune na
patogenia da doenca e sugere o potencial desenvolvimento de um marcador diagndstico especifico e
mensuravel no soro, evitando assim técnicas invasivas. Ainda assim, estes resultados devem ser
confirmados por estudos com maior robustez metodoldgica e que incluam grupos de comparacao

com outras patologias inflamatdrias do sistema nervoso central.

3.5 microRNA

Os microRNA (miRNA) sdo pequenas moléculas de RNA ndo codificante cuja principal funcdo é a
regulacdo pds-transcricional da expressao génica (Saliminejad et al., 2018). No contexto da MARC, a
investigacdo sobre o papel dos miRNA ainda é incipiente, existindo apenas os estudos de Cirera et al.
(2019) e de Marmol-Sanchez et al. (2023) publicados até ao momento.

O primeiro, de Cirera et al. (2019), teve como objectivo avaliar o perfil de expressdo de miRNA no
soro e no LCR de cdes sauddveis, cdes com meningite idiopdtica e cdes com MARC, na tentativa de
identificar biomarcadores ndo invasivos. Neste estudo, ndo foram encontradas diferencas
significativas na expressdao dos miRNA entre os grupos com doenca inflamatdria do sistema nervoso
central (SNC) e o grupo controlo, tanto no soro como no LCR. A prépria autora reconhece, no entanto,
que limitagcbes metodoldgicas — como a sensibilidade das técnicas utilizadas — podem ter
condicionado os resultados, justificando assim a necessidade de novos estudos (Cirera et al., 2019).
Um estudo mais recente, de Marmol-Sanchez et al. (2023), teve como propdsito aprofundar o papel
do sistema imunitario na patogénese da MARC e da meningite idiopatica. Utilizando técnicas de
sequencia¢do de RNA no LCR, complementadas por PCR quantitativo (qPCR), os autores identificaram
varios miRNA com expressdo diferencial. No grupo com meningite idiopatica, foi detectada uma

expressdao significativamente elevada do cfa-miR-142-3p, bem como aumento, embora ndo
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significativo, de cfa-miR-142-5p e cfa-miR-191-5p, sem discrepancias relevantes entre os métodos de
deteccao.

J4 no grupo com MARC, em compara¢do com o grupo controlo, foram identificados 36 miRNA com
expressdo significativamente aumentada através da técnica de sequenciagdo, embora apenas trés
(cfa-miR-142-5p, cfa-miR-191-5p e cfa-miR-92a-3p) tenham sido validados por gPCR. Esta
discrepancia podera ser explicada pela baixa concentra¢cdo de alguns miRNA nas amostras, o que
limita a sensibilidade da técnica de gPCR (Marmol-Sanchez et al., 2023).

Além disso, com o intuito de diferenciar a MARC da meningite idiopatica, foram identificados, através
de sequenciacdo, trés miRNA com expressdo diferencial no grupo com MARC (cfa-miR-450a-5p,
cfa-miR-450b-5p e cfa-miR-503-5p). No entanto, estes resultados ndo foram confirmados por gPCR,
presumivelmente devido as concentragbes muito reduzidas destes miRNA. Os autores reforcam a
hipotese ja avangada por Cirera et al. (2019) quanto ao potencial diagndstico dos miRNA em fluidos
com obteng¢do menos invasiva, como o soro, e apontam ainda para um novo alvo de investigacdo: os
RNA-Y extracelulares.

Os RNA-Y sdo pequenos RNA citoplasmaticos ndo codificantes, altamente conservados, que se
associam a proteinas ribonucleares. Apesar de menos estudados do que os miRNA, tém vindo a ser
associados a multiplas fungdes celulares, e no estudo de Marmol-Sanchez et al. (2023) constituiram a
classe de RNA mais abundantemente detectada. Esta observac¢do levanta a possibilidade de os RNA-Y
poderem também vir a ser explorados como potenciais biomarcadores da MARC (Valkov & Das,
2020).

Em suma, os miRNA representam uma via promissora na identificagdo de biomarcadores para a
MARC, com a vantagem potencial de poderem ser detectados em amostras de soro, reduzindo a
necessidade de procedimentos invasivos. No entanto, os dados disponiveis sdo ainda preliminares,
sendo necessario o desenvolvimento de estudos com maior dimensdo amostral, metodologias mais

sensiveis e grupos de controlo que incluam patologias com sinais clinicos semelhantes aos da MARC.

3.6 REDES EXTRACELULARES DE NEUTROFILOS

As redes extracelulares de neutrdfilos (RENs) sdo estruturas libertadas pelos neutrdfilos
polimorfonucleares (NPM), que constituem uma parte significativa dos leucécitos circulantes. Estes

neutrdfilos ativados libertam RENs em resposta a infe¢Ges, processos de hemostasia e fenédmenos
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trombdticos (Vayne et al., 2017). As RENs apresentam entre 15 e 50 nm de didmetro e sdo compostas
principalmente por filamentos lisos de DNA descondensado, associados as histonas H2A, H2B, H3 e
H4, e a proteinas como elastase neutrofilica, catepsina G, mieloperoxidase, lactoferrina e gelatinase
(Brinkmann et al., 2004).

Embora inicialmente descritas apenas nos neutréfilos, estudos mais recentes demonstraram que
também os macréfagos e linfécitos T CD4+ e CD8+ possuem capacidade de formagdo de redes
extracelulares contendo DNA . No entanto, os neutréfilos continuam a ser reconhecidos como as
principais células envolvidas na formagao das RENs (Wohlsein et al., 2024).

Apesar de as RENs terem sido descobertas ha duas décadas, apenas dois estudos investigaram o seu
papel em cdes com meningite-arterite responsiva a corticosterdides (MARC). As investigacdes
conduzidas por Wohlsein et al. (2022; 2024) procuraram compreender a relevancia das RENs na
patogénese da MARC, e avaliar o seu potencial como biomarcadores diagndsticos.

Na analise post mortem de dois cdes com MARC crdnica, foram identificadas RENs nas meninges da
medula espinal cervical, bem como em nervos e vasos extraneurais. Estas estruturas foram
observadas tanto em lesGes crénicas como agudas, com presenca dos REN aumentada nas lesGes
agudas. Os autores sugerem que essa disparidade pode estar relacionada com a severidade do
guadro clinico ou com diferencas na resposta aos farmacos anti-inflamatdrios utilizados (Wohlsein et
al., 2022).

Num estudo subsequente, Wohlsein et al. (2024) investigaram a presenca de RENs no LCR e no soro
de cdes com MARC em fase aguda. Detectaram-se RENs no LCR de trés em cada quatro caes, com
propor¢des de neutrédfilos contendo RENs variando entre 2,7% e 17%. Apds seis semanas de
tratamento imunossupressor, as RENs deixaram de ser detetdveis no LCR, sugerindo uma correlacdo

com a atividade inflamatdria da doenga.
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Figura 4: Fotografia apresentando redes extracelulares de neutréfilos (RENs). Primeira imagem na
esquerda apresentando o RENs inteiro, a segunda imagem apresenta o DNA, a terceira o complexo do

DNA e do histone-1 e a quarta H3Cit. A linha branca meda 20um (Wohlsein et al., 2024).

overlay DNA-histone-1-complex

A proteina histona H3 citrulinada (H3Cit) € um marcador especifico das RENs e pode ser utilizada para
quantificar a sua presenca. A concentracdo de H3Cit no LCR de cdes com MARC atingiu 309,51 ng/mL,
enquanto no soro foi de até 56,7 ng/mL. Apesar de a diferenca entre grupos doentes e saudaveis ndo
ter atingido significancia estatistica, os valores mais elevados no grupo MARC sugerem uma possivel
implicagdo patogénica da doenga neste aumento. Uma vantagem adicional do uso de H3Cit como
marcador reside no facto que se deteta com a técnica de ELISA e ndo é necessdria a microscopia de
imunofluorescéncia para a sua dete¢do (Wohlsein et al., 2024).

Outro parametro avaliado foi a atividade da desoxirribonuclease (DNase), que se mostrou
significativamente reduzida nos cdes com MARC em compara¢do com os controlos saudaveis. Esta
diminuicdo compromete a capacidade de degradacao das RENs, o que podera contribuir para a sua
acumulacdo nos tecidos e fluidos biolégicos (Wohlsein et al., 2024)

Em suma, os estudos de Wohlsein et al. (2022; 2024) apontam para um aumento das RENs nos
tecidos afetados pela MARC, bem como no LCR e no soro. O aumento da proteina H3Cit e a redugdo
da atividade da DNase sugerem um envolvimento ativo das RENs na fisiopatologia da doenca. No
entanto, o reduzido numero de casos avaliados impde limitagGes importantes. Assim, sdo necessarios
estudos adicionais com amostras de maior dimensdo e com grupos de compara¢do que incluam
outras doengas inflamatdrias do sistema nervoso central, de origem infeciosa ou ndo, para avaliar a

especificidade e a utilidade diagnéstica das RENs em contexto de MARC.
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3.7 INTERLEUCINAS

As interleucinas (IL) sdo proteinas pertencentes a um subgrupo das citocinas, produzidas
maioritariamente por leucécitos em resposta a estimulos imunolégicos, atuando como mediadores
da resposta inflamatdria. A sua atividade é exercida em concentragdes muito reduzidas, geralmente
na ordem dos nano ou picomoles (Delage, 2020).

Entre elas, a interleucina-6 (IL-6) destaca-se como uma citocina pré-inflamatéria com fungdes cruciais
na ativagdao de linfécitos, inducao da febre, estimulagdo da produgao de anticorpos e na sintese de
proteinas de fase aguda (Maiolini et al., 2011). Estudos que avaliaram a IL.-6 em cdes com MARC
reportaram um aumento significativo da sua concentracao, sobretudo no LCR, com uma mediana de
1582 pg/mL. Este valor foi significativamente mais elevado quando comparado com outros grupos de
controlo, com excecdao dos cdes com MARC em fase de recidiva. Niveis elevados também foram
detetados no soro, tanto em cdes com MARC ativo, como com recaida ou inflamacdo sistémica
(Maiolini et al., 2011).

A interleucina-31 (IL-31), por sua vez, é uma citocina pertencente a superfamilia da IL-6, produzida
maioritariamente por células Th2 CD4+, macréfagos, mondcitos e células dendriticas. Esta molécula
tem um papel reconhecido na neuroinflamacdo e no prurido (Borgia et al., 2022). Um estudo recente
de Lemke et al. (2023) avaliou os niveis séricos e no LCR de IL-31 em diversos grupos: cdes com
MARC, meningite idiopatica, meningoencefalite infeciosa, dermatite atdpica e um grupo controlo.
Nos cdes saudaveis, os niveis séricos de IL-31 mantiveram-se geralmente abaixo de 137,2 pg/mL. Por
outro lado, o grupo com MARC apresentou as maiores concentragdes, seguidos dos grupos com
dermatite atdopica e meningite idiopatica. No entanto, as diferencas entre o grupo com MARC e o
grupo controlo ndo atingiram significancia estatistica, provavelmente devido a elevada variabilidade
individual (valores entre <80,73 pg/mL e >1050 pg/mL) e ao reduzido nimero de amostras.

Foi observada uma correlagdo entre os niveis séricos de IL-31 e o estado clinico dos cdes.
Concentracdes mais elevadas ocorreram em cdes com febre e sinais clinicos com menos de trés dias
de evolugdo, enquanto concentracGes mais baixas foram registadas em cdes sem febre (temperatura
< 39,3 °C) e com sinais clinicos cronicos. No entanto, esta associagdo tem limitacdes e ndo permite
estabelecer uma relagdo causal robusta (Lemke et al., 2023). Relativamente as concentragdes de IL-31
no LCR, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos com MARC e controlo, embora

se tenha notado uma maior discrepancia entre os grupos com MARC e meningite idiopatica. Nao foi
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identificada qualquer correlacdo entre os niveis de IL-31, leucécitos, proteinas ou IgA no LCR ou soro
(Lemke et al., 2023).

Em suma, tanto a IL-6 como a IL-31 sdo reconhecidas como marcadores inflamatdrios, mas os estudos
disponiveis ainda sdo escassos e ndo permitem concluir inequivocamente que as interleucinas estdo
aumentadas de forma consistente em casos de MARC. O seu potencial diagndstico permanece
promissor, sobretudo considerando a possibilidade futura de identificagdo de biomarcadores séricos
especificos que permitam um diagndstico menos invasivo e mais direcionado e perceber uma parte
da patogenicidade da doenga.

A mais, existe a molécula Lokivetmab, um anticorpo monoclonal, conhecido para ser o principio ativo
do Cytopoint® usado em caso de prurido associado a dermatite atopica, que tem como mecanismo
de acdo o bloqueio da Interleucina-31, e impede a sua ligacdo com o seu recetor. Os efeitos adversos
sdo grandemente menores em comparacdo as dos corticosteroides (Cytopoint, Med-Vet, 2024).
Assim, uma percep¢do aguda do papel da interleucinas-31 em MARC poderd abrir a hipétese do uso
deste tratamento em cdaes com MARC.

Contudo, sera essencial desenvolver estudos com maior nimero de casos e com grupos de controlo
bem definidos, abrangendo diferentes causas inflamatdrias do sistema nervoso central, para validar a

utilidade clinica das interleucinas nesta patologia.

4. CONCLUSAO

Atualmente, o diagndstico da MARC permanece essencialmente clinico e por exclusdo, uma vez que
nao existe, até ao momento, um teste Unico e definitivo que permita a sua confirmacao.

Nos ultimos anos, a investigacdo tem-se centrado na procura de biomarcadores que permitam
aumentar a especificidade diagndstica e reduzir a necessidade de procedimentos invasivos. Nesse
contexto, foram estudadas diversas moléculas, como as interleucinas (IL-6 e IL-31), a IgA, miRNA,
RENs, BOCs, LAGN e componentes do sistema endocanabinoide. Embora estes biomarcadores
revelem potencial promissor, os dados disponiveis ainda sdo limitados, com estudos geralmente
baseados em amostras reduzidas e, frequentemente, sem grupos de controlo suficientemente
robustos que incluam outras doencas inflamatdrias do sistema nervoso central.

Perspetiva-se, portanto, que o futuro do diagndstico da MARC passe pela validacdo rigorosa destes

biomarcadores em estudos com maior dimensdo amostral e maior diversidade clinica. O
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desenvolvimento de testes especificos aplicdveis a matrizes acessiveis, como o soro ou a urina,

podera permitir diagndsticos mais precoces, menos invasivos e com maior acuidade, representando

um avanco significativo quer para a prdatica clinica, quer para a compreensdo da patogénese desta

doenca.
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