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RESUMO

A cinomose canina é uma grave doenga viral que causa sinais sistémicos variados,
incluindo sinais neurologicos. Nao apresenta predisposi¢céo para raga, idade ou sexo,
podendo ocorrer em qualquer cao que seja exposto ao virus com auséncia de histérico
vacinal, imunizacdo inadequada ou imunidade comprometida. Seus sinais
neurologicos sao decorrentes de lesdes direta da replicagdo do virus em tecido
nervoso e mecanismos de desmielinizacdo, devido lesdes crénicas do sistema
nervoso dos animais infectados. As opcdes de tratamentos para a doenca séo
escassas e até o momento nenhum tratamento eficaz foi descrito. Devido as suas
propriedades imunomoduladoras e neuroregenerativas, as ceélulas estromais
mesenquimais multipotentes (MSCs) sdo de grande interesse no tratamento de
animais com lesdes neuroldgicas. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da
terapia celular utilizando as células estromais mesenquimais multipotentes derivadas
de tecido adiposo canino (cAT-MSCs) por via intravenosa na dose de 6 x 10% em
animais com sequelas neurolégicas de cinomose. Ao todo foram tratados sete
animais, totalizando trés transplantes com intervalos de 30 dias. Uma escala de
neurodeficiéncia foi utilizada para avaliar a condigao neuroldgica de cada animal, além
da analise do liquido cefalorraquidiano (LCR) e imagens de ressonancia magnética
(RM) no inicio e final do tratamento. Os animais apresentaram evolugcéo clinica
positiva com média de 51% de melhora dos sinais neuroldgicos, principalmente apés
o segundo e terceiro transplante de cAT-MSCs, porém sem mudangas significativas
na analise de LCR e no exame de RM. Nosso estudo demonstrou que o transplante
de cAT-MSCs por via intravenosa em caes acometidos por sequelas neuroldgicas,
apresenta potencial terapéutico a fim de atenuar o quadro clinico e fornecer melhora
na qualidade de vida dos animais afetados.

Palavras-chave: Desmielinizagdo; Neuroinflamagéao; Terapia Celular.
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ABSTRACT

Canine distemper is a severe viral disease that affects dogs regardless of breed, age,
or sex, leading to systemic and neurological signs, particularly in unvaccinated or
immunocompromised animals. Neurological manifestations result from direct viral
replication in nervous tissue and demyelination due to chronic lesions in the central
nervous system. Effective treatment options remain limited. Owing to their
immunomodulatory and neuroregenerative properties, multipotent mesenchymal
stromal cells (MSCs) have emerged as a promising therapeutic alternative. This study
aimed to evaluate the efficacy of intravenous therapy using canine adipose tissue-
derived MSCs (cAT-MSCs) at a dose of 6 x 10° in dogs with neurological sequelae of
distemper. Seven animals underwent three cell transplants at 30-day intervals.
Neurological status was assessed using a neurodeficiency scale, cerebrospinal fluid
(CSF) analysis, and magnetic resonance imaging (MRI) at baseline and after
treatment. Clinical improvement was observed in all animals, with an average of 51%
reduction in neurological signs, particularly after the second and third transplants,
despite no significant changes in CSF or MRI findings. These results suggest that
intravenous cAT-MSC transplantation holds therapeutic potential for improving clinical
outcomes and quality of life in dogs affected by neurological sequelae of distemper.

Keywords: Cell therapy; Demyelination; Neuroinflammation.
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1. INTRODUGAO

A cinomose canina € uma grave doenga infectocontagiosa, causada por um
virus do género Morbillivirus, da familia Paramyxoviridae. Suas manifesta¢des clinicas
podem ser subclinicas, agudas ou crdnicas, caracterizadas por sinais clinicos
cutaneos, gastrointestinais, respiratérios e neurolégicos (MARTELLA et al., 2008;
MANGIA & PAES, 2016). A difusdo viral depende da resposta imunoldgica do
hospedeiro assim como viruléncia da cepa infectante, estes fatores influenciam para
que a doenga sistémica progrida para sua fase neurologica (MANGIA & PAES, 2016;
SYKES & VANDEVELDE, 2022).

As alteragbes neuroldégicas sdo resultado de diferentes lesdes
desmielinizantes, que variam de acordo com a fase da doencga. Lesbes agudas
ocorrem por lesdes virais diretas devido a replicagdo viral nas células da glia,
principalmente nos astrocitos e oligodendroécitos, consequentemente, ha um aumento
na produgéo de TNF-alfa, que leva a mais destruicdo de oligodendrécitos e perda de
mielina. As lesdes de forma cronica sdo expressas por aumento difuso da regulagao
do complexo de histocompatibilidade (MHC), formacéao de radicais livres de oxigénio
e infiltragao de células inflamatérias, sendo o antigeno restrito nesta fase (SUMMERS
& APPEL, 1987; VANVEVELDE & ZURBRIGGEN, 1995; SCHOBESBERGER et al.,
2002; VANVEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005; MANGIA & PAES, 2016).

O tratamento para cinomose consiste em terapia de suporte (MARTELLA et al.,
2008; PINHEIRO et al., 2016). Considerando as caracteristicas inflamatérias da fase
crbnica da doenca, a terapia com células estromais mesenquimais multipotentes
(MSCs) é uma alternativa para o tratamento (PINHEIRO et al., 2016; GONCALVES et
al., 2018; PINHEIRO et al., 2019; ZHANG et al. 2022).

As MSCs exercem duas principais fungdes, recuperacao de tecidos lesionados
e atividade imunomoduladora. Essas fungdes sdo mediadas apods identificagcdo de um
microambiente lesionado, através de mecanismos paracrinos resultados da liberacao
de fatores soluveis como as citocinas, fatores de crescimento e quimiocinas, além de

efeitos antiapoptoético e antioxidantes (FRESE et al., 2016).

O efeito regulatério das MSCs sobre linfécitos e macréfagos também é crucial
na modulagdo da resposta imunoldgica, através da inibicdo de linfécitos T e

promovendo a diferenciacdo dos linfocitos T reguladores (Treg). Enquanto nos
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macrofagos influencia na polarizagédo para o fenétipo M2, acentuando a fungao anti-
inflamatdria da terapia (BRAZA et al., 2016; CARTY et al., 2017).

A terapia com MSCs por via intravenosa € investigada, principalmente, a
respeito de sua segurancga e eficacia em diferentes doengas neuroldgicas, a sua
utilizagdo em casos de animais com lesdes neurologicas decorrentes da cinomose
tem apresentado reducao significativa dos sinais neurolégicos (BRITO et al., 2010;
KARUSSIS et al., 2013).

Considerando o potencial terapéutico das MSCs na neuro-regeneragao e a
auséncia de terapias definitivas para desmielinizagdo desencadeados pela cinomose
canina, a hipotese desse estudo € de que a terapia com as células estromais
mesenquimais multipotentes derivadas de tecido adiposo canino (cAT-MSCs), por
meio de multiplos transplantes intravenosos em cées portadores de sequelas
neuroldégicas secundarias a cinomose, melhore o quadro neuroldgico desses animais

progressivamente, atenuando ou quadro.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CINOMOSE

A cinomose canina € causada por um virus RNA de fita simples do género
Morbillivirus, e familia Paramyxoviridae (VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 1995).
Sendo extremamente contagioso, o virus da cinomose (CDV) afeta principalmente
caes domésticos, porém a infecgdo também € descrita em espécies de vida selvagem,
como grandes felinos, mustelideos e mamiferos aquaticos (KAPIL & YEARY, 2011;
GIACINTI et al., 2022).

Contendo 15.690 nucleotideos, o genoma do CDV codifica 8 proteinas, sendo
6 dessas envolvidas na estrutura viral. As proteinas hemaglutinina (H), proteina de
fusado (F) e proteina de matriz (M) sédo proteinas de superficie da membrana do CDV,
enquanto as proteinas nucleocapsideo (N), fosfoproteina (P) e proteina de grande
polimerase (L) entdo internamente envolvidas na formagdo do complexo
ribonucleoproteico (RNP) (Figura 1) (KOLAKOFSKY, 2016; FREITAS et al., 2019;
RENDON-MARIN et al., 2019).
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Cada proteina tem uma fungao especifica para o funcionamento e replicagao
viral, a proteina N é responsavel por encapsular o RNA viral, enquanto as proteinas P
e L participam da replicacio e transcrigdo do RNA viral. A proteina M tem importante
funcdo na montagem e desenvolvimento viral, conectando as proteinas de superficie
H, que apresentam funcao de fixagdo do virus nas células hospedeiras, enquanto a
proteina F media a fusdo entre o virus e a célula infectada (DA FONTOURA
BUDASZEWSKI & VON MESSLING, 2016; FREITAS et al., 2019; RENDON-MARIN
et al., 2019). As proteinas ndo estruturais C e V sao codificadas através da proteina P
por uma sobreposigcao na fase de leitura aberta, sendo responsaveis pela modulagao
da resposta imune e patogenia do virus, assim como fungcéo de evaséo do sistema
imune do hospedeiro (DA FONTOURA BUDASZEWSKI & VON MESSLING, 2016;
RENDON-MARIN et al., 2019).

Envelope

L 1 — 1 1 |
S S S o
S o o
S & oS &

Figura 1. Organizagao do genoma viral do CDV. a. Diagrama esquematico das particulas do CDV, N:
nucleocapsideo, P: fosfoproteina, M: proteina matriz, F: proteina de fusédo, H: hemaglutinina, L: proteina
grande de polimerase. b. Mapa do genoma do RNA, representando separadamente cada mRNA
codificado, e sobreposicao das proteinas C e V originadas da proteina P. Fonte: Rendon-Marin et al.,
(2019).

Podendo afetar caes de qualquer idade, raca ou sexo, a cinomose € mais
frequente, principalmente, em animais jovens e sem historico de vacinagao, resultante
de falha imunoldgica (SILVA et al., 2007; KAPIL & YEARY, 2011).
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Os sinais clinicos da cinomose s&o variados e afetam diferentes sistemas do
organismo, sua gravidade esta relacionada a viruléncia da cepa (LOOTS et al., 2017;
SHRESTHA et al., 2021). Inicialmente, sdo observados sinais sistémicos gerais como
febre, inapeténcia, letargia, progredindo para sinais de trato respiratério como
secre¢des nasais purulentas e pneumonia, sinais oculares como secre¢ao ocular e
conjuntivite, gastrointestinais como vomitos e diarreia, e dermatoldgicos marcados por
pustulas abdominais e presenca de hiperqueratose de coxins e focinho (MARTELLA
et al., 2008; SHRESTHA et al., 2021; MANANDHAR et al., 2023). A presenga de
hipoplasia de esmalte dentario também pode ser observada (MARTELLA et al., 2008).

As alteracdes neuroldgicas causadas pelo CDV variam de acordo com a area
do sistema nervoso central (SNC) afetada. Secundarias a polioencefalite aguda e
leucoencefalomielite desmielinizantes, os sinais neurolégicos observados variam
entre crises epilépticas, paresias, plegias, mioclonias, ataxia, mudancas de
comportamento, lateralizacdo e inclinagdo da cabegca (VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 1995, 2005; MARTELLA et al., 2008; ARECO et al., 2021).

2.2 NEUROPATOGENIA E DESMIELINIZACAO

A via principal de infeccédo é por aerossois, sua replicagdo primaria ocorre em
tecido linfoide do trato respiratério, tendo como alvo, as células mononucleares
(VANDEVELDE & ZURBRIGGEN, 2005; MARTELLA et al., 2008; SHRESTHA et al.,
2021). A entrada do CDV no SNC pode ocorrer por diferentes vias, sendo as duas
mais comuns a passagem de células infectadas da corrente sanguinea ao cérebro
através da barreira hematoencefalica, ou a passagem direta do virus ao liquido
cefalorraquidiano, levando a infeccdo de células ependimarias (VANDEVELDE &
ZURBRIGGEN, 1995, 2005). Embora ndo seja um mecanismo totalmente elucidado,
o transporte axonal retrogrado é discutida como possibilidade de infeccédo do SNC por
doencas virais (RACANIELLO, 2006).

O processo de desmielinizagdo por infeccao pelo CDV ocorre através de
diferentes mecanismos, estando presente em todas as fases da doenca. Na fase
aguda o processo de desmielinizagao € induzido pelo virus, resultando em acumulo
de antigenos no SNC causando vacuolizagdo da substancia branca e edema da
mielina, secundario a infecgdo dos astrocitos (SUMMERS & APPEL, 1987;
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