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LISTA DE ABREVIATURAS

AST: aspartato aminotransferase;

ALT: alanina aminotransferase;

CD: cluster designation;

CeMV: morbilivirus dos cetaceos;

Complexo RNP: complexo ribonucleoprotéico;
CT: células-tronco

CTA: células-tronco adultas

CTH: células-tronco hematopoiéticas

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium;
DMSO: Dimetilsulfoxido;

ELISA: Ensaio imunoenzimético;

EUA: Estados Unidos da América;

FA: fosfatase alcalina;

FeMV: morbilivirus dos felinos;

FMVZ: Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia;
GGT: gama glutamil transferase;

HA: hemaglutinina;

HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution;

IFD: Imunofluerescéncia direta;

IFI: Imunofluorescéncia indireta;

ISH: Hibridizag&o in situ;

LANCA: Laborat6rio de Reproducéo Avancada e Terapia de Células-Tronco;

LCR: liquido cefalorraquidiano;

MO: momento O;

M1: momento 1,

M2: momento 2

MeV: virus do sarampo;

MHCI: complexo de histocompatibilidade de classe I;
MRNA: RNA mensageiro;

MSCs: células estromais mesenquimais multipotentes;
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MSCs -TA: MSCs do tecido adiposo;

ASCs: Células estromais mesenquimais de tecido adipose;
IT: intratecal;

NaCl: cloreto de sodio;

NP: nucleoproteina;

PBS: solucao fosfato salino;

PCR: Reacdo em cadeia pela polimerase;

PDV: virus da cinomose dos focideos;

PPRV: virus da peste dos pequenos ruminantes;

gPCR: Reacado em Cadeia pela Polimerase quantitativo;
RFP: reflexos fotopupilares;

RM: ressonéancia magnética;

RNA: &cido ribonucleico

RPV: virus da peste bovina;

RT-PCR: reacdo em cadeia pela polimerase via transcriptase reversa;
SFB: soro fetal bovino;

SITC: Sociedade Internacional de Terapia Celular;
SNC: sistema nervoso central;

TC: tomografia computadorizada,;

TLC: Teste Lacrimal de Schirmer;

Unesp: Universidade Estadual Paulista;

VCC: virus da cinomose canina; (Morbillivirus canino)

CDV (canine distemper Virus)
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RESUMO

As células estromais mesenquimais multipotentes (MSCs) séo células adultas
gue residem em diversos tecidos do corpo e possuem capacidade proliferativa,
imunomoduladora, anti-inflamatéria e neuroregenerativa representado pela
secrecdo de citocinas e fatores neurotroficos. O tecido neural possui baixa
capacidade regenerativa apés lesdes traumaticas, inflamatérias e degenerativas,
sendo alvo de estudos com uso de MSCs devido ao seu potencial terapéutico. A
cinomose é uma doenca viral infectocontagiosa comum em cées que acomete o
sistema nervoso central refletindo em sinais clinicos neurolégicos causadas por
lesGes desmielinizantes, resultantes da replicacdo viral no interior dos
oligodendrocitos e de células da microglia, pela regulacdo do complexo de
histocompatibilidade de classe | e infiltracdo de células inflamatérias. Nesse
sentido, com o intuito de reduzir os sinais clinicos neuroldgicos, o objetivo desse
estudo foi avaliar a eficacia terapéutica das MSCs derivadas do tecido adiposo
canino pela via intratecal (IT) em cdes com encefalomielite viral por cinomose.
Foram utilizados 10 cées, sem raca definida, apresentando sinais neurolégicos
de inicio agudo e progressivo com diagndéstico positivo pelo teste de Reacédo em
Cadeia pela Polimerase quantitativo (QPCR). No momento 0 (M0), foi realizado
exame neurolégico, teste gPCR, hemograma e bioquimica sérica. No momento
1 (M1), os animais foram submetidos a anestesia para exame de ressonancia
magnética (RM), seguido da colheita do liquido cefalorraquiano (LCR), e enté@o
transplante de 10x108 MSCs pela via IT. Trinta dias apdés o transplante no
momento 2 (M2), foram realizados o exame clinico, neuroldgico, hemograma,
bioquimico, RM e analise do LCR. De acordo com os resultados obtidos nas
condicdes experimentais descritas conclui-se que a via intratecal para o
transplante das ASCs alogénicas em cées é viavel e segura, pois demonstrou
ser minimamente invasiva, rapida e permite transplantar um grande namero de
células no espaco subaracnéideo. As ASCs alogénicas por via intratecal
demonstraram ser efetivas na melhora dos sinais clinicos.

Palavras-chave: células-tronco, Morbillivirus, sistema nervoso central,

tratamento, sequelas
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ABSTRACT

Multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs) are adult cells that reside in
various tissues of the body and have proliferative, immunomodulatory, anti-
inflammatory and neurooregenerative capacity represented by secretion of
cytokines and neurotrophic factors. Neural tissue has low regenerative capacity
after traumatic lesions, inflammatory and degenerative, being the target of
studies with the use of MSCs due to its therapeutic potential. Distemper is a
common viral disease, infectious and contagious of dogs that affects the central
nervous system reflecting on clinical neurological signs caused by demyelinating
lesions, resulting from viral replication within the oligodendrocytes and microglial
cells, by regulation of the class | histocompatibility complex and infiltration of
inflammatory cells. Thus, in order to reduce neurological clinical signs, the
objective of this study was to evaluate the therapeutic efficacy of MSCs derived
from canine adipose tissue by the intrathecal route (IT) in dogs with viral
encephalomyelitis due to distemper. Ten dogs were used, mixed breed,
presenting neurological signs of acute and progressive onset with positive
diagnosis by quantitative Polymerase Chain Reaction (QPCR). At time 0 (MO),
neurological examination, gPCR test, blood count and serum biochemistry were
performed. At the moment 1 (M1), the animals were submitted to anesthesia for
magnetic resonance imaging (MRI), followed by cerebrospinal fluid (CSF)
harvest, and then transplantation of 10x10® MSCs via the IT. Thirty days after
transplantation at time 2 (M2), clinical, neurological, hemogram, biochemical,
MRI and CSF analyzes were performed. According to results in the experimental
conditions described, it is concluded that the via intrathecal for the transplantation
of allogeneic ASCSs in dogs is viable and safe as it has been shown to be
minimally invasive, rapid and allows to transplant a large number of cells in the
subarachnoid space. Intrathecal allogeneic ASCSs have been shown to be
effective in improving clinical signs.

Key words: stem cells, Morbillivirus, central nervous system, treatment,
sequels



1 INTRODUCAO

A cinomose é uma doenca infectocontagiosa causada pelo Morbillivirus
canino, da familia Paramyxoviridae, altamente contagioso (GREENE; APPEL,
2006; SILVA et al., 2007). Os caes infectados pelo VCC podem manifestar uma
combinacdo de sinais clinicos, incluindo les6es no sistema respiratorio,
gastrintestinais, cutaneos e neurolégicos que podem ocorrer em sequéncia ou
simultaneamente (GRONE et al., 2003).

As alteracbes neurologicas sdo caracterizadas por lesdes
desmielinizantes do sistema nervoso central (SNC), por replicacado viral no
interior dos oligodendrdcitos e de células da microglia, regulacdo do complexo
de histocompatibilidade de classe | (MHCI) e infiltracdo de células inflamatérias,
essas alteracdes induzem os sinais clinicos neurolégicos (GEBARA et al., 2004;
MANGIA; PAES, 2008; SCHOBESBERGER et al.,, 2002; VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN, 2005).

As manifestacdes neurolégicas dependem da regido do SNC afetada
(SILVA, 2009; MARTELLA et al, 2008; AMUDE et al., 2006). Ha diversas
sindromes descritas entre elas, a encefalite de cades idosos e a encefalite pos-
vacinal com prognostico desfavoravel (GREENE; APPLE, 2006).

O tratamento para cinomose € baseado apenas em terapia de suporte
(PINHEIRO et al., 2016). Uma opcédo de tratamento € a terapia com células-
tronco (BLACK et al., 2007 e 2008). Essa terapia foi utilizada no tratamento de
esclerose mdltipla humana, doenca autoimune neurodegenerativa, com
sequelas semelhantes as da cinomose canina (RIORDAN et al., 2009). As
células-tronco mesenquimais (MSCs) geraram um grande interesse no campo
da medicina regenerativa devido as suas propriedades biolégicas (HOFFMAN;
DOW 2016; BAJEK et al. 2016).

Além disso, a utilizacdo de MSCs por via intravenosa, em animais com
lesdo neuroldgica, apresentou atenuacdo significativa dos sinais neuroldgicos
(BRITO et al., 2010).

As MSCs séo células adultas indiferenciadas, autorrenovaveis e com alta
capacidade de proliferacdo, originando células diferenciadas e funcionais
(NARDI, 2007). As MSCs foram descritas principalmente derivadas da medula

0ssea (BMMSCs), mas, nos ultimos anos, as MSCs derivadas do tecido adiposo



também tém sido amplamente estudadas, uma vez que podem ser facilmente
obtidas em cultura com alta taxa de proliferacdo. (FRESE et al. 2016). Dentro
dos principais mecanismos de acao se destacam a secrec¢ao de fatores soluveis
que estimulam a migracdo, mitose e diferenciacdo das células-tronco locais,
imunomodulacdo do microambiente, além da estimulacdo da angiogénese do,
favorecendo a regeneracao e o reparo tecidual (FU et al. 2017; KYURKCHIEV
et al. 2014). Embora controverso, as MSCs possuem potencial de se
diferenciarem em varias linhagens celulares podendo originar células
musculares, neuronais e hepatocitos (CASTRO-SILVA et al., 2010). A Sociedade
Internacional de Terapia Celular (SITC) definiu critérios para a caracterizacao
das MSCs humanas. Dentre os critérios estao incluidos aderéncia ao plastico em
cultura celular e expressar ou ndo marcadores de superficie especificos cluster
designation (CD), além da demonstracdo in vitro para diferenciacédo
condrogénica, adipogénica e osteogénica (DOMINICI et al., 2006).

Nos animais domésticos, assim como para seres humanos, lesées no
sistema nervoso podem ser debilitantes e devido a capacidade regenerativa
limitada do sistema neural, a MSCs tem sido estudadas em algumas doencas do
sistema nervoso central (KARUSSIS et al.,, 2013). Com base em evidéncias
experimentais de seus modelos pré-clinicos, Uccelli et al. (2011) sugerem que
as MSCs constituem uma promissora abordagem na reparacdo e protecao
neural. Foi evidenciado que MSCs adultas possuem a capacidade de migrar para
areas lesadas, como areas de hipoOxia, apoptéticas ou inflamadas (PAUL;
ANISIMOV, 2013). A atenuacdo dos sinais clinicos neurolégicos de diversas
doencas deve-se ao fato das MSC serem imunomoduladoras sendo tréficos para
fator de crescimento do epitélio vascular (VEGF) pois estimula a angiogénese,
impede a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e permite a regeneracdo
tecidual. Outros mecanismos terapéuticos baseiam-se em sua capacidade
paracrina, neuro/axonioprotetiva, manipulagdo genética e modulagdo da
apoptose (CAPLAN; DENNIS, 2006; PERONI; BORJESSON, 2011; SCHWINDT
et al., 2005; STEWART, 2011).

O potencial das MSCs em melhorar a regeneracdo nervosa com
recuperagdo morfologica e funcional, apés lesées do SNC e periférico, tem sido
evidenciado em diversas espécies, como roedores (WANG et al., 2012; SHEN
et al., 2010), primatas ndo humanos (HU et al., 2013), suinos (CHO et al., 2010),



humanos (BRAGA-SILVA et al., 2008), porem, estudos sao necessarios para
esclarecer o efeito terapéutico em caes.

Acredita-se que grande parte das células administradas pela via IV séo
retidas nos pulmdes, ganglios linfaticos e outros tecidos, reduzindo o nimero de
células disponiveis para o0 SNC (KARUSSIS et al., 2010). Desta forma, a via
itratecal € uma alternativa promissora e tem se mostrado eficaz e segura para
aplicacdo de MSCs autdlogas (CHEN, B. K. etal., 2014; MAIA et al., 2015; SATTI
et al., 2016; ZEIRA et al., 2015) e alogénicas (LIANG et al., 2009; VILLANOVA,;
BACH, 2015).

Sendo assim, a terapia celular ainda € um desafio no ambito do sucesso
da técnica, uma vez que o tipo de célula, a fase da doenca e a via de aplicacao
podem influenciar na resposta da terapia. O interesse em terapia celular
aumentou ao longo dos anos, pois tem como objetivo reparar o tecido lesionado
pelas ceélulas-tronco transplantadas, estimular as células-tronco residentes e
melhorar o0 microambiente por meio de efeitos anti-inflamatorios e
imunomoduladores. Adicionalmente os cdes sdo modelos interessantes para
doencas do sistema nervoso em humanos como esclerose multipla.

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficicia terapéutica das MSCs
derivadas do tecido adiposo canino pela via intratecal (IT) em cées com

encefalomielite viral cinomose



2 REVISAO DE LITERATURA

21 Cinomose

Cinomose canina é uma doenca viral que causa imunossupressao grave
e comprometimento multissistémico. Possui trés formas de apresentacao clinica:
aguda, subaguda e crbnica, caracterizado principalmente por sinais
respiratérios, gastrintestinais, dermatoldgicos, oftalmolégicos e neuroldgicos
(FENNER, 2004; GREENE; APPEL, 2006; SUMMERS et al., 1995). No sistema
nervoso central (SNC) a cinomose esta relacionada com infeccdo persistente
pelo virus da cinomose canina (VCC) resultando em doenca desmielinizante
multifocal progressiva (SCHOBESBERGER et al., 2002; VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN, 2005). Sao descritas trés formas de encefalite causada pelo
virus da cinomose: encefalite dos cées jovens, encefalite em cées adultos e
encefalite do cdo velho (CORREA & CORREA, 1992; FAIRLE et.al.;.2015) A
doenca clinica tem sido conhecida ha séculos e é descrito inequivocamente nos
livros do século XVII, relatando grandes epidemias (BLANCOU, 2004). A
introducéo das vacinas com VCC modificadas, na década de 1950, e seu uso
extensivo ajudou a manter a doenca sob controle (APPEL, 1987; APPEL,
SUMMERS, 1995). N&o obstante, a incidéncia de doenca relacionada ao VCC
em populag¢des caninas em todo o mundo parece ter aumentado nas ultimas
décadas, visto que varios episédios de cinomose em animais vacinados foram
relatados (BLIXENKRONE-MOLLER et al.; 1992; DECARO et al, 2004).

Devido as semelhancas com algumas doencas desmielinizantes em seres
humanos, como esclerose multipla e panencefalite esclerosante subaguda, os
cdes sao utilizados como modelos experimentais na tentativa de elucidar a
patogénese ainda incerta dessas doencas (INNES; SAUNDERS, 1962,
KOESTNER, 1975; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005).

2.2 Etiologia
A cinomose é uma doenca infectocontagiosa causada pelo RNA-virus do

género Morbillivirus, familia Paramyxoviridae (ETTINGER; FELDMAN, 2005),

ordem Mononegavirales. Este género de virus é responsavel por varias doencas



de alta gravidade em seres humanos e animais. O VCC possui um envelope com
duas camadas lipidicas derivadas da membrana plasmatica (LAMB; PARKS,
2007; ICTV, 2009) e seu genoma viral possui uma fita de RNA simples, grande
(150 a 350nm), de simetria helicoidal (BRAZ, 2009) e com polaridade negativa,
nao sendo segmentada, (PARDO et al.,, 2005; ORSINI e BONDAN, 2008),
envolto por lipoproteinas, possuindo apenas um antigeno (HIRCH e ZEE, 2009).

Morfologicamente, o VCC é constituido por seis proteinas estruturais: trés
internas (proteinas L, N e P) e trés inseridas no envelope (proteinas M, H e F)
(BARRETT, 1999; ZEE; MacLACHLAN, 2004; ORSINI; BONDAN, 2008) (Figura
1). O genoma € envolto por nucleocapsideo helicoidal, que consiste na
nucleoproteina (NP), associado a proteina matrix e ao complexo polimerase,
incluindo as proteinas P (fosfoproteina) e L (polimerase ou grande). A proteina
N (nucleocapsideo) é responsavel pela protecdo do material genético e as
proteinas L (polimerase) e P (fosfoproteina), também conhecidas como
complexo polimerase, estdo envolvidas na transcricdo e na replicacdo do RNA
viral (BARRETT, 1999; ORSINI; BONDAN, 2008). As proteinas L, N, P e 0 RNA
viral formam o complexo ribonucleoprotéico (complexo RNP) (BARRETT, 1999;
ORSINI; BONDAN, 2008; BEINEKE et al., 2009).

FIGURA 1 — Modelo esquematico da estrutura do virus da cinomose canina, demonstrando as
seis proteinas estruturais (N, P, M, F, H e L) codificadas pelos seis genes que compdem o RNA
viral envoltas pelo envelope lipoprotéico (E). Fonte: Greene e Vandevelde (2012).



A proteina de membrana (M) est& localizada na face interna do envelope
e exibe as duas glicoproteinas, hemaglutinina (HA) e proteina de fuséo (F), que
sao responsaveis pela fixacdo na membrana dos plasmaocitos (VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN, 2005; ELIA et al., 2008). A proteina M (matriz) € importante para
a maturacdo viral e funciona como conectora das glicoproteinas de superficie (F
e H) ao nucleocapsideo (BARRETT, 1999; ORSINI; BONDAN, 2008; BEINEKE
et al., 2009). A HA possui atividade de hemoaglutinacéo, sendo responsavel pela
fixacdo do virus na célula hospedeira e pelo tropismo celular, também é
reconhecida atualmente por possuir mais varia¢cdes antigénicas. A proteina F
proporciona a ligacao entre a membrana celular do hospedeiro e o envelope viral
e a formacéo de sincicios (STERN et al., 1995; WILD et al., 1995; LAN et al.,
2006). Essas glicoproteinas sdo derivadas da membrana da célula hospedeira
na formacdo de novos virions (HASS; BERRETT, 1996). As proteinas P e L
possuem a funcéo de transcrigcéo e replicacao viral (BARRETT, 1999), ao mesmo
passo que a NP é a principal reguladora da replicacéo viral e da transcricéo, e
consequentemente, € a primeira proteina exposta ao sistema imune que
estimula a producado de anticorpos nos primeiros estagios da infeccdo (LATHA
et al., 2007). Imhoff et al. (2007), afirmam que o colesterol esta envolvido na
formacédo e manutencdo de membranas celulares e consequentemente para a
formacdo das proteinas HA e F do envelope viral. Os autores demonstraram que
a reducdo do colesterol do envelope viral reduz a infectividade do virus da
cinomose, e quando este interage com células de menor teor de colesterol ha
diminuicao na formacéao de sincicios.

A replicacdo ocorre dentro do citoplasma, podendo ser em células
anucleadas. O processo se inicia com a adsorcdo da célula, devido ao
acoplamento da glicoproteina HA aos receptores da membrana celular e a
proteina F promove a fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica da
célula, liberando o nuclecapsideo intacto dentro do citoplasma. Apds producao
de certa quantidade de proteinas virais, o0 complexo polimerase determina a
interrupcdo do processo de transcricao e o inicio do processo de replicagdo do
genoma (LAMB e PARKS, 2007).

Mutacdes pontuais causadas por erros intrinsecos da polimerase sdo as
principais causas da variabilidade genética dos morbilivirus (MCCARTHY et al.,
2007).



O virus da cinomose canina (VCC), atualmente descrito, como
Morbillivirus canino, esta relacionado aos virus do sarampo, Measles virus, e ao
da peste bovina, Rinderpest virus, com reagao cruzada entre eles, que ocorrem
devido a ribonucleoproteina e aos antigenos do envelope viral (LAMB; PARKS,
2007). O género Morbilivirus inclui o virus do sarampo (MeV), virus da cinomose
canina (VCC), morbilivirus dos felinos (FeMV), morbilivirus dos cetaceos
(CeMV), virus da cinomose dos focideos (PDV), virus da peste dos pequenos
ruminantes (PPRV), e virus da peste bovina (RPV) (BUDASZEWSKI; VON
MESSLING, 2016).

Este RNA-virus assemelha-se de forma antigénica e biofisicamente ao
virus da peste bovina e ao dos pequenos ruminantes, assim como da cinomose
dos golfinhos, das focas e dos botos e do virus do sarampo dos humanos
(GREENE; APPEL, 2006; BEINEKE et al., 2009; BRAZ, 2009), do morbilivirus
das toninhas, dos equinos e suinos (GREENE; APPEL, 2006). Tem
caracteristica pantropica, infectando células dos diversos sistemas dos caes
(MARTINS et al., 2009).

Devido a sua habilidade de replicacdo em varias culturas celulares como
macréfagos, linfécitos e células epiteliais, bidtipos de cepas virulentas e
atenuadas se diferenciam com facilidade (BRAZ, 2009). O virus da cinomose
canina possui apenas um sorotipo, porém os isolados de campo tém
apresentado variabilidade antigénica consideravel, podendo ser divididos em
linhagens, que apresentam variacbes de patogenicidade e viruléncia (ZEE;
MacLACHLAN, 2004; ARNS et al., 2007; McVEY; KENNEDY, 2008), associadas
principalmente com a area geografica onde a cepa foi isolada (SUMMERS et al.,
1984).

Ha um sorotipo de virus que possui cepas biologicamente diferentes,
sendo umas levemente virulentas, causando infec¢des inaparentes, algumas
causam doenca aguda com alta frequéncia de encefalite e outras cepas causam
moléstia debilitante com alta taxa de mortalidade e baixa taxa de encefalite. Além
disso, algumas estirpes virais podem se apresentar como viscerotropicas, o que
leva a uma moléstia debilitante, com elevada mortalidade e com baixa frequéncia
de encefalite (GEBARA et al.,, 2004; MONTEIRO et al.,, 2010). Também ha
aguelas que demoram em apresentar seus efeitos encefalitogénicos, como a
encefalite do cdo velho ou a “hard pad disease” (MANGIA; PAES 2008). Estudos



de biologia molecular e sequenciamento viral caracterizaram amostras virais e
classificaram filogeneticamente em nove linhagens circulantes no mundo:
America-l, America-Il, Asia-l, Asia-1l, Europa Il (silvestre), Artica, Africa do Sul,
Ameérica do Sul-lI/Europa, América do Sul-Il) (HASS et al., 1997; MOCHIZUKI et
al., 1999; MARTELLA et al., 2006; CALDERON et al., 2007; WOMA et al., 2010;
PANZERA et al.,, 2012). Foi identificada uma nova linhagem circulante na
Colébmbia, denominada de América do Sul Illl (ESPINAL et al.,, 2014).
Informacdes moleculares das estirpes circulantes no Brasil demonstraram até o
presente momento a linhagem América do Sul | (BUDASZEWSKI et al., 2014)
Europa e América do Sul Il (MANGIA; PAES, 2016)

As cepas virais, como 0 selvagem tipo A75/17, que induz infecgéo
persistente no sistema nervoso central de cdes, Distemperoid, foram descritas
em furdes, raposa e cées. As estirpes Onderstepoort e Rockborn, sao utilizadas
para a elaboracéo de vacinas contra a cinomose e as estirpes Snyder Hill e R252
sdo utilizadas em experimentos de inoculacdo cerebral, em estudos da
patogénese viral e em desafio pds-vacinal, pois possui grande potencial
neurotrépico e imunossupressor (NEGRAO et al., 2006; HARTMANN et al.,
2007; MANGIA; PAES 2008). Essas trés variedades (A75/17, R252 e Syder Hill)
sdo altamente virulentas e neurotropicas e as demais variam em suas
habilidades em causar lesdes no SNC (GREENE; VANDEVELDE, 2012).

O agente viral da cinomose canina é relativamente |abil e possui pH menor
que 4,5, é inativado pelo ressecamento e calor em 1 hora a 55° C e em 30
minutos a 60° C. Estando a uma temperatura de 20° C por 1 hora, este virus
ainda permanece viavel, como também por 20 minutos nos exsudatos e por
varias semanas entre 0 — 4° C. Permanece ainda estavel durante meses a anos
no estado congelado (LITFALLA et al., 2008).

A sua sobrevivéncia em tecidos excisados ou secrecdes é de pelo menos
uma hora a 37° C e trés horas a 20° C. Sua sobrevivéncia também é aumentada
em temperaturas frias e a -65° C permanece viavel por pelo menos sete anos
(GREENE; VANDEVELDE, 2012).

E inativado por detergente, solventes de lipidios, desinfetantes a base de
amoOnia quaternaria a 0,3%, durante 10 minutos, formol a 0,5%, durante 4 horas
e fenol a 0,75%, durante 10 minutos (GREEN; APPEL, 2006; BARBOSA;
PASSOS, 2008).



2.3 Epidemiologia

A cinomose canina é uma doenca cosmopolita, que apesar de ocorrer em
qualquer época do ano, (GREENE; APPEL, 2006) o maior nimero de casos
ocorre no inverno, onde ha um ambiente mais propicio para a sobrevivéncia do
virus (GREENE; APPEL, 2006; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2010).

O virus da cinomose canina tem distribuicdo enzootica mundial e
dissemina-se muito rapido entre os caes ndo imunizados de qualquer sexo, raca
ou idade, sendo mais comum em filhotes entre trés a seis meses, por talvez nado
mais possuirem imunidade derivada da m&e (SANTOS, 2006; NELSON;
COUTO, 2006; HARTMAN et al., 2007; BICHARD, 2008). O maior risco da
disseminacdo do virus é em local onde os cdes sdo mantidos aglomerados
(BICHARD, 2008), mantendo o virus instavel no ambiente (LITFALLA et al.,
2008).

Os caes clinicamente acometidos apresentam as seguintes caracteristicas:
falta de vacinacédo ou falha no protocolo vacinal, vacinas inapropriadas, colostro
da mae com titulos inadequados de anticorpos, imunosSsUpressao ou exposicao
a cées infectados (GREENE; APPEL, 2006).

Todos os animais que sdo infectados e desenvolvem a forma sintoméatica
ou a forma assintomética da cinomose fazem parte da cadeia epidemiolégica
como fonte de infecgéo para animais suscetiveis (NEGRAO et al., 2007a). De
acordo com resultados de exames sorolégicos, a taxa de animais infectados ou
gue tiveram contato com o virus € maior que a de cdes doentes e isso, deve-se
a protecdo natural contra o virus (DEZENGRINI et al., 2007) e através de um
exame molecular em reacdo de cadeia pela polimerase via transcriptase reversa
(RT-PCR), identificou a presenca do virus em caes assintomaticos e nao
vacinados (DEL PUERTO et al., 2010).

A eliminacéo do virus ocorre sete dias apés a infec¢gédo, podendo durar de
60 a 90 dias ap0s a exposicdo (GREENE; VANDEVELDE, 2012).

A transmissdo do VCC ocorre tanto pelo contato direto por aerossois
(GREENE; APPEL, 2006), pela exposicdo ao ar,como por urina, fezes, via
placentaria (ETTINGER; FELDMAN, 2008) por secre¢cfes e excrecoes,
particulas infectantes, liberadas por animais infectados (LITFALLA et al., 2008;
GREENE; VANDEVELDE, 2012),Esses animais, podem ou ndo demonstrar
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sinais clinicos (MARTINS et al.,, 2009),mas transmitem o virus , via trato
respiratério superior (GREENE; APPEL, 2006) disseminando —o principalmente
em ambiente onde cées sdo mantidos em grupos (LITFALLA et al., 2008).

Com a exposic¢ao natural, o virus se propaga por goticulas de aerossois
entrando em contato e ocorrendo a replicacdo primaria, através da inalacdo, com
o epitélio do trato respiratério superior (GREENE; APPEL, 2006; DE SWART et
al., 2007; LEMON et al., 2011). A progressao da infeccdo depende da resposta
imune do animal (BEINECKE et al., 2009).

A cinomose é endémica em muitos paises e desde a Ultima década é
considerada reemergente em Vvarios locais que tinham a doenca outrora
controlada pela vacinacdo (BLIXENKRONE-M@LLER et al., 1994; GEMMA et
al., 1996; EK-KOMMONEN, et al.;1997; GRIOT et al., 2003; LAN et al., 2006;
NORRIS et al., 2006; SCHODER et al., 2006; KAPIL et al., 2008). Surtos também
tém ocorrido em todo o mundo, relacionados com intervalos inadequados na
periodicidade da vacinacao (GREENE, 2008), sendo alguns descritos em paises
como EUA, Japao, Finlandia e Alemanha (MANGIA; PAES, 2016), assim como
relatos de alguns casos diagnosticados em locais em que a doenga nao ocorria,
como a Nigéria (EZEIBE, 2005). A cinomose é endémica no Brasil e apesar de
ser responsavel por um grande numero de morte de cées vitimas da doenca, em
grandes centros urbanos, tem se comportado como doenca controlada e
aparece como surtos (MANGIA; PAES, 2016).

Além de cdes domésticos, que representam o principal reservatorio, 0s
hospedeiros que sdo acometidos por esse virus sdo os da Familia Canidae como
raposa, dingo, coiote, lobo e chacal; da Familia Mustelidae como furéo, vison,
doninha, marta, cangamba, texugo e lontra; da Familia Procyonidae como
guaxinim, panda, jupard e quati; Familia Felidae como exéticos, mas ndo os
gatos domésticos (GREEN; APPEL, 2006; ORSINI; BONDAN, 2008; GREENE;
VANDEVELDE, 2012). O virus pode induzir a doengca em outras espécies como
focas, golfinhos e primatas ndo humanos (NELSON; COUTO, 2006; KUIKEN et
al., 2006).

Também séo suscetiveis ao virus, gatos domésticos e suinos, embora
ndo desenvolvam a doenca clinica (GREENE; APPEL, 2006). Os ferrets sao
muito sensiveis ao VCC, podendo chegar a 100% de morbidade e mortalidade
(MARTINS et al., 2009).
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Embora possa afetar todas as idades, a maior suscetibilidade é de caes
entre trés e seis meses de idade, coincidindo com o periodo de diminui¢cdo dos
anticorpos colostrais apés o desmame (APPEL, 2010). Nao ha predisposicdo
racial, no entanto, os caes braquicefalicos ttm demonstrado menor prevaléncia,
sequelas e mortalidade da doenca que os dolicocefdlicos (GREENE;
VANDEVELDE, 2012). Caes sem raca definida sdo mais infectados pelo virus
da cinomose, em comparacao aos caes de raca. Isso se deve ao fato desses
animais apresentarem maior chance de entrar em contato com as particulas
virais proveniente de outros cées ja infectados (MARTINS et al., 2009).

Depois de infectados, muitos cées sdo capazes de livrarem-se do virus
sem apresentar a doenca. Apesar da maioria deles eliminarem completamente
0 virus, alguns ainda o hospedam no SNC (GREENE e VANDEVELDE, 2012).
E possivel que cies com sinais de infeccdo apenas do SNC n&o eliminem o virus
para o meio ambiente (LAPPIN, 2006).

Animais selvagens reintroduzidos em area de soltura podem ser
acometidos por doencas de animais domeésticos residentes nas proximidades,
devido a falta de adequacéo do sistema imune dos animais selvagens frente aos
patdgenos dos animais domésticos (DIAS-CATAO, 2008).

A infeccdo humana foi descrita experimentalmente por Nicolle (1931), na
forma assintomatica e alguns autores sugerem a participacdo do virus em
doencas neuroenddcrinas humanas, assim como esclerose mdaltipla (SIPS et al.,
2007), doenca de Paget, panencefalite esclerosante subaguda (MARTINS et al.,
2009), mas isso ainda € questionavel, até que os virus envolvidos sejam
completamente isolados e sequenciados (GREENE; VANDEVELDE, 2012).

2.4 Patogenia

A cepa o titulo viral, a idade do animal e a resposta imune do hospedeiro,
influenciam na patogénese e na gravidade da doenca (BICHARD, 2008).

O VCC pode replicar-se em varios tipos celulares, mas as células linfoides
e 0S macréfagos parecem ser mais suscetiveis. Apos infectar essas células, o
virus se dissemina para células e érgaos linfoides como baco, timo, linfonodos
mesentéricos, placas de Peyer, células estomacais, células de Kupffer, células
mononucleares ao redor dos vasos pulmonares e bronquiais e medula 6ssea,

onde infecta linfécitos maduros, causando apoptose e queda da imunidade, o
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que contribui para o desenvolvimento de infeccbes secundéarias, sendo a
principal causa de morte e desfecho da doenca (GREENE; APPEL, 2006;
BARBOSA et al., 2008).

Quando o virus € inalado, a infeccao se inicia pelas vias respiratorias e
oral, € absorvido pelos macréfagos respiratérios e orofaringeos e apos o
transporte por estas células mononucleares circulantes, multiplica-se e espalha-
se para as tonsilas e os linfonodos cervicais e bronquiais aos dois dias poés-
infeccdo (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005; DEWEY, 2008; TAYLOR, 2009;
NOGUEIRA et al., 2009), estando presente na circulacdo sanguinea por até dez
dias (NOGUEIRA et al., 2009).

De quatro a sete dias apos a infeccédo, ha replicacéo viral no baco, figado,
timo e tecido linfoide por todo organismo, com sinais de pirexia inicial e linfopenia
(VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005; DEWEY, 2008; TAYLOR, 2009). Podem
ser observados perda de apetite, prostacao, descarga nasal e ocular e tonsilite
(MARTELLA et al., 2008). Em seguida, a infeccdo se estende para os epitélios
gastrointestinal, respiratério, urogenital, pele e SNC (SILVA et al., 2007).

O virus atinge o tecido epitelial depois de um periodo de multiplicacéo
nesses locais e os sinais clinicos referentes as lesdes epiteliais comegam a
aparecer. Na primeira semana pos-infeccao ha uma proliferacao viral nos 6rgaos
linfoides, nas células B e T, associadas a leucopenia por linfopenia. Apds cinco
ou seis dias da infec¢do, a viremia atinge o pulmé&o, nasofaringe e mucosa
conjuntival. Uma segunda viremia pode ocorrer entre o oitavo e décimo quarto
dia, podendo ser observada até o vigésimo quarto dia. O estagio virémico pode
durar até seis semanas (BRAZ, 2009).

Possivelmente por via hematdgena ou através do liquido cerebroespinhal,
o virus atinge o sistema nervoso, de oito a dez dias péds-infeccao,
desencadeando lesdes neurolégicas (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005;
DEWEY, 2008; TAYLOR, 2009; SILVA et al., 2009). O grau de envolvimento
epitelial e nervoso vai variar de animal para animal, podendo ser minimo em
alguns casos e em outros ocorrem doencas respiratérias graves, conjuntivite,
gastroenterite, hiperqueratose e encefalite (SILVA et al., 2009). Provavelmente
em todos os animais, o virus atinge o SNC, mesmo em casos em que 0S caes
nao manifestam sinais neuroldgicos e quando o0s sinais sistémicos evoluem para

manifestagdo neuroldgica, possivelmente ocorre falha da resposta imune do
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hospedeiro em eliminar o virus (NELSON; COUTO, 2006; BIRCHARD, 2008;
SILVA et al., 2009).

Devido a doenca polissistémica, os cdes com baixa resposta imune,
morrem a partir de nove a quatorze dias pos-infeccdo. O animal pode se
recuperar e apresentar os sinais tipicos da cinomose, se a resposta imune for
moderada, mas apresentar encefalomielite desmielinizante crénica, tendo inicio
retardado dos sinais clinicos nervosos. O céo afetado elimina o virus e ndo se
torna sintomatico se tiver boa resposta imune (NELSON; COUTO, 2006;
BIRCHARD, 2008). Quando h& elevacdo da taxa de anticorpos pode haver a
eliminag&o do virus da maioria dos tecidos, exceto o tecido uveal, tegumento e
neurénios (GREENE; VANDEVELDE, 2012).

A medida que a doenca progride e o cdo desenvolve algum grau de
imunidade, o virus entdo € eliminado dos tecidos linfoides e da regido cerebral e
posteriormente eliminado de todos os tecidos, mas ainda pode persistir por
periodos mais longos no SNC, contribuindo para o desenvolvimento dos sinais
nervosos de um cdo muito tempo depois de ele ter se recuperado dos efeitos
sistémicos do virus (BRAZ, 2009).

O periodo de incubacgdo pode variar de uma a quatro ou mais semanas
(MARTELLA et al., 2008). A eliminacdo do virus ocorre através de secrecdes
respiratorias e oculares por até noventa dias apos sua infec¢do (OLIVEIRA et
al., 2009).

2.5 Imunopatogénese

O VCC possui linfotropismo o que resulta em linfopenia, tanto linfécitos B
quanto T, por outro lado a trombocitopenia é causada pela infeccéo pelo VCC e
esta relacionada a liberacéo de complexos VCC-lgG-plaqueta do figado para a
circulacao.

A predilecdo por linfocitos é devido a ligacdo seletiva da proteina H,
presente no VCC com os receptores CD150/SLAM nos linfocitos; apos essa
ligacdo o virus invade a célula o que possibilita uma rapida disseminacao viral
(KRAKOWKA et al., 1980; VON MESSLING et al., 2006). Quando em infeccao

aguda acredita-se que, ocorra linfocitose, o que facilita a infiltracao via receptor
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SLAM e replicacdo viral no SNC pelos linfécitos infectados (WENZLOW et al.,
2007).

Apesar disso, de acordo com Alves et al. (2015) demonstraram que a
infeccdo das células neurais ocorre pela ligacdo do virus a um terceiro tipo de
receptor “hitherto” indefinido denominado de GliaR, induzindo a uma infecgao
nao citolitica persistente.

Embora o mecanismo de inducdo da imunossupressao ainda néo tenha
sido elucidado por completo sabe-se que, a replicacdo viral leva a uma
supressdo da resposta imune do hospedeiro. Como a cit6lise ndo é o Unico
motivo da imunossupressao especula-se que seja multifatorial (KRAKOWKA et
al., 1980; BEINEKE et al., 2009).

Nesse sentido, Krakowka et al. (1987b); YU et al. (2008), sugerem que a
imunossupressao pode estar associada também a reducdo da producéo de IL-
le IL 10 por macrofagos e mondcitos e sintese elevada de prostaglandina-E2
(PGE2), agente imunossupressor impedindo a secrecéo de fatores por Thl e Th
2. Isso gera uma reducdo na apresentacdo de antigenos pelos mondcitos o que
reduz o numero de linfécitos B que se diferenciam em plasmoécitos e

consequentemente a reducao na producao de anticorpos.

2.6 Neuropatogenia e desmielinizacéo

Nos Uultimos anos, progressos substanciais na compreensdo dos
mecanismos patogenéticos do Morbillivirus canino foram feitos. Investigacdes in
vivo e in vitro forneceram novas ideias sobre sua patogénese, com énfase
especial na interacdo axénio-mielina-glia, potenciais mecanismos endoégenos de
regeneracao e plasticidade astroglial. O Morbillivirus canino é caracterizado por
causar lesbes com um grau variavel de desmielinizacdo e inflamacao
mononuclear acompanhada por uma orquestracao desregulada de citocinas,
bem como metaloproteinases de matriz e seus inibidores (MACHADO etal.;2013;
LEMPP, et al.; 2014)

O virus infecta células do sistema nervoso como: neurbnios, astrocitos,
oligodendradcitos, células da microglia, células ependimarias e células do plexo
cordide. (BEINEKE et al., 2009). A viruléncia e o estado do hospedeiro interferem

na infeccdo uma vez que as a variedade da estirpe do VCC se reflete na
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localizagéo e intensidade das lesdes no SNC, pois existe uma variagdo do
tropismo viral. Como, por exemplo, a estirpe Snyder Hil infecta
preferencialmente neurbnios e geram lesfes graves na substancia cinzenta, mas
pouca desmielinizacdo, ja as estirpes A75/17 e R252 possuem tropismo por
células da glia, provocando uma desmielinizacao expressiva (SUMMERS et al.,
1984a; GREENE; VANDEVELDE, 2012).

Além disso, a idade influencia no desenvolvimento e a eficiéncia do
sistema imunologico o que interfere também na intensidade do quadro
clinicopatologico (KRAKOWKA; KOESTNER, 1976). Cées jovens e de idade
entre 11 e 13 anos tem maior susceptibilidade de infeccdo (McGRATH, 1960;
VANDEVELDE et al.,, 1982b). Os caes susceptiveis sado infectados por via
aerdgena ou por ingestao de goticulas infectantes (GILLESPIE, 1962; GREENE;
APPEL, 2006).

A neuroinvasao ainda ndo estd bem descrita na literatura, o que esta
determinado até 0 momento é que a neuroinvasao ocorre pela via hematégena
e é disseminado pelo liquido cefalorraquidiano (LCR) (VANDEVELDE et al.,
1985; KRAKOWKA, 1989; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005). O VCC infecta
as células ependimérias e a subsequente infeccdo dos astrdcitos ocorre via
espaco subaracndide, pois a barreira hematoencefalica esta lesionada devido a
vasculite ou também apds citolise das células infectadas do plexo coroide
(KRAKOWKA et al., 1987a; KRAKOWKA, 1989).

Segundo Rudd et al. (2006) a invasao do virus também pode ocorrer via
nervo olfatério em fur6es. Uma vez que os dendritos dos neurbnios olfatérios
estdo em contato intimo com as células epiteliais respiratorias, possibilitando a
transicao do virus entre essas células e entdo disseminacédo do virus para outras
estruturas do encéfalo. Embora essa via de infeccéo ndo tenha sido comprovada
em cdaes, a similaridade entre o curso da doenca entre furdes e caes indica a
possibilidade de infecgc&o por essa via nesses animais (RUDD et al., 2006).

As alteracOes iniciais da mielina ocorrem durante um periodo de
imunossupressdo grave na auséncia de inflamacdo (VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN, 1995). A desmielinizacdo ocorre apoés infeccdo das células
neurais, (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 1995). Mecanismos que envolvem a
excitoxicidade pelo aumento da transmissao glutamatérgica contribuem para as
lesbes no tecido nervoso (BRUNNER et al., 2007).
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A maioria dos estudos que foca em descrever a patogenia da
desmielinizacao relata que os oligodendrdcitos raramente séo infectados pelo
VCC, apesar da presenca de nucleocapsideos virais, 0 que ndo pode estar
associadas a infeccéo direta pelo virus (HIGGINS et al., 1982a; ZURBRIGGEN,;
VANDEVELDE, 1983; BLAKEMORE et al., 1989; ZURBRIGGEN et al., 1987;
GRABER et al., 1995; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 1995;
SCHOBESBERGER et al., 2002). Embora a susceptibilidade dos
oligodendrdcitos a infeccdo pelo VCC seja baixa, as alteracdes degenerativas
ocorrem quando essas células séo infectadas (GRABER et al., 1995).

Sendo assim, 0s autores sugerem que as alteracOes degenerativas dos
oligodendrdcitos resultam de uma infeccéo viral incompleta, sem producédo de
proteina viral, mas com modificacdo na expressdo de varios genes,
particularmente dos responsaveis pela codificacdo das proteinas produtoras de
mielina, mas ndo comprova que os oligodendrécitos sofrem degeneracdo
(ZURBRIGGEN et al., 1983; ZURBRIGGEN et al., 1987; ZURBRIGGEN et al.,
1993b; GRABER et al., 1995; ZURBRIGGEN et al., 1998).

O consenso entre autores mostra que desmielinizagcdo na cinomose seja
um processo bifasico (SUMMERS; APPEL, 1994). Em um primeiro momento na
fase inicial a desmielinizacdo ocorre por acdo direta do virus sobre as outras
células do SNC, como os neurénios e células da neuroglia, e a degeneracao nos
oligodendrocitos ocorre de forma secundéria (ZURBRIGGEN et al.,, 1986;
MUTINELLI et al., 1988; ZURBRIGGEN et al, 1998; VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN et al., 2005). Em um segundo momento, durante a progressao
da doenca as lesdes desmielinizantes parecem ser influenciadas por acdo do
sistema imune que podem agravar e acelerar a destruicdo da mielina nos
estagios mais avancados da doenca (VANDEVELDE et al., 1981; SUMMERS;
APPEL, 1994; SEEHUSEN et al., 2007).

A maioria das células infectadas pelo VCC no SNC sédo astrocitos
(HIGGINS et al., 1982b; MUTINELLI et al., 1988; VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN, 1995). Na fase aguda da cinomose, quando lesfes inflamatoérias
sao ausentes, quase 65% dos astrécitos presentes nas lesdes estéo infectados
pelo VCC, e essa populacdo de células representa 95% de todas as células
infectadas (MUTINELLI et al., 1988). Os astrécitos desempenham a funcéo de

manutencao da homeostasia do tecido nervoso, e qualquer alteragéo nesse tipo
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celular influéncia a desmielinizagdo (VANDEVELDE et al., 1983; VANDEVELDE
et al., 1985).

Os neurbnios ndo sdo primariamente infectados pelo VCC, portanto, a
distribuicdo e a natureza das lesGes diferem das observadas na maioria das
outras encefalites, j& que o VCC apresenta maior afinidade pelos tecidos
mielinizados do SNC (GEBARA et al., 2004).

Apesar de décadas de pesquisa, varios novos aspectos da
neuropatogénese do Morbillivirus canino foram descritos. Outro achado
inesperado refere-se ao aparecimento de células bipolares positivas para
neurotrofina p75 (NTR) durante a leucoencefalite desmielinizante Como
p75NTR € um prototipo de células imaturas de Schwann, esse achado sugere
gue a remielinizacdo de células de Schwann pode representar um mecanismo
enddgeno de regeneracdo até agora subestimado. Embora seja bem conhecido
que os astrocitos representam o principal alvo da infec¢cdo pelo virus da
cinomose na leucoencefalite desmielinizante a deteccdo de astrocitos positivos
para vimentina infectados em lesdes cronicas indica um papel crucial desta
populacdo de células na cinomose nervosa.

Enquanto a proteina glial fibrilar acida representa a caracteristica
filamento intermediario de astrocitos maduros, a expressao de vimentina é
geralmente restrita a astrocitos imaturos ou reativos. Assim, 0s astrocitos
positivos a vimentina podem constituir uma importante populagéo de células para
a persisténcia e disseminacdo do virus, bem como a progressao da leséo.
Modelos in vitro, tais como culturas de células gliais dissociadas, bem como
culturas de fatias cerebrais organotipicas contribuiram para uma melhor
compreensao dos mecanismos de infeccdo e certos aspectos morfolégicos e
moleculares da leucoencefalite desmielinizante. Estudos in vivo e in vitro
revelaram notaveis novos aspectos da cinomose nervosa. Essas novas
percepcdes melhoraram substancialmente a compreensédo da patogénese da
desmielinizacdo e podem representar novos pontos de partida para o

desenvolvimento de novas estratégias de tratamento (LEMPP et al.;2014)
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2.7 Sinais clinicos

A transmissao viral da cinomose ocorre atraves de aerossois e progressao
da doenca é influenciada por diversos fatores como viruléncia do virus,
condicdes ambientais, idade dos animais, resisténcia individual, falta de
vacinagdo, doses incompletas, vacinas inapropriadas, colostro da mée com
titulos inadequados de anticorpos, imunossupressao e histéria de exposicao a
caes infectados (APPEL et al., 1981; GREENE, 2006; O'BRIEN; COATS, 2010;
PRATELLI, 2011).

O animal apresenta sinais multissistémicos muito variaveis, como
alteracdes respiratérias, gastrointestinais, dermatologicas, oftalmicas e
neuroldgicas (O’'BRIEN; COATS, 2010). Os sinais podem ocorrer
sequencialmente, simultaneamente ou isoladamente (SILVA et al., 2009).

A fase aguda, devido a perda da imunidade passiva, € mais comum em
animais de quatro a seis meses de idade e dentre os sinais, observa-se
imunodepressdo, secrecdo nhasal e ocular serosa a mucosa, apatia,
desidratacdo, anorexia, perda de peso, caquexia, debilidade, febre, sinais
respiratorios, gastrointestinais e oculares, les6es cutaneas, hipoplasia do
esmalte dentario e hipergueratose dos coxins plantares e do espelho nasal
(devido a infeccBes das células basais do epitélio). Estes sdo 0s principais sinais
extraneurais (FLORES, 2007; BIRCHARD, 2008; GREENE; VANDEVELDE,
2012).

Inicialmente apds a infec¢do ocorre o primeiro pico febril, correspondente
a distribuicéo do virus pelos 6rgéaos linfoides (GREENE; VANDEVELDE, 2012).
Alguns animais podem apresentar febre associada a leucopenia, sendo ambas
temporarias. Neste periodo inicial, os sinais clinicos sdo percebidos com mais
intensidade, podem ainda ser acompanhados de rinite e conjuntivite (MANGIA,
2008; TILLEY; SMITH, 2008).

Apdés quatorze dias de exposi¢cdo viral, 0os cdes que possuem resposta
celular e humoral intensas, se recuperarao do quadro clinico ou permanecerao
subclinicos, devido a neutralizagdo, inibicdo ou eliminagdo do virus pelos
anticorpos especificos. Em animais com resposta intermediaria, ndo ha sinais
multissistémicos, mas poderdo apresentar encefalomielite crénica com retardo

do inicio dos sinais neurologicos. Nestes casos, o virus se espalha pelo epitélio
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tecidual e a infeccdo pode ser resolvida quando os titulos de anticorpos
aumentarem. Quando a resposta imune é falha ou inexistente, a infeccdo se
torna multissistémica e o0s sinais clinicos sao graves, especialmente
neuroldgicos, resultando em um segundo pico febril, podendo levar a morte
aguda do animal em duas e quatro semanas (GREENE; APPEL, 2006; TILLEY;
SMITH, 2008; LITFALLA et al., 2008; ORSINI; BORDAN, 2008).

A presenca do virus no SNC depende da magnitude da viremia (AMUDE
et al., 2007). Os sinais neurolégicos ocorrem entre uma e trés semanas pos-
recuperagcdo dos sinais sistémicos, sendo progressivos e de progndstico
desfavoravel, variando da extenséo e cronicidade das lesdes e da area afetada
no SNC (MARTELLA et al., 2008; TAYLOR, 2009).

ApoOs semanas ou meses da recuperacdo da forma aguda ou apds a
recuperacao de infec¢des inaparentes, 0s sinais neurolégicos podem aparecer,
com mioclonia ou espasmo dos flexores. Para os cdes que sobrevivem ao virus,
ha grandes chances de ficarem com sequelas neurolégicas permanentes, como
espasmos nos flexores e disfuncdes visuais e olfatorias (ETTINGER; FELDMAN,
2008).

Alteracdes oftalmicas séo representadas por lesdes que o virus causa ao
nervo Optico, gerando cegueira, midriase, ndo reagindo aos estimulos
luminosos. As lesdes da retina sdo causadas por degeneracao e necrose com
deslocamento focal ou total. H& o aparecimento de lesdes cronicas,
circunscritas, hiperreflexivas, atréficas da regido retiniana, chamadas de
“medalhdes dourados”. Ha ainda congestédo, edema e tumefacao, uveite, neurite
Optica e retinocoroidite. Devido ao comprometimento da glandula lacrimal, o
animal pode apresentar ceratoconjuntivite seca, e consequente desconforto,
diminuicdo da producdo aquosa, destacado por gordura e muco (NELSON;
COUTO, 2015). Ainda é encontrada conjuntivite purulenta. (FLORES, 2007,
BIRCHARD, 2008).

No sistema respiratério pode haver presenca de tosse seca ou produtiva
(GREENE; APPEL, 2006; SILVA et al.,, 2007), podendo ser auscultados
crepitacdes nos pulmdes (GREENE; APPEL, 2006), pneumonia, secre¢ao nasal,
secrec¢do ocular, dispneia, febre de 41° C, inflamacao na faringe, nos brénquios
e aumento das tonsilas (SILVA et al., 2007).Quando hé replicacdo viral no

sistema respiratorio inferior, o0 animal pode apresentar pneumonia intersticial,
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progredindo para broncopneumonia generalizada, agravada pela infeccao
bacteriana secundaria (dentre as bactérias estdo a Bordetella bronchiseptica e
Mycoplasma sp.) (NELSON; COUTO, 2010), levando a tosse Umida e produtiva,
taquipneia, dispneia e febre (AMUDE et al., 2006; SILVA et al., 2007; LOPES,
2007; CHVALA et al., 2007; CARVALHO et al., 2012; DIAS et al., 2012).

Sinais gastrointestinais como vomito e diarreia e respiratérios como
secrecdo nasal e rinite costumam vir em seguida, agravados por infeccdes
bacterianas secundarias (TILLEY; SMITH, 2008). Ha inflamacdo da mucosa do
intestino e estdmago, causando enterite e gastrite respectivamente, com
consequentes episédios de vomito, diarreia que podem ser mucosanguinolenta
e perda de peso, o0 que pode levar a desidratacdo (MARTINS et al., 2009; DIAS
et al., 2012). Anorexia, febre e predisposicdo a infeccbes bacterianas
secundérias também s&o observados nas fases aguda e subaguda (QUINN et
al., 2005; SILVA et al., 2007; FLORES, 2007; BIRCHARD, 2008; ETTINGER;
FELDMAN, 2008).

A hipoplasia de esmalte, caracterizada por manchas marrons escuras ao
redor do esmalte do dente, devido a exposi¢do da dentina, (GELBERG, 2007),
pode acometer animais infectados durante o desenvolvimento de sua denticdo
permanente, deixando esses dentes predispostos a doenca periodontal
(FLORES, 2007; NELSON; COUTO, 2015).

No sistema tegumentar, o animal é acometido por exantema cutaneo, com
pustulas abdominais, hiperqueratose dos coxins podais e focinho, sinais
considerados tardios da evolucédo da doenca (AMUDE et al., 2006; SILVA et al.,
2007; FLORES, 2007; BIRCHARD, 2008; GREENE; VANDEVELDE, 2012;
CARVALHO et al., 2012; SILVA et al., 2015).

Os sinais podem ser exacerbados por infec¢des bacterianas (FAWI et al.,
1971; HEADLEY et al., 1999) e protozoarias (MORETTI et al.,, 2002)
secundarias. O VCC pode atingir diretamente o pulmdo causando uma
pneumonia viral, devido a seu efeito imunodepressor ou levando a associagao
com outros virus como o adenovirus tipo Il e o virus da parainfluenza (TOVAR
et al., 2007; CHVALA et al., 2007) ou ainda com infec¢des secundarias (LOPES,
2007). As pneumonias causadas por Bordetella bronchiseptica ou Mycoplasma

sp. podem acontecer como infec¢des pulmonares primarias e como secundarias



21

em animais acometidos pelo virus da cinomose canina (LOPES, 2007; CHVALA
et al., 2007).

Miosite e radiculoneurite sdo causadas por infeccbées combinadas de
cinomose canina e Toxoplasma gondii ou Neospora caninum (GREENE; APPEL,
2006). Isso se d& através da imunossupressao que permite a infec¢do desses
agentes oportunistas. A toxoplasmose € caracterizada por sinais
neuromusculares, respiratorios e gastroentéricos ou por infec¢des generalizadas

associada com sinais neurologicos (MORETTI et al., 2006).

2.8 Sinais do sistema nervoso

Entre os principais sinais neuroldgicos da cinomose canina pode-se
observar apatia, convulséo, distarbios comportamentais, vocalizacdo, déficit dos
nervos cranianos, sinais cerebelares e vestibulares, paraplegia ou tetraplegia,
atrofia muscular, hiperestesia, mioclonia e coma (SILVA, 2009; MARTELLA et al,
2008; AMUDE et al., 2006).

A manifestacéo clinica neuroldgica observada durante a infec¢cdo pelo
VCC varia de acordo com a regido do SNC acometido pelo virus, e pode nao
apresentar correlagdo clinica com a extensdo das lesfes (SILVA, 2009). Aléem
disso, estes sinais podem aparecer isoladamente ou associados a sinais
sistémicos, podendo ocorrer simultaneamente ou apés a recuperacdo clinica
sistémica (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005). Porém, independente da
neurolocalizacdo do VCC, a leséo da substancia branca e cinzenta pode resultar
em uma variedade de sinais neurolégicos focais ou difusos, agudos ou crbénicos
e progressivos (MARTINS, 2016; AMUDE et al., 2007).

As convulsdes séo caracterizadas por atividade elétrica hiperssincronica
dos neur6nios do cortex cerebral (AMUDE et al., 2007). Podem ser parciais ou
tbnico-clonicas generalizadas, dependendo da extensdo do acometimento do
prosencéfalo e estdo associadas a lesdes no lobo temporal e piriforme
(McGRATH, 1960).

Os sinais vestibulares como hipermetria, ataxia do tronco e cabeca sem
presenca de paresia, nistagmo, estrabismo posicional e andar em circulos
indicam uma disfuncéo cerebelar (DEWEY, 2006; SILVA, 2009). Estes sinais

geralmente ocorrem associados a alteracdo do estado mental, paresia ipsilateral,
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déficits nas reagBes posturais e nos nervos cranianos do Il ao Xl pares
(MARTINS, 2006). Segundo Amude et al. (2007), as lesdes cerebelares em
regides especificas demonstram um vastibulopatia paradoxal, onde a inclinacao
de cabeca ou andar em circulo sédo contralaterais a lesao.

Quando ocorre lesédo do tronco encefalico em nivel de mesencéfalo e
bulbo, o animal pode apresentar graves disturbios de consciéncia, ataxia,
paresia ou paraplegia (DEWEY, 2006; SILVA, 2009). Alguns autores ainda citam
lesbes nos nervos trocleares e trigémeo, onde se observa anisocoria e
estrabismo, e atrofia muscular da cabeca, respectivamente (CHRISMAN, 2005).
McGrath (1960) cita que a ataxia cerebral esta relacionada com disfuncéo
extrapiramidal e lesbes em regifes mais craniais do tronco encefalico.

De Lahunta et al. (2015) relatam que as disfuncBes motoras ocorrem
devido a lesdo dos ndcleos ou axénios dos neurdnios motores superiores ou
inferiores a nivel do tronco encefélico, medula espinhal ou nervos periféricos.
Lesdo dos nucleos dos neurbnios motores inferiores nas intumescéncias
braquial e lombosacral ou dos nervos periféricos resultam em paresias com
diminuicdo dos reflexos espinhais (DE LAHUNTA et al., 2015).

A alteragcdo do estado mental como o coma e esturpor, ocorre devido as
lesBes no tronco encefélico e diencéfalo (De LAHUNTA et al., 2015; DEWEY,
2006; MARTINS, 2016). Ja as lesdes no hipotalamo ndo sdo observadas com
frequéncia em caes infectados com VCC (McGRATH, 1960).

A vocalizagdo, muito comum em casos de cinomose, ocorre devido a uma
leséo no prosencéfalo (De LAHUNTA et al., 2015). Pode estar acompanhada de
confusdo mental e delirio, porém pode ocorrer também como manifestacdo de
dor devido a inflamacéo nas meninges (MARTINS, 2016; De LAHUNTA et al.,
2015).

Sinais clinicos como andar em circulos ou andar compulsivo estao
relacionados com lesdes nos nucleos basais e déficit cortical, ou ainda nas areas
motoras frontal e pré-frontal (McGRATH, 1960; SILVA, 2009)

Outros sinais neurologicos relacionados ao déficit cortical séo a alteracao
do estado mental, convulsbes, distirbios comportamentais (agressividade,
vocalizacdo e apatia) e presséo da cabeca contra objetos (AMUDE et al., 2006;
DEWEY, 2006).
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A automutilacdo pode estar relacionada as lesbes no cortex do lobo
parietal e nos feixes sensitivos da medula espinhal e do tronco encefalico
(CHRISMAN, 2005).

A mioclonia € um sinal neuroldégico comum em animais com cinomose,
porém embora seja considerada como um sinal patognomonico por alguns
pesquisadores, pode ser observada também em outras doencgas ou relacionadas
a sindromes raras onde ha degeneracao esponjosa no SNC (GREENE; APPEL,
2006; LORENZ; KORNEGAY, 2006).

Embora o mecanismo da mioclonia ndo esteja totalmente elucidado,
Chrisman (1985) e Summers et al. (1995) sugerem que lesdes no neurbnio motor
inferior focais na substancia cinzenta da medula espinhal podem desencadear
0S movimentos musculares involuntarios. McGrath (1960) ainda cita que, a
mioclonia dos musculos temporais, estejam relacionados a lesées do nervo
trigémeo.

Sindromes clinicas sé@o descritas na cinomose canina: encefalomielite dos
caes jovens, encefalomielite multifocal dos caes adultos, encefalite do céo idoso,
encefalite pds-vacinal e encefalomielite desmielinizante cronica recidivante dos
caes adultos (HARTLEY, 1974; HIGGINS et al.,, 1989; BRAUND, 1994,
SUMMERS et al.,, 1995; NESSELER et al., 1997; HEADLEY et al., 2009).
Clinicamente sao diferenciadas pela idade dos animais acometidos, sinais
clinicos manifestados, curso da doenca, estirpe viral e padréo histopatolégico
(SUMMERS et al., 1995).

A Encefalomielite de cées jovens € uma encefalite aguda que ocorre no
inicio da infeccdo em cdes jovens ou animais imunossuprimidos, sendo
caracterizada pela replicacéo viral direta, causando les6es multifocais na massa
branca e cinzenta, acompanhadas de sinais clinicos sistémicos (BRAZ, 2009).

A encefalomielite dos cées jovens é considerada de carater agudo e
grave, pode haver presenc¢a ou ndo de doenca sistémica, sendo caracterizada
principalmente pela desmielinizagcao (AMUDE et al., 2006).

As manifestacdes neuroldgicas séo caracterizadas por espasmos
semelhantes aos da epilepsia, mudanca de personalidade, como depressao e
desorientacdo, hipermetria, quedas, cabeca inclinada, monoplegia ou
paraplegia, (GREENE; APPEL, 2006), mioclonias ou contra¢cfes involuntarias

dos musculos, convulsdes, ataxia, incoordenacdo, rigidez muscular,
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hiperestesia, deambulacdo em circulos, vocalizacdo e cegueira. Isso se deve a
desmielinizacdo, causada pelo virus aos oligodendrécitos e astrocitos, ou
reacdes imunes contra o virus, aumentando a lesdo da mielina (SILVA et al.,
2007; ETTINGER; FELDMAN, 2008).

A Encefalomielite de cdes adultos é uma encefalomielite multifocal dos
cdes adultos é considerada de carater subaguda e caracteriza-se por inflamacgéao
nao supurativa leve a moderada, sendo acompanhada de desmielinizacéo, que
€ secundaria a persisténcia do virus (GREENE; APPLE, 2006).

Em geral, acomete cdes de quatro a oito anos de idade, sendo uma
enfermidade lentamente progressiva, com curso clinico de mais de um ano. Os
sinais clinicos séo debilidade dos membros pélvicos, incoordenacéo, inclinacéo
da cabeca, nistagmo, paralisia facial e tremores na cabeca ndo acompanhados
de mioclonia, respostas deficientes a acdo de ameacga. Convulsdes
generalizadas e mudancas de personalidade ndo sdo sinais desta doenca.
Apesar de continuarem alerta, os cdes podem apresentar paralisia (SILVA et al.,
2007).

A Encefalite de caes idosos € uma encefalite crénica que ocorre por meio
de um processo imunopatoldgico virus independente, acometendo as células
dendriticas através de uma reacdo do imunoldgica, resultando em um
mecanismo patogénico de desmielinizacdo (BRAZ, 2009).

Na encefalite dos cées idosos as lesdes séo cronicas caracterizadas por
inflamacdo moderada e acentuada malacia. Essas les6es cronicas se devem as
tentativas do organismo em eliminar o virus do Sistema Nervoso Central
(GREENE; APPLE, 2006).

E um disturbio raro que acomete cédes com mais de seis anos de idade. A
principal caracteristica € a panencefalite esclerosante subaguda. Deficiéncia
visual e respostas bilaterais deficientes as acfes de ameaca sdo os principais
sinais clinicos. Com o avanco da doenca os caes ficam deprimidos, andam em
circulos ou tém o habito de comprimir a cabeca contra objetos, ndo havendo
resposta aos estimulos normais do seu ambiente, mudam a personalidade e
passam a néo reconhecer mais os donos (GREENE; APPEL, 2006; MANGIA,
2008; ETTINGER; FELDMAN, 2008). Assemelha-se a panencefalite
esclerosante subaguda desenvolvida em humanos adultos infectados na infancia
pelo virus do sarampo (ORSINI; BORDAN, 2008).



25

A morte ocorre por coma ou durante as convulsdes ou ainda por causas
secundarias como ataxia, anorexia prolongada, decubito causando grave
pneumonia hipostatica, paresia ou paralisia entérica ou visceral, alteracfes
metabdlicas gerais (SEEHUSEN et al., 2007).

A Encefalite pos-vacinal € uma encefalite pds-vacinal canina € uma
doenca rara e ocorre em jovens animais, sobretudo aqueles com menos de seis
meses de idade. A patogénese desta doenca nao é clara, mas acredita-se que
esteja associada a vacinacdo usando cepas vivas do VCC. Pode ocorrer entre
uma a duas semanas apos a vacinagado dos cées e pode resultar de atenuacéo
insuficiente do virus da vacina, causando subsequente e latente infeccdo no
SNC, desencadeada pela vacinacdo ou uma suscetibilidade aumentada do
animal (AMUDE et al., 2006).

2.9 Diagnéstico

O diagnostico baseia-se nos sinais clinicos do animal, sendo este,
desafiador, principalmente quando ndo ha mioclonias e outros sinais sistémicos
associados aos sinais neuroldgicos (TIPOLD et al.,, 1992; KOUTINAS et al.,
2002). A doenca deve ser considerada, como diagnéstico diferencial em areas
endémicas e em cédes que apresentem alteracées neuroldgicas (AMUDE et al.,
2012). Sendo assim, exames laboratoriais para um diagndstico definitivo sédo
necessarios (HIRSH; ZEE, 2009). Cada exame possui vantagens e
desvantagens, seja no custo do processamento ou no tempo previsto para o
laudo (ETTINGER; FELDMAN, 2008). O diagnostico clinico € realizado pela
anamnese juntamente com exames complementares (hematolégico, avaliacdo
do liquido cefalorraquidiano, métodos sorolégicos, corpusculo de incluséo,
bioquimico, imunoldgicos, imunocromatografico e histopatoldgico), sendo estes
muitas vezes inconclusivos. Recentemente os métodos moleculares permitem
uma maior acuracia no diagnostico da doenca (AMUDE et al., 2007; MANGIA,;
PAES, 2016).
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2.9.1 Diagnostico clinico

O grupo de sinais clinicos facilita o diagnéstico, mas nédo é conclusivo,
uma vez que ndo ha um sinal patognoménico. O historico de caes jovens nao
vacinados ou de cades adultos com protocolo vacinal inadequado s&o sinais
indicativos de cinomose, assim como febre, sinais respiratorios, digestivos e
neuroldgicos, hiperqueratose nasodigital, linfopenia, coriorretinite, corrimentos
oculonasais mucopurulentos (ETTINGER; FELDMAN, 2008).

Os sinais sistémicos podem ou nao preceder ou acompanhar uma doenga
neurolégica multifocal, associada a idade e a condi¢do de imunizacédo do animal.
Movimentos mioclénicos, frequentemente presentes, auxiliam na caracterizacao
clinica (LAPPIN, 2006). Contudo, os critérios devem ser considerados com
cautela, uma vez que a fase neurolégica pode ocorrer com a auséncia de sinais
sisttmicos e de mioclonia, e os sinais neuroldégicos manifestados apenas
focalmente (AMUDE et al., 2007).

O diagnostico ainda pode ser estabelecido de acordo com o histérico, a
raca, a idade, os sinais neuroldgicos, a evolucdo dos sinais e os resultados de
exames complementares (DEWEY, 2008; LAPPIN, 2010; O'BRIEN; COAST,
2010).

2.9.2 Diagndstico laboratorial
2.9.2.1 Hematologia

Observa-se anemia devido a destruicdo de eritrécitos pela presenca do
virus, pela deposicdo de imunocomplexos na membrana do eritrocito ou pela
diminuicdo da producdo devido a faléncia da medula éssea, causada pelo
estresse desencadeado pela doenca (SILVA et al., 2005).

No inicio da doenca, as anormalidades hematolégicas sao linfopenia e
trombocitopenia (SANTOS, 2006; ETTINGER; FELDMAN, 2008; BIRCHARD,
2008; NELSON; COUTO, 2015). Logo depois, ha leucocitose com neutrofilia,
devido as infec¢des secundarias, tais como pneumonia (BARBOSA et al., 2011).
No entanto, um dos principais achados de hemograma é a neutropenia (com
reducdo do numero de neutréfilos segmentados) (SANTOS, 2006; ETTINGER,;
FELDMAN, 2008; BIRCHARD, 2008; NELSON; COUTO, 2015).



27

Os cées que apresentam apenas sinais nervosos da cinomose vao
apresentar leucograma normal ou leucopenia trés a seis dias apos a infeccao,
devido a linfopenia causada pelo virus nas células linfoides (linfocitos B e T).
Observa-se linfopenia, monocitose e discreta neutrofilia, podendo haver
leucocitose devido a infeccdo bacteriana secundaria (GREENE; VANDEVELDE,
2012). A trombocitopenia provavelmente é do tipo imunomediada, com remocéo
das plaquetas pelo sistema reticulo endotelial (LOPES JUNIOR, 2006).

2.9.2.2 Bioquimica sérica

Os achados sao inespecificos, mas pode ocorrer hipoalbuminemia,
sobretudo, em filhotes infectados antes do nascimento ou neonatos com
imunossupressao persistente causada pelo virus ou hiperglobulinemia
(GREENE; APPEL, 2006). As lesdes no epitélio intestinal causadas pelo virus,
com consequente diarreia, além de apatia, causam hiporexia ou anorexia no
animal. Consequentemente, a diminuicdo da ingesta proteica e o0
comprometimento intestinal sdo fatores determinantes na reducédo dos niveis
séricos de albumina (SILVA et al., 2007).

2.9.2.3 Pesquisa de incluséao viral

Os corpusculos de inclusdo conhecidos como corpusculos de Lentz
intracitoplasmaticos ou intranucleares sao encontrados em diversos tecidos de
cdes com cinomose canina (BRAZ, 2009). S&o visualizados a partir de
esfregacos sanguineos, no liquor e em impressfes das mucosas nasal,
prepucial, vaginal e conjuntival (WEISS; WARDROP, 2010; GREENE;
VANDEVELDE, 2012). Sdo compostos por agregados de nucleocapsideos e
restos celulares resultantes da agéo virica (BRAZ, 2009).

Estes corpusculos podem ser observados, através da microscopia, no
estbmago, no epitélio de brénquios e bronquiolos dos pulmdes, na vesicula
urinéria, na pelve renal, na conjuntiva, nos coxins digitais, baco, linfonodos,
tonsilas, macrofagos, no SNC (SONNE, 2008), hemécias ou leucdcitos,
definindo o diagnostico. Essas inclusdes sé&o encontradas principalmente em
neutrofilos de animais infectados incluindo os animais vacinados recentemente

(MANGIA, 2008). No SNC o virus causa lesbes caracterizadas por areas de
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necrose bem delimitadas, desmielinizacdo e inclusdes intranucleares em
astrocitos (GREENE; APPEL, 2006).
Esta pesquisa do corpusculo de Lentz tem baixo custo e resultado rapido,

porém o virus deve estar em mitose para ser detectado (SILVA et al., 2005).

2924 Isolamento viral

Como diagnéstico ante mortem, pode ser realizado a inoculacdo de
amostras clinicas (swabes de secrec¢des corporais nasal, ocular, vaginal,
conjuntival, liquor ou sangue) em células de linhagem (BRAZ, 2009). Culturas de
macrofagos alveolares e linfécitos detectam o virus em até 24 a 48 horas
(GREENE; APPEL, 2006). A técnica de isolamento viral em cultivo celular &
especifica, mas €é de dificil realizacdo, podendo apresentar falso negativo se o
animal ndo estiver na fase aguda da doenca (MANGIA, 2008), como diagnostico
post mortem, podem ser utilizadas amostras de tecidos como pulméo e cérebro
(GREENE; APPEL, 2006). O virus encontra-se também em alta concentra¢éo no
baco (ORSINI et al., 2007).

Pode-se observar como efeito citopatico: lise celular, arredondamento
celular, descolamento da monocamada, formacédo de sincicio. A monocamada
pode ser corada com cristal violeta e corpusculos de inclusdo podem ser

visualizados de forma intranuclear ou intracitoplasmatico (BRAZ, 2009).

29.25 Andlise do liquido cefalorraquidiano

As caracteristicas como colora¢ao, aspecto, densidade, pH e glicose ndo
indica qualquer anormalidade liquédrica nas diferentes fases da cinomose, mas o
componente proteico e a celularidade liquérica mostram alteracées importantes
na presenca de sinais neuroldgicos (MANGIA, 2008; BICHARD, 2008).

Embora alguns caes com a infeccdo no SNC apresentem analise normal
do LCR, essa técnica, pode auxiliar no diagnéstico da cinomose canina. Muitos
animais apresentam pleocitose das células mononucleares (mais de 05 células
mm?3) e aumento na concentracdo de proteinas (superior a 25mg/dl), com
predominio de linfocitos (GREENE; VANDEVELDE, 2012; NELSON; COUTO,
2015).
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Anticorpos no LCR séo elevados em alguns cdes com encefalite. Estes
anticorpos sdo produzidos no local e este aumento ndo é encontrado em animais
vacinados ou na cinomose sistémica sem alteracées neuroldgicas (AMUDE et
al., 2007; MANGIA; PAES, 2008; NELSON; COUTO, 2015).

2.9.2.6 Técnicas sorolégicas

Uma das técnicas € a de imunofluorescéncia, que pode ser executada de
duas formas: Imunofluerescéncia direta (IFD) e Imunofluorescéncia indireta (IFI),
(BRAZ, 2009), atraves de impressbes do epitélio respiratorio, conjuntiva
palpebral, prepucio, vagina, tonsila, bexiga, sedimento de urina, medula 6ssea,
estbmago, duodeno, pulméo e encéfalo. A técnica de imunofluorescéncia direta
€ um dos métodos mais sensiveis e especificos na deteccao de antigenos virais,
mas, em geral, somente detectada no inicio da infeccdo, antes do aparecimento
dos sinais neurologicos (ELIA et al., 2008).

O teste de ELISA — ensaio imunoenzimatico detecta os titulos de
anticorpos contra o VCC podem ficar por varios meses apds a vacinacao,
infeccdo clinica e subclinica. As imunoglobulinas M (IgM), virus-especificas,
podem persistir por pelo menos trés meses apds a infec¢cdo, usadas como
marcador de infeccdo recente (DEZEGRINI et.al., 2007; MARTELLA et al.,
2008). Na fase aguda da doenca, os métodos soroldgicos, soro IgG ou IgM
especificos para o virus, sdo importantes diagndésticos, mas podem indicar
infeccbes passadas e presentes, de um animal vacinado ou ndo contra
cinomose. Na fase cronica da infeccdo do SNC, para mensurar 0s anticorpos,
pode ser analisado os niveis de IgG especifica no liquor (MANGIA, 2008;
BIRCHARD, 2008).

A imunoistoquimica detecta antigenos virais e rea¢des provocadas pelo
virus em astrocitos, que sofrem bastante com a acdo desmielinizante (ORSINI
et al., 2007). Os resultados sdo mais satisfatérios na fase aguda da doenca
(BRAZ, 2009).
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2.9.2.7 Diagnoéstico molecular

29.2.7.1 Hibridizacao in situ (ISH)

Esta técnica detecta 0 mRNA do virus da cinomose canina em tecidos
como cérebro, linfonodos, coxins digitais (D'INTINO et al., 2006).

O genoma viral pode ser detectado em amostras biologicas frescas ou
amostras conservadas por meio de sondas radioativas como radioisdstopos ou

nao radioativas como enzimas (SANTOS et al., 2008).

29.2.7.2 Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

Dentre os métodos moleculares encontra-se o RT-PCR convencional,
técnica qualitativa que identifica a presenca ou auséncia do virus e o RT-PCR
em tempo real, técnica quantitativa que identifica a carga viral presente na
amostra. Além destes ainda pode ser realizado nested PCR com maior
sensibilidade. Os materiais que podem ser coletados para andlise sdo, sangue
periférico, swab conjuntival e vaginal, secrecdo nasal, urina, LCR (GREENE;
VANDEVELDE, 2012)

A sensibilidade do teste pode variar de acordo com o primer utilizado, o
método de extracdo do RNA e o tipo de amostra clinica testada, considerando
também que a amostra pode apresentar baixo nivel de RNA (FRISK et al., 1999).
Amostras do liquido cefalorraquidiano podem apresentar baixa celularidade
levando a resultados falso-negativos no teste, mesmo quando o animal
apresenta sinais neurologicos (NEGRAO et al., 2007). Para aumentar a
sensibilidade do teste, é ideal coletar e processar pelo menos duas amostras
organicas, dentre elas a urina é a melhor opcdo para extracdo de RNA viral
(AMUDE et al., 2006; NEGRAO et al., 2007).

A utilizacédo de outras técnicas como a nested PCR é indicado quando a
amostra possui uma baixa carga viral o que, diminui a possibilidade desses
falsos negativos e poderia ser uma opcdo para amostras do liquido
cefalorraquidiano, onde geralmente existe pouco material genético viral,
entretanto mais oneroso do que o gPCR (SHIN et al., 2004). Deve-se evitar a
coleta de amostras no periodo de trés semanas ap0s a vacinagéo, uma vez que
podera resultar em falso positivo (SHIN et al., 1995; JOZWIK; FRIMUS, 2005).
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De acordo com (ELIA et al., 2015), demonstraram que as amostras de
urina e fezes, independente dos sinais clinicos, sédo as melhores amostras para

o0 isolamento, quantificacao e identificacéo viral.

2.9.2.8 Diagndstico histolpatoldgico

Na necropsia as altera¢cdes macroscoépicas sao variaveis e inconclusivas,
mesmo em caes que apresentam sinais clinicos graves. Os pulmdes apresentam
variacbes como edema pulmonar difuso, até areas escuras de broncopneumonia
bacteriana secundéria ou lesdes cinza-amareladas de hiperplasia do epitélio
alveolar. Em casos de pneumonia intersticial, os pulmdes estardo com infiltrado
de células mononucleares, macréfagos espumosos, hiperplasia de pneumacitos
e edema alveolar. Os linfonodos podem estar congestos ou hemorragicos
(SONNE, 2008).

Presenca de vacuolos multifocais, desmielinizacdo, infiltrados
mononucleares perivasculares e em meninges e reacdo glial, sugestivos de
encefalomielite (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005).

A desmielinizacdo sempre estara presente quando o SNC é acometido
pelo virus (SILVA et al., 2009). Pode também ocorrer lesdes no cerebelo e na
substancia branca da medula espinhal, com delimitadas areas de necrose,
desmielinizacéo e inclusdes intracelulares, sobretudo em astrécitos (MELLO et
al., 2008).

Pode-se observar no intestino degeneracao do epitélio, necrose linfoide e
infiltracdo de linfécitos na lamina prépria, proeminéncia das placas de Peyer,
conteudo diarreico amarelo ou avermelhado, estémago com mucosa hiperémica
e pequenas erosdes da mucosa gastricas. Cdes que ainda ndo tiveram a
erupcdo dos dentes permanente podem apresentar hipoplasia do esmalte
dentario devido a exposi¢cao da dentina, visto macroscopicamente em areas de
coloracdo amarelo bege (SONNE, 2008).

Os achados macroscoépicos que também podem ser encontrados em caes
sao secrecao ceruminosa no conduto auditivo externo, atrofia do timo, aumento
dos linfonodos mesentéricos, placas fibrinonecroticas na lingua e no palato
(SONNE et al., 2009).
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2.9.2.9 Diagndstico por imagem
2.9.2.9.1 Ressonéancia magnética

Observam-se multiplas areas de hiperintensidade na substancia branca,
principalmente cerebelar, em ponderacdo T2, na ressonancia magnética (RM).
Estudos histopatologicos das regides mostradas pela TC e RM correspondem
areas de desmielinizacdo (GREENE; VANDEVELDE, 2012). Segundo Bathen et
al.; (2008) quatro caes com encefalite aguda causada por cinomose
apresentaram lesdes multifocais, assimétricas, em formato ovoide, hiperintensas
em T2 na substancia cinzenta do prosencéfalo, afetando principalmente o lobo
temporal. Essas lesdes eram isointensas ou hipointensas em T1. com realce de
contraste inconsistente. Em trés cdes avaliados foram observadas lesbes
hiperintensas em T2 e perda da demarcacéo cortical e da substancia branca na
regido do cerebelo.Um cado teve uma lesdo hiperintensa em T2 no tronco
cerebral. Na encefalite aguda, a replicacdo viral direta causa lesdo neuronal,
necrose e desmielinizagao. I1sso leva a les6es multifocais na substancia branca
cinzenta e, em menor grau, na substancia branca.

Na encefalite cronica, os resultados da infiltracao linfocitaria perivascular
aparecem como uma forte resposta imunoldgica humoral. A distribuicdo de
sinais de hiperintensidade predominantemente em substéncia branca, sao
consistentes com o extenso envolvimento de lesdes nessa regiao, que sao vistos

na meningoencefalite por cinomose cronica. (GRIFFIN etal.;2009)

2.9.3 Tratamento

A cinomose é considerada uma enfermidade importante na clinica
veterinaria, ndo havendo para ela uma terapia efetiva, apenas um tratamento
sintomatico (MANGIA; PAES 2016). HA um grande numero de pesquisas
realizadas com o0 VCC, mas, pouco se evoluiu nas orientacdes terapéuticas para
a doenca. Devido a isso, diversos tratamentos sao instituidos, de forma empirica,
mesmo na auséncia de trabalhos cientificos que suportem a escolha terapéutica
(GREENE; VANDEVELDE, 2012). Atencdo deve ser dada, para que

recuperagdo esponténea observada em cdes com sinais neurologicos e/ou
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sistémicos nao seja considerada como o resultado de um tratamento instituido
(GREENE; VANDEVELDE, 2012).

E indicado, caso haja perdas eletroliticas através de vomito ou diarreia,
fluidoterapia parenteral para estabelecer uma hidratacdo constante (NELSON;
COUTO 2006). Orienta-se, também, a administracdo de antieméticos (NELSON;
COUTO 2006) e em caso de diarreia grave usar antidiarreicos complexos que
contenham pectina, caolim ou outros adsorventes (MANGIA, 2008; BICHARD,
2008).

Os farmacos mais utilizados na terapia antibacteriana sdo amoxicilina,
cloranfenicol, florfenicol, cefalosporinas, fluorquinolonas e aminoglicosideos
(GREENE; APPEL, 2006).

Os corticosteroides podem ser utilizados nas imunopatologias das lesdes
neuronais e para redugcdo do edema cerebral (GREENE; APPEL, 2006). O
principal efeito colateral dos corticosteroides € a imunossupressao (MANGIA,
2011), hiperglicemia, aumento da apoptose neural e em algumas circunstancias
a exposicao crbénica aos corticosteroides pode resultar em efeito pré-inflamatoério
no SNC (SORRELLS; SAPOLSKY, 2007). O uso da sinvastatina vem sendo
estudada, apds a erradicacao da viremia, como substituto dos corticéides para
diminuir a sobrecarga inflamatéria mediada pelos astrdcitos contra o tecido
nervoso. Assim, visa diminuir os efeitos deletérios produzidos pelo VCC sobre o
SNC, principalmente a desmielinizagdo (YOUSSEF et al., 2002).

O uso de anticonvulsivantes também é indicado, tais como fenobarbital,
na dose de 2 mg/kg, por vias intravenosa, intramuscular ou oral, a cada 12 horas
(GREENE; APPEL, 2006), diazepam ou brometo de potassio (NELSON;
COUTO, 2006). O brometo de potassio também pode ser a primeira opcao para
filhotes que ndo possuem o sistema microssomal hepético desenvolvido e
consequentemente nao conseguem metabolizar o fenobarbital (PLATT;
GAROSI, 2012).

A ribavirina, um antiviral, causa mutac6es no virus, ocorrendo um erro na
formacado do genoma viral. Na dose de 30 mg/kg por via oral, a cada 24 horas,
durante 15 dias, demonstrou atividade efetiva, e 20 mg/kg, a cada 24 horas, por
15 dias, quando associada ao Dimetilsulfoxido (DMSO) na dose de 1 g/kg, por
via intravenosa, a cada 24 horas, em caes com encefalite aguda pelo virus da

cinomose (MANGIA et al., 2011). Devem ser diluidos em solugéo 10 a 20% de
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NaCl 0,9% (ELIA et al., 2008). Um dos efeitos adversos da ribavirina € a inducao
de anemia hemolitica (WU et al., 2005).

Pode ser utilizado soro hiperimune especifico (gama globulinas
especificas), pois sua acao é de soroneutralizacédo, devendo ser administrada de
uma so vez. Quando ha altera¢des do sistema nervoso, o soro hiperimune pode
ndo impedir 0 avanc¢o da doencga, pois atua apenas nos virus circulantes e nao
sobre as particulas virais que ultrapassam a barreira hematoencefalica
(MANGIA, 2008). O soro permanece ativo no animal por 15 a 30 dias, baixando
seu titulo ou concentracdo gradativamente, seja por soroneutralizacdo, com a
formacdo de antigenos x anticorpos, seja por metabolizacdo e eliminacao
progressiva (GREENE; APPEL, 2006).

O progndstico é reservado nos casos de cinomose aguda, principalmente
se os sinais neuroldgicos forem identificados e estiverem em plena evolugéo. Os
tratamentos de suporte e sintomético das infec¢cdes secundarias aumentam as

chances de recuperacédo do paciente com qualidade de vida (HOSKINS, 2004).

2.9.4 Profilaxia

A melhor forma de prevencado da doenca é por meio da instituicdo de um
protocolo vacinal correto e, consequentemente, eficaz. A vacinagao deve ser
realizada o mais cedo possivel, por se tratar de uma doenca que ja se inicia com
o animal ainda jovem, respeitando a influéncia dos anticorpos maternos que
controlam o momento adequado para a vacinagdo segura e sem neutralizacao
(MONTI et al., 2007; SILVA et al., 2015). A vacinagao estimula as respostas
imunes, humoral, mucosal ou mediada por células (NELSON; COUTO, 2006).

Deve haver uma periodicidade na vacinacéo, pois 0os caes podem perder
sua imunidade em situacbes de estresse, imunossupressdo ou contato com
outros animais doentes (CRAWFORD; SELLON, 2010; GREENE;
VANDEVELDE, 2012).

Vérios fatores podem influenciar a ocorréncia das falhas vacinais e sao
importantes para o resultado da vacinagdo como: a individualidade dos animais
vacinados, como genética, idade, nutricdo, estado de saude, meio ambiente,
situacOes de estresse (MONTI et al., 2007), hospedeiro imunocomprometido,

vacinagdo incompleta, niveis de anticorpos maternos que suprimem a vacina e
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animal infectado com o virus antes da vacinacdo (NELSON; COUTO, 2006; LAN
et al.,, 2006; MARTELLA et al., 2008) isolado viral utilizado, a manutencdo da
imunogenicidade suficiente durante todo o processo de atenuacao do antigeno,
0 numero de particulas virais atenuadas em uma dose e vacinas manuseadas e
estocadas indevidamente (MONTI et al., 2007), a variagdo genética observada
entre as linhagens de campo e as estirpes vacinais (PANZERA et al., 2012).

O controle também pode ser feito por meio do isolamento e desinfeccao
do local (QUINN, 2011). Animais em fase de viremia devem evitar contato com
outros animais, mantendo-se em isolamento para evitar contagio dos animais
sadios. O VCC é sensivel a desinfetantes comuns (CRAWFORD; SELLON,
2010; GREENE; VANDEVELDE, 2012). Pode ser utilizado desinfetante a base
de amodnia quaternaria a 0,3%, formol a 0,5%, fenol a 0,75% e outros produtos
que inativem o virus. (SANTOS, 2006).

29.4.1 Terapia celular

Uma opcéo de tratamento é a terapia com células-tronco (BLACK et al.,
2007 e 2008). Essa terapia foi utilizada no tratamento de esclerose multipla
humana, doenca autoimune neurodegenerativa, com sequelas semelhantes as
da cinomose canina (RIORDAN et al., 2009).

Na ultima década, a terapia celular evoluiu rapidamente, tanto em
pesquisas pré-clinicas in vitro e in vivo quanto em ensaios clinicos. As células-
tronco mesenquimais (CTMs) geraram um grande interesse no campo da
medicina regenerativa devido as suas propriedades biologicas (HOFFMAN;
DOW 2016; BAJEK et al. 2016).

A terapia é feita através da inoculacédo de células em um determinado
individuo, para que elas se proliferem, se diferenciem ou secretem fatores que
promovam a regeneracdo dos tecidos lesionados. Essa terapia oferece
possibilidade de tratamento para varias doencas hereditarias ou adquiridas como
doencas neurolégicas, metabolicas, cardiacas e cancerigenas (TRINDADE et
al., 2013).

A maioria das células do organismo tem sua renovacdo a partir de
células-tronco (CT) que se encontram presentes nos diferentes tecidos. Sao

células indiferenciadas, autorrenovaveis e com alta capacidade de proliferagéo,
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originando células diferenciadas e funcionais (NARDI, 2007) e possuem
propriedades fundamentais de ndo ter nenhuma estrutura tecido-especifica que
permita a execucao de funcdes especializadas, entretanto, podem dar origem a
células especializadas como as células do musculo cardiaco, do sangue ou
células nervosas (DEL CARLO, 2005).

De acordo com a origem tecidual, as células-tronco podem ser
classificadas em trés tipos principais: embrionarias, fetais (anexos fetais) e
adultas (origem hematopoiética, mesenquimal, neural, epidermal, etc). As
embrionarias podem ser derivadas da massa celular interna do blastocisto ou do
zigoto. As primeiras possuem capacidade ilimitada de autorrenovacéo e sdo
pluripotentes, ja as células com origem a partir do zigoto séo classificadas como
totipotentes. Em contraste, as células-tronco adultas aparentemente tém
capacidade de autorrenovacdo limitada e sdo denominadas multipotentes
(MARTINELLO et al., 2010)

As células-tronco adultas (CTA), também chamadas de células-tronco
somaticas, sao células indiferenciadas encontradas entre as células
diferenciadas de um tecido ou 6rgéo, podendo permanecer sem se dividirem por
muitos anos, até que sejam ativadas por uma doenca ou por lesdo. Mantém e
reparam o tecido em que se encontram. Estdo em muitos 6rgaos e tecidos como
cérebro (capazes de gerar astrocitos, oligodendrécitos e neurénios), medula
0ssea, sangue periférico, vasos sanguineos, musculo esquelético, pele, figado
(DEL CARLO, 2005), rim, coérnea, retina, baco, tecido adiposo, trato
gastrointestinal, pancreas, fluido amniético, polpa dental e coracdo (MEIRELLES
et al., 2006), entretanto, ha um nimero muito pequeno delas em cada tecido
(DEL CARLO, 2005).

As CTA sao consideradas seguras nas terapias celulares pelo seu baixo
risco de se transformarem em células malignas e sua grande capacidade de
diferenciacdo. Entretanto, sua habilidade imunossupressora pode causar, de
forma indireta, o crescimento tumoral e proliferacdo metastatica (ASUNUMA et
al., 2010).

A medula Ossea possui duas linhagens: células progenitoras
hematopoiéticas e mesenquimais (NAKAGE et al., 2009; OLIVEIRA, 2008;
NARAZAKI e CRISTANTE, 2011).
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As células-tronco hematopoiéticas (CTH) sdo responsaveis por toda
linhagem hematopoiética (MENDEZ-OTERO et al., 2007). Elas podem ser
utilizadas clinicamente no restabelecimento dos elementos sanguineos e do
sistema imunolégico (PEREIRA et al., 2008). Podem ser isoladas a partir da
medula 6ssea, sangue periférico e sangue do corddo umbilical (FRITSCH et al.,
2007).

Durante estudos realizados com células pertencentes ao estroma da
medula 0ssea as células-tronco mesenquimais (CTMs) foram, inicialmente,
descritas (FRIEDENSTEIN; CHAILAKHJAN; LALYKINA, 1970). Existem
guestionamentos sobre essa terminologia, devido 0 mesenquima ser o tecido
nao diferenciado do embrido, com isso, denominacfes foram surgindo como
células-tronco estromais, células progenitoras mesodérmicas (SETHE; SCUTT,;
STOLZING, 2006), células-tronco mesenquimais maduras, precursores de
tecidos ndo hematopoiéticos, unidades formadoras de colénias de fibroblastos,
células medulares estromais, células progenitoras multipotentes adultas, células-
tronco reciclantes RS-1 e RS-2 e células-tronco multipotentes da medula éssea
humana (FRITSCH et al., 2007). Por esse motivo, a Sociedade Internacional de
Terapia Células determina a padronizacdo da nomenclatura em células
estromais mesenquimais multipotentes, do inglés multipotent mesenchymal
stromal cell (MSCs) (HORWITZ et al., 2005).

As MSCs foram descritas principalmente derivadas da medula 6ssea
(BMMSCs), mas, nos ultimos anos, as células-tronco mesenquimais derivadas
do tecido adiposo (ASCs) também tém sido amplamente estudadas, uma vez
gue podem ser facilmente obtidas (FRESE et al. 2016).

As MSCs secretam fatores sollveis que estimulam a migracéo, mitose e
diferenciacdo das células-tronco locais, aumentam a angiogénese e modulam as
imunorreagoes, e todos esses fatos as tornam ferramentas interessantes para a
engenharia e regeneracgao tecidual (FU et al. 2017; KYURKCHIEV et al. 2014).

As MSCs sédo capazes de auto-regular os fatores da cascata da
inflamagé&o, incluindo as citocinas proé-inflamatoérias interleucinas-183, fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) e interferon-y. (KIM et al. 2005). As citocinas
liberadas nos sitios de inflamacéo ou lesdo promovem a sinalizacdo quimica
para orientar a migracdo das ceélulas implantadas (DAHLGREN, 2009a).

Segundo Chen et al. (2008a), essas celulas migram seletivamente para areas de
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les&o, inflamacdo e tumores, onde estdo envolvidas na reparagao tecidual e
formacao do estroma associado ao tumor

O padrdo de expressdo de citocinas e receptores para fatores de
crescimento das CTMs é dinamico e complexo, e sugere que 0S progenitores
mesenquimais na medula 6ssea contribuem para a formacédo e funcdo do
microambiente estromal. (MAJUMDAR et al. 1998, KIM et al. 2005).

Estes efeitos anti-inflamatorios podem ter influéncias profundas no
ambiente tecidual local e igualmente influenciar a habilidade de investigadores
em utilizar células-tronco alogénicas sem induzir uma resposta imune do
hospedeiro. (DAHLGREN, 2009a)

As CTMs secretam uma série de citocinas e fatores de crescimento com
atividades paracrinas e autocrinas, tais como II-6, 1I-7, 1I-8, II-11, II-12, II-14, 1I-15,
fator estimulador de colénias macrofagicas (M-CSF), ligante de Flt-3 e Fator de
Células Tronco (SCF), fator inibidor de leucemia (LIF), fator estimulador de
colénias granulociticas (G-CSF) e fator estimulador de colénias granulocitica-
macrofagicas (GM-CSF) (MAJUMDAR et al. 1998, KIM et al. 2005). Além disso,
essas celulas também secretam fatores de crescimento que promovem a efetiva
revascularizacdo tecidual, além de apresentarem efeito antiapoptético,
importante na restauracdo e manutencdo da funcdo tecidual (DAHLGREN,
2009a). Dessa forma, a regeneracao tecidual apos a aplicacdo de MSCs pode
ser explicada pela liberacédo de citocinas e fatores tréficos no local da lesédo. As
CTs possuem a capacidade de migrar e identificar o local lesado, devido
principalmente aos fatores quimiotéaticos liberados pelo tecido.(SCHWINDT et
al., 2005; PHINNEY e PROCKO, 2007) Para explicar essas supostas funcdes
destes fatores na lesdo, tém sido sugeridas varias hipoteses, incluindo a
producdo de moléculas que previnam a morte celular; recrutamento de células
adjacentes ao proprio tecido, e posterior diferenciacéo; modulacéo do sistema
imune, em resposta a inflamacgéo decorrente ao dano tecidual; e a presenca de
moléculas ou enzimas que auxiliem nos defeitos metabdlicos (SCHWINDT et al.,
2005).

As células-tronco mesenquimais multipotentes (MSCs) possuem
potencial de se diferenciarem em varias linhagens celulares e sao relevantes no
uso da terapia celular devido a sua plasticidade e simplicidade de isolamento.

Diferenciam-se in vitro em linhagens de condrécitos, adipécitos e osteoblastos
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(DOMINICI et al., 2006; NERY et al., 2013), podem originar células musculares,
tecido adiposo, hepatdécitos, ostedcitos e estroma (CASTRO-SILVA et al., 2010).

Sao encontradas no estroma de diversos locais como medula 0ssea,
polpa dentraria, tendao, tecido adiposo, sangue do corddo umbilical, fluido
amni6tico, placenta, membrana sinovial, musculo esquelético e em outros
tecidos e 6rgaos (GADE et al., 2012).

Por sua facilidade de obtencéo (a partir da medula 6ssea - crista iliaca
superior, tibia, fémur, imero e coluna vertebral, lombar e toracica, tecido
adiposo), rapida capacidade de expansao in vitro, mantendo suas caracteristicas
e propriedades biologicas, as MSCs sdo excelentes candidatas a utilizagédo de
terapias celulares (YARAK e OKAMOTO, 2010).

Possuem facilidade de isolamento e expansao in vitro, além de terem,
em condi¢cOes especiais, a capacidade de se diferenciar em tecidos de origem
ectodermal, mesodermal e endodermal (CHEN et al.;2008)

As MSCs sdao largamente utilizadas em pesquisas por ndo apresentarem
barreiras éticas, facilidade de obtencdo e por serem usadas em transplantes
autologos (ZAMPROGNO, 2007).

A Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC) definiu critérios para
a caracterizacdo das MSCs. Dentre os critérios inclui aderéncia ao plastico em
cultura celular e expressar ou nao marcadores de superficie especificos cluster
designation (CD), além da demonstracdo in vitro para diferenciacédo
condrogénica, adipogénica e osteogénica (DOMINICI et al., 2006).

Segundo a SITC as MSCs devem expressar determinados marcadores de
superficie da célula, como CD73, CD90, e CD105, e expressao negativa para
CD45, CD34, CD14, ou CD11b, CD79alpha ou CD19 e moléculas de superficie
de HLA-DR. além disso as células devem apresentar a expressdo dos
marcadores genéticos de pluripotencialidade como OCT4, SOX9, RUNX2,
PPARG (Aubin et al.;2002). Estes marcadores celulares foram descritos por
Neupane et al. (2008) e Reich et al., (2012).

As MSCs humanas devem apresentar expressao positiva para CD105,
CD73, CD90 e expressao negativa para CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a
ou CD19 e moléculas de superficie HLA-DR. (DOMINICI, et al., 2006). Contudo,
para caes o perfil caracteristico das MSCs é que as células apresentem

expressao positiva de CD44, CD90 e MHCI e expressdo negativa para CD14,
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CD29 e MHCII, além disso as células devem apresentar a expressao dos
marcadores genéticos de pluripotencialidade como Nanog, Oct4 e SOX2
(VIEIRA et al., 2010; GUERCIO et al., 2012; SCREVEN et al.; 2014).

Atualmente, estudos confirmaram a existéncia de MSCs no tecido adiposo
canino, bem como na medula 6ssea (Alipour et al. 2015; Csaki et al. 2009;
Guercio et al. 2013; Reich et al. 2012). Na medicina veterinaria, as MSCs séo
usadas consideravelmente na terapia de varias doencas (Quintanilha et al.;
2014; Marx et al. 2015; Murphy et al. 2003; Wang e Cao 2014). No entanto, sédo
pouco definidas a caracterizacdo de MSCs de caes, quando comparada com
MSCs humanas., ndo existindo um consenso em relacdo a expressao de
marcadores de superficie de MSCs de cées, sendo esse conhecimento limitados
na veterinaria devido em partes pela falta de anticorpos monoclonais espécie-
especifico para muitos marcadores celulares (SCREVEN et al., 2014)

Dessa forma, anticorpos nao validados de reacdo cruzada de outras
espécies, como humana e camundongo sdo comumente utilizados, contribuindo
assim na incapacidade de estabelecer um painel coerente de marcadores
celulares de superficie para caracterizacdo de MSCs animais (SCREVEN et al.,
2014).

lvanovska et al. (2017) caracterizaram imunofenotipicamente CTMs de
caes derivadas de tecido adiposo perivisceral e subcutaneo, por meio de um
painel espécie-especifico de anticorpos. Nesse estudo foram utilizados 7
marcadores especificos de cdo, como CD29, CD34, CD44, CD45, CD73, CD90
e MHC-II. Todos os anticorpos utilizados demonstraram reatividade esperada,
sendo positivos para CD29, CD44, CD73, CD90 e negativos para CD34, CD45
e MHC-II.

Foi também desenvolvido um estudo por Screven et al. (2014), em que
investigaram car  acteristicas de MSCs de caes derivadas de tecido adiposo e
MO. Por meio da citometria de fluxo, CTMs foram definidas por serem CD90+,
CD44-, MCH I+, CD14-, CD34- e MHC Il -. Tais células foram posteriormente
caracterizadas utilizando PCR em tempo real como CD105+, CD73+, CD14-,
CD29+, MHC I+ e CD45-. Dentre estes marcadores, as CTMs de cées diferem
de células mononucleares do sangue periférico pela auséncia da expressao
génica de CD45.
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Lee et al. (2014) cultivaram CTMs de tecido adiposo de caes em diversas
passagens. Marcadores de superficie (CD44, CD90 e CD105) e moléculas
associadas com autorenovacao (Oct3/4, SOX-2, Nanog) foram expressas nas
células nas passagens 1 a 6 por RT-PCR. Além disso, as CTMs demonstraram
potencial de diferenciagdo nas linhagens condrogénica e adipogénica nas
passagens 1, 3 e 6. Dessa forma, as CTMs foram positivas para CD44, CD54,
CD61, CD80, CD90, CD105 mas negativas para CD29, CD34, CD117 e MHC II.

A populacdo de células isoladas do tecido adiposo é heterogénea e
contém uma combinacédo fisiologica de fibroblastos, células e progenitores
endoteliais, pericitos, macréfagos, pré-adipocitos, linfécitos B e T e células
musculares lisas. O total da populacédo de células-tronco € estimado em 1 a 3%
do total de células nucleadas (DAHLGREN, 2009b).

As MSCs derivadas do tecido adiposo possuem peculiaridades
interessantes no que se diz respeito a coleta e cultivo in vitro, por serem
facilmente coletadas em cirurgias eletivas de castracdo e estarem presentes em
guantidades superiores em relacéo aos outros tecidos. Podem ser coletadas da
regido inguinal, abdominal ou da parede toracica de pequenos animais e ainda
do glateo de equinos (VIDAL et al, 2007). Outras grandes vantagens sdo 0S

danos minimos e a possibilidade de coletas adicionais (DAHLGREN et al., 2009).

294.2 Tratamento de lesGes no sistema nervoso com MSCs

Nos animais domésticos, assim como para seres humanos, lesées no
sistema nervoso sao incapacitantes e devido a capacidade regenerativa limitada
do sistema neural, o transplante de células estromais mesenquimais tem sido
estudado em algumas doencas do sistema nervoso central (KARUSSIS et al.,
2013). Com base em evidéncias experimentais de seus modelos pré-clinicos,
Uccelli et al. (2011) sugerem que as MSCs constituem uma promissora
abordagem na reparacéo e protecao neural.

Em um estudo realizado por Lim et al.;(2007), 1x 108células do cordado
umbilical alogénicas, foram transplantadas diretamente no local da lesdo em
cées com trauma medular. Apos 15 dia, foi observado melhoras significantes da
conducgdo nervosa e da funcdo dos membros pélvicos, comparadas ao grupo

controle
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Em um cdo com neurite do nervo ciatico, células autélogas de medula
Ossea foram transplantadas na regido perineural, sendo evidenciado melhora do
déficit proprioceptivo e paresia, apdés um més do transplante. (HECKLER et al.,
2012)

Outro estudo avaliou o transplante intralesional de 1x10% CTM alogénicas
derivadas de tecido adiposo, uma semana apés a lesdo medular e foi possivel
observar nove semanas apoés o transplante, recuperacao da funcdo neurolégica
dos membros pélvicos, além da velocidade de conducdo nervosa com base no
potencial evocado somatosensorial, significativamente favoravel nos animais
transplantados. Na imunohistoquimica dessas células derivadas do de tecido
adiposo foram observados GFAP, Tuj-1 e NF160, sugerindo que a melhora na
funcdo neuroldgica pelo transplante de MSCS —TA desses caes com lesdo na
medular pode ser parcialmente devido a diferenciagdo neuronal das células-
tronco aplicadas (RYU et al., 2009).

Alguns estudos comprovaram o potencial de regeneracdo das CTM,
através de mecanismos neuroprotetores, incluindo a melhora do microambiente
potencializando os mecanismos de regeneracdo, sintese de fatores de
crescimento ou citocinas, efeitos vasculares e remielinizagdo (PARR et al.,
2007).

Foi evidenciado que MSCs adultas possuem a capacidade de migrar para
areas lesadas, como areas de hipoOxia, apoptéticas ou inflamadas (PAUL;
ANISIMOV, 2013). A atenuacgdo dos sinais clinicos neuroldgicos de diversas
doencas deve-se ao fato das MSC serem imunomoduladoras sendo tréficos para
fator de crescimento do epitélio vascular (VEGF) pois estimula a angiogénese,
impede a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e permite a regeneracao
tecidual (CAPLAN; DENNIS, 2006; PERONI; BORJESSON, 2011; SCHWINDT
et al., 2005; STEWART, 2011).

Outros estudos demonstraram que as MSCs podem inibir a resposta
proliferativa dos linfocitos T (CD8+ e CD4+), linfocitos B, natural killer e células
dendriticas pela inducdo de apoptose, producéo de linfécitos T reguladores e
inativacao funcional (anergia), contribuindo também para minimizagéo dos sinais
neuroldgicos (DI NICOLA et al., 2002; BEYTH et al., 2005).

O potencial das MSCs na regeneragdo nervosa com recuperacao

morfologica e funcional apés lesdes do SNC e periférico, tem sido evidenciado
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em diversas espécies, como roedores (WANG et al., 2012; SHEN et al., 2010),
primatas ndo humanos (HU et al., 2013), suinos (CHO et al., 2010), humanos
(BRAGA-SILVA et al., 2008). Em um estudo feito com caes que apresentavam
meningoencefalite, de origem desconhecida, e que receberam transplante de
MSCs, houve uma melhora significativa dos sinais neuroldgicos, o que se deve
a capacidade imunomoduladora e das propriedades regenerativas dessas
células (ZEIRA et al., 2015).

A via itratecal tem se mostrado eficaz e segura para aplicacdo de MSCs
autologas (CHEN, B. K. et al., 2014; MAIA et al., 2015; SATTI et al., 2016; ZEIRA
et al., 2015) e alogénicas (LIANG et al., 2009; VILLANOVA; BACH, 2015).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia do transplante de células
estromais mesenquimais derivadas do tecido adiposo por via intratecal como

tratamento da encefalomielite causada pelo virus da cinomose canina.

3.2 Objetivos especificos

o Avaliar clinicamente a viabilidade, seguranca e eficacia do transplante
intratecal pela cisterna magna de células estromais mesenquimais (MSCs)
alogénicas no tratamento da cinomose canina,;

o Avaliar a resposta ao transplante intratecal por meio de exame
neurolégico seriado;

o Avaliar a resposta ao transplante intratecal por meio de analise do liquido
cefalorraquidiano;

o Avaliar a resposta ao transplante intratecal mediante andlise das imagens

de ressonancia magnética.
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4 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista — UNESP — Botucatu/SP, processo n° 0232/2017. Os tutores dos
animais utilizados nesta pesquisa foram informados a respeito dos
procedimentos a serem realizados e assinaram a Declaragdo de Livre

Consentimento.

4.1 Delineamento experimental
4.1.1 Selecao dos animais

Foram utilizados 10 caes, sem raca definida, adultos e de ambos os
sexos, sendo estes, provenientes do servico de Moléstias Infecciosas do
Hospital Veterinario da FMVZ-UNESP/ Botucatu, e de clinicas particulares. A
selecdo dos animais foi feita mediante exame clinico, utilizando-se como critérios
de inclusdo animais com diagnéstico positivo para cinomose pelo teste de
Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativo (qPCR) na urina, com sinais
clinicos neurologicos (ataxia, paralisia, paresia, mioclonia, convulsdo), sem
predilecdo para fase da doenca e histérico de imunizacdo ndo satisfatério
(APENDICE 1).

Todos o0s animais continuaram com o tratamento clinico padréo

estabelecido pelo servico de moléstias infecciosas, exceto o uso de corticoide.

4.1.2 Momentos Experimentais

Momento 0 (MO) — Os animais com sinais clinicos neurologicos
indicativos de cinomose e com resultado positivo no teste de g PCR de amostra
de urina foram selecionados; seguido de coleta de sangue para hemograma e
bioguimica sérica (Figura 2).

Momento 1 (M1) — Os animais foram submetidos a anestesia para exame
de ressonancia magnética, seguido da colheita do liquido cefalorraquiano (LCR),

e entdo transplante das MSCs (Figura 2).
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Momento 2 (M2) — 30 dias ap6s o transplante os animais passaram por
reavaliagdo clinica e neurolégica, hemograma, bioquimico, imagens de

ressonancia magnética nova colheita de LCR (Figura 2).

MO M1 M2

| | | »
I | | .

-Diagnostico (gPCR) -Imagens de RM

-Reavaliagdo Clinica

-Exame ~Cll'nico -Coleta do LCR _Reavaliago
-Avaliagao -Transplante das o

N l6ai MSC Neurologica

:uro ogica s Hemograma
-riemograma -Bioquimico

-Bioquimico

-Imagens de RM
-Coleta do LCR

FIGURA 2 — Momentos experimentais: Células estromais mesenquimais (MSCs); Transplante
de células mesenquimais via (MSCs); Avaliagdo clinica e neurolégica; Anédlise de hemograma;
Andlise de bioguimica sérica; Colheita e analise do liquido cefalorraquidiano (LCR); Imagens de
Ressonancia Magnética (RM); Reacdo em Cadeia da Polimerase gquantitativa (QPCR).

4.2  Cultivo e preparacao de MSCs

As células estromais mesenquimais (MSCs) de tecido adiposo utilizadas
em nosso estudo, foram previamente isoladas, cultivadas, caracterizadas e
doadas pelo banco de células Laboratorio de Reproducdo Avancada e Terapia
de Células-Tronco (LANCA).

As células apresentavam marcadores positivos para CD44 e CD90 e
negativos para CD34 e MHC-II.

Os protocolos executados pelo laboratoério estdo descritos abaixo.
4.2.1 Isolamento das MSCs derivadas do tecido adiposo

Os animais utilizados na doacdo de tecido adiposo para o cultivo de
MSCs, oriundos da rotina de cirurgias eletivas de ovario-histerectomia do centro
cirdrgico do Departamento de Reproducdo Animal, possuiam idade média de
trés anos, saudaveis e apresentaram resultados negativos na deteccdo de
Adenovirus tipo 1, Ehrlichia spp., Babesia spp., Anaplasma spp., Leptospira spp.,
Toxoplasma gondii e Morbilivirus pelo teste de qPCR,

Aproximadamente 4 mL de tecido adiposo extraido da cavidade
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abdominal foram armazenados em tubo conico de 50 mL, estéril, contendo
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil), ficando
completamente submersos.

No Laboratorio de Reproducdo Avancada e Terapia de Células-Tronco
(LANCA) foram isoladas as MSCs do tecido adiposo (MSCs - TA) o qual foi

dissecado em pequenos fragmentos (1-2 mm3), lavados com HBSS e digeridos
com colagenase tipo 1 a 0,04% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA). O tubo com
o tecido fragmentado foi mantido em banho-maria a 37°C e agitado a cada 10
minutos. Posteriormente, realizou-se a neutralizagcdo da enzima com o meio de
cultivo contendo 90% de Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) alta
glicose, 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de penicilina/estreptomicina (10000
U/mL) (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil), 0,005% de amicacina (250 mg/mL)
(Novafarma, Anapolis, Brasil) e 1,2% de anfotericina B (3 ug/mL) (Invitrogen, Séo
Paulo, Brasil).

O material foi entao filtrado com filtro de 70 um, centrifugado a 340 g por
10 minutos, o sobrenadante aspirado e acrescido do meio de cultivo e
homogeneizado para centrifugacdo subsequente. Na sequéncia foi novamente
removido o sobrenadante e adicionado meio de cultivo como previamente
descrito. As células foram contadas em camara de Neubauer pela técnica de
exclusdo do azul de tripano (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil), totalizando uma
média de 3,325 x 106 células, divididas em duas garrafas de 25 cm? contendo 4
mL de meio e cultivadas sob as condi¢des descritas a seguir.

4.2.2 Cultivo das MSCs

As garrafas foram identificadas e incubadas em estufa a 37 °C em
atmosfera umida contendo 95% de ar e 5% CO2. ApGs as primeiras 48 horas
sem manipulacao, para haver adesao celular, o meio dos cultivos foi trocado e
as células ndo aderidas descartadas. Apds esse periodo, as garrafas foram
monitoradas periodicamente e o meio de cultura trocado a cada 3 ou 4 dias. A
passagem das MSCs foi realizada quando atingiram confluéncia de
aproximadamente 80 a 90% (Figura 3), para isso, foi realizada a tripsinizacao.
Tal procedimento abrangeu o descarte do meio de cultivo das garrafas as quais

foram lavadas com HBSS aquecido a 37 °C, e acrescidas de 2 mL de solucéo
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de tripsina a 0,25% (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil) a 37 °C. As garrafas foram
levadas a estufa por 8 minutos para que as células se desprendessem da
garrafa. Com as células em suspenséao, foi adicionado 1 mL de meio de cultivo
com 90% de DMEM alta glicose, 10% de SFB, 1% de penicilina/estreptomicina
(210000 U/mL), 0,005% de amicacina (250 mg/mL) e 1,2% de anfotericina B (3
pg/mL) para bloqueio da agao da tripsina. Em seguida, realizada centrifugacao
a 340 g por 10 minutos para a remocéao da tripsina. O novo pellet formado foi
ressuspenso em meio de cultivo, centrifugado novamente e ressuspenso em
meio. O contetdo de uma garrafa do cultivo primario foi dividido para expansao
e posterior realizacdo dos testes de diferenciacdo, cariotipagem, viabilidade e
imunofenotipagem por citometria de fluxo. Os tempos de cultivo primario e de

primeira passagem foram registrados em namero de dias.

FIGURA 3 — Células estromais mesenquimais de tecido adiposo prontas para passagem,
confluéncia 90%.

4.2.3 Caracterizacado das células

A caracterizagdo imunofenotipica foi realizada por meio da analise de
citometria de fluxo. A avaliagao foi feita com o auxilio de anticorpos conjugados
para os marcadores de superficie especificos para as CTMs: CD44 (Rat anti Dog
— AbdSerotec — MCA 104 1A488) e CD90 (Anti canine — eBioscience — clone
YKIX337.217). Além disso, verificou-se a auséncia de expressao de marcadores
caracteristicos de outros tipos celulares como o CD34 (Mouse anti canine —
AbdSerotec — MCA 2411F) e o MHCII (Rat anti Dog — AbdSerotec — MCA 1044F).
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As analises foram conduzidas a fresco em P4 com a concentragcdo de 1x10°
células em tubos transparentes de citometria. As amostras foram diluidas em
100ul de solugdo PBS e incubadas por 1 hora com o0s anticorpos na
concentracdo de 1:100, exceto o tubo controle. Por fim, as amostras foram

lavadas com PBS e ressuspendidas em 400ul de solugao PBS para analise no

citbmetro de fluxo BD LSR FortessaTM, contabilizando-se 5.000 eventos.

Diferenciagéo in vitro
Osteogénica

. ~ 3 .
As células foram plagueadas em P4 na concentragao de 5x10 células por

2 .
cm em quatro pogos da placa de 24 pogos, sendo dois deles para controle e
dois para diferenciacdo. Apoés atingirem aproximadamente 80% de confluéncia,
0S pogos controle permaneceram sendo cultivados em meio de cultivo normal e,

nos outros dois, foi acrescido o meio de indugao de diferenciagdo osteogénica

(Kit de diferenciagdo Osteogénica — Stem Pro — Gibco®, EUA). As amostras
foram cultivadas a 37,50C, com 95% de umidade e 5% de CO2, por 15 dias, com
troca de meio a cada 72 horas.

Apods o periodo de cultivo, os pogos foram lavados com PBS, fixados com
paraformaldeido 4% e corados com solugdo de Alizarin Red 2,5% (Sigma-
Aldrich, EUA) para facilitar a identificacéo dos depdsitos extracelulares de calcio.
Adipogénica

Foram utilizadas amostras em P4 nas condi¢gdes previamente descritas
para diferenciacdo osteogénica, utilizando-se o meio de indugcdo da

diferenciagao adipogénica (Kit de diferenciagcdo Adipogénica — Stem Pro —

Gibco®). As amostras foram cultivadas a 37,50C, com 95% de umidade e 5% de
COg, por 15 dias, com troca de meio a cada trés dias.

Apods a diferenciagao, os pogos foram lavados com PBS, fixados com
paraformaldeido 4% e corados com Oil Red O 0,5% em alcool isopropilico
(Sigma-Aldrich, EUA) para facilitar a identificagdo das goticulas de lipidio que se
acumularam no citoplasma das células e contracorados com hematoxilina de

Mayer por 3 minutos.
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Citometria de fluxo

Na analise da citometria de fluxo, foi observado expressao significativa do
marcador de células mesenquimais CD44 (86,7%) e uma expressiao moderada
para CD90 (53,2%). Ja os marcadores CD34 e MHCII apresentaram uma baixa
expressao (2,1 e 1,2% respectivamente) (APENDICE 4).

Diferenciacdo in vitro: osteogénica e adipogénica

Na diferenciagao osteogénica aos 15 dias, todas as amostras cultivadas
com o meio de indugédo apresentaram intensa deposi¢ao de calcio extracelular
corado com o Alizarin Red.

Ja as amostras induzidas a diferenciagdo para a linhagem adipogénica
foram positivas apresentando goticulas lipidicas dentro do citoplasma celular
quando coradas com o Oil Red (APENDICE 5).

4.2.5 Viabilidade celular

As MSCs caninas foram transplantadas com viabilidade entre 70 e 80%.
A viabilidade celular foi realizada pelo teste de exclusdo com azul de tripan a
0,3% imediatamente antes do transplante de MSCs nos animais. O resultado foi
expresso em percentagem de células viaveis, segundo a formula: Viabilidade (%)

= Células coradas (viaveis) x 100/ total de células (coradas + ndo coradas).

4.2.6 Preparo de MSCs para o transplante

As MSCs de terceira passagem foram tripsinizadas e posteriormente
centrifugadas a 340 g durante 10 minutos, o sedimento ressuspenso com HBSS
até completar trés lavagens. Depois de contar o numero total de células, foram
aspiradas com uma agulha de 30x8 mm em uma seringa estéril de 1 mL. A
concentracéo total de MSCs foi de 10x10° células, de acordo com o nimero
obtido durante a cultura.

4.3 Avaliagéo clinica geral

Foi realizada anamnese dos animais, incluindo comportamento,
alimentacdo e estado de saude. Durante o exame fisico foram anotadas as
seguintes informagBes na ficha clinica: temperatura, frequéncia cardiaca,

frequéncia respiratéria, palpacao de linfonodos, coloracdo das mucosas, tempo
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de preenchimento capilar, pulso e grau de hidratagéo, avaliacdo da acuidade
visual por meio de testes com bolas de algod&o, os testes de labirinto e a
resposta a ameaca. Adicionalmente foram também avaliadas a producédo
lacrimal, valendo-se do Teste Lacrimal de Schirmer (TLS) (Teste da Lagrima de

Schirmer, Ophthalmos Ind. Com. Produtos Farmacéuticos Ltda).

4.4 Exame neurologico

Foi realizada avaliacdo neuroldgica antes e apés o transplante intratecal
de MSCs.

Para a avaliagdo, desenvolvemos uma escala de neurodeficiéncia onde
avaliou-se o0s parametros de estado mental, comportamento, postura e
coordenacdo da cabeca e do tronco, nervos cranianos, marcha, reacdes
posturais, propriocepcéo, reflexos espinhais, nocicepcdo e palpacdo epaxial,
para acompanhamento da evolu¢do do quadro clinico (Figura 4).

Os pacientes foram classificados conforme a sua apresentacao clinica em
leve, moderado e grave, na qual os primeiros apresentavam disfuncdo discreta
das suas func¢des normais e os ultimos com disfuncéo severa, caracterizada por
perda das funcdes normais.

De forma a classificar de forma objetiva a gravidade da doenca
neuroldgica foram estabelecidos cinco graus que variavam de 0 a 4 conforme a
severidade dos sinais neurologicos apresentados. Aos animais com exame
neurologico normal era atribuida nota 0, animais com déficits leves a nota 1,
animais com déficits moderados a nota 2, déficits graves a nota 3 e muito graves

a nota 4.
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Pontos Escore

Normal 0
Pontos Escore Lesdoem NC Il 3
Alerta 0 Les&o em NC 1II-IV 2
Deprimido 1 —
Estadc; Delirio/desorientacéo 2 Lesdo em NC V ramo motor 3
menta Semicomatoso 3 Lesdo em NC V ramo sensitivo 2
Comatoso* 4
Comportamento Lesdoem NC VI-XII 4
0
Comportamento normal Multiplas lesdes em NC. VI-XII + 4 pts
Comportamento 2
@normal*™* Total 0
Total 0
2. CRISES EPILEPTICAS 7.REFLEXOS
Ausente 0 N . h |
Focais 1 ormais com marcha norma 0
Generalizadas ou focais com generalizagdo 2
sec_undarla Normais com marcha anormal 1
Seriadas 3 — —
Estado epiléptico 4 Diminuido/ausente membros toracicos ou 2
Total 0 pélvicos
3. POSTURA DA CABEGCA E CORPO Aumentado em membros toracicos ou pélvicos 2
Nnrm_al 0 Perineal/anal diminuido 2
Desvio de cabega 1
Pleurotétono 1 Total 0
Opistotono _ 2 8. NOCICEPGAO
Postura de Schiff-sherrington 2 _
Rigidez de descerebelacdo 3 Superficial Normal 0
Rigidez de descerebracéo 4 Diminuida (hemi/para/mono) 1
Total 0
Diminuida (tetra) 2
4.MARCHA Ausente (hemi/para/mono) 3
N°r”?a' - — - 0 Ausente (tetra) 4
Hemi/paraparesia ambulatéria; monoparesia 1
Hemi/paraparesia ndo-ambulatéria, tetraparesia Profunda Normal 0
@mbulatoria ou monoplegia Diminuida (hemi/para/mono) 2
Hemi/paraplegia ou tetraparesia ndo- —
ambulatéria 3 Diminuida (tetra) 3
[Tetraplegia 4 Ausente (hemi/para/mono) 4
)Ataxia leve (hemi/para/mono) 1
\Ataxia moderada (hemi/para/mona) e tetrataxia 2 Ausente (tetra) 4
leve Hiperestesia/alodinia 1
\Ataxia grave (hemi/para/mono) e tetrataxia 3
moderada Total 0
[Tetrataxia grave 4
Total 0 9. PALPAGAO EPAXIAL/VESICULA URINARIA
5. COORDENAGAO .
Epaxial |Normal 0
Normal 0 Dolorosa 1
Movimentos involuntarios*** leves 1 Normal 0
Movimentos involuntarios moderados 2 . ~ .
Movimentos involuntarios graves 3 !ncont!nenCIalretenanl~Jr|nar|a 1
Dismetria_tremor de intermitente (compress&o manual)
X . 2
intenc&o, ampla base Micgdo [ncontinéncia/retengdo urinaria 2
Total 0 constante
Incontinéncia/retengdo urinaria
constante com necessidade de 3
cateterizagdo permanente
Total 0

FIGURA 4 - Escala de neurodeficiéncia.




53

45 PCR

A extracdo de RNA das amostras de urina foi realizada com reagente
Trizol® (Invitrogen Life Technologies, USA) seguindo o protocolo do fabricante.
As amostras permaneceram em freezer -80°C até a realizacdo da transcricao
reversa. Apos a purificagéo, as amostras de RNA foram utilizadas para a sintese
de DNA complementar (cDNA), realizada com inibidor de RNase, Randon
Primer, Oligo-dT e a enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Sigma-Aldrich®).

Para a analise de gPCR foi utilizado 12 microlitros do Master Mix
(Promega®) mais 2 microlitros de cDNA e &gua Millig® até completar 25
microlitros de volume final. A andalise de gPCR foi realizada no equipamento
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems™) seguindo os
ciclos padrédo do equipamento. Os primers alvo utilizados foram o VCCIN e
VCCO01 (Quadro 1) previamente validados (DEL PUERTO et al., 2010)
adicionalmente foi utilizado um controle negativo da qPCR e um controle positivo
e negativo da extracdo. Todas as amostras foram corridas em duplicatas.

QUADRO 1 - Informagé&o especifica dos primers utilizados para amplificacdo em qPCR

Primer Sequéncia Tamanho | Temperatura Referéncia
do de
fragmento | anelamento
(bp) (Y
VCCIN | F: 5-TAGCATAACTCCAGAGCAATG -3 84 60 DEL PUERTO et
VCCO1 | R: 5-CAGCACCGTACATGGTTATC -3 al.,, 2010

*F: forward primer; R: reverse primer; bp: pares de base.

4.6 Hemograma e bioguimica sérica

Amostras de sangue total e soro foram coletados para a realizacdo dos
exames de hemograma (Sysmex pocH-100iV Diff por impedéancia) e bioquimica
(AST),

aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), gama glutamil transferase

sérica (uréia, creatinina, aspartato aminotransferase alanina

(GGT), proteina total, albumina, globulina e glicemia; Mindray BS200E) nos
momentos MO e M2. Os resultados foram avaliados de acordo com os valores

de referéncia do Laboratério Clinico Veterinario da FMVZ/Unesp — Botucatu.
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4.7 Ressonéancia magnética (RM)

As imagens de ressonancia magnética foram realizadas nas regides de
encéfalo e da medula espinhal, regido cervical e toracolombar, considerando a
localizac&o da lesdo com base no exame neuroldgico nos momentos M1 e M2.
As RM foram feitas em tempos ponderados de T1 e T2 e na sequéncia de
inversao-recuperacao atenuante de fluido (Fluid Attenuated Inversion Recovery,
FLAIR) sem a administracdo de contraste. As RM foram obtidas nos cortes
dorsal, sagital e transverso, em um equipamento aberto de baixo campo (Vet-
MR Grande, 0.25 Tesla, Esaote, Itdlia). As imagens foram analisadas em um
sistema de imagem digital médica (PACS, Synapse, Fuji Medical System,

Toquio, Japao).

4.8 Colheita e andlise do LCR

Para a coleta do liquor, os cées foram submetidos ao protocolo pré
anestésico com meperidina 4 mg/kg intramuscular; indu¢do com midazolam 0,3
mg/kg intramuscular + propofol 5 mg/kg intravenoso; manutencdo com
isofluorano e mantidos em decubito lateral. ApGs tricotomia e antissepsia da
regido atlanto —occipital, foi introduzida a agulha espinhal de 25 Gx31/2”
(0,50x90 mm) até a cisterna magna para obtencdo de amostras do LCR,
conforme descrito por De Lahunta; Glass, 2010.) (Figura 5) e subsequente
analise do LCR dos caes como previamente descrito por Wamsley; Alleman,
2004), nos momentos M1 e M2. De acordo com 0s seguintes parametros:
aspecto, cor, densidade, pH, coagulacdo, proteina total, globulinas (teste de
Pandy), glicose, contagem global e contagem diferencial de células. Uma vez
obtidos todos os dados do exame fisico, quimico e citolégico do LCR, foram

tabulados para sua analise.
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FIGURA 5 — Puncéo da cisterna magna para obtencé@o de amostras do LCR.

4.9 Transplantes de MSCs

Os caes foram mantidos sob anestesia geral (Protocolo: medicacdo pré-
anestésica com meperidina 4 mg/kg intramuscular; inducdo com midazolam 0,3
mg/kg intramuscular + propofol 5 mg/kg intravenoso; manutengdo com
isofluorano), mantidos em decubito lateral, sendo realizada logo apés a puncéo
da cisterna magna a aplicacdo lenta de 10x10°8 células diluidas em 0,5 mL de

solucéo fosfato salino (PBS) por via intratecal (Figura 6).

FIGURA 6 — Puncdao da cisterna magna a aplicacdo lenta de 10x10° células diluidas em 0,5 mL
de solucéo fosfato salino (PBS) por via intratecal.
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5 RESULTADOS

5.1Avaliacéo clinica geral

As informagfes coletadas antes e apés o transplante das células estromais
mesenquimais durante exame fisico como, temperatura, frequéncia cardiaca,
frequéncia respiratéria, palpacao de linfonodos, coloracdo de mucosas, tempo
de preenchimento capilar, pulso e grau de hidratacdo estavam dentro da
normalidade. Os animais avaliados no MO apresentavam clinicamente déficit da
producao lacrimal e hiperqueratose de coxim (Figura 7-A e B) e no momento M2,

0S mesmos apresentaram melhora clinica destes sinais (Figura 7-C e D).

3

FIGURA 7 - Avaliacdo clinica. (A) Coxins plantares apresentando hiperqueratose antes da
aplicacdo das MSCs. (B) Coxins palmares apresentando hiperqueratose antes da aplicacéo das
MSCs. (C) Coxins plantares apresentando melhora visivel do quadro de hiperqueratose 30 dias
apos a aplicacao das MSCs. (D) Coxins palmares apresentando melhora visivel do quadro de
hiperqueratose 30 dias apds a aplicagdo das MSCs.
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FIGURA 8 — Avaliacao clinica. (A) Olho esquerdo com secrecdo mucoide antes da aplicagcédo
das MSCs. (B) Olho esquerdo apresentando melhora visivel da secrecéo ocular 30 dias apés a
aplicacdo das MSCs.

5.2Exame Neurologico

A avaliacdo neuroldgica foi realizada previamente no momento (MO) ao
transplante das MSCs, e trinta dias ap0s o transplante no momento (M2) e
pontuados de acordo com a escala de neurodeficiéncia (Figura 9).

. Pontuacdo dos animais na Escala de Neurodeficiéncia
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Pontuacdo da Escacla de Meurodeficiéncia

FIGURA 9 — Pontuagéo dos animais na Escala de Neurodeficiéncia no momento MO (antes do
transplante MSCs; barras pretas) e no momento M2 (30 dias apds o transplante MSCs; barras
brancas). Os nimeros acima das barras representam a pontuacédo exata de cada animal no
experimento.

Os animais foram acompanhados semanalmente entre os momentos M1
e M2. A avaliagdo neurologica foi realizada com base nos aspectos semiolégicos

para avaliacdo do SNC, sendo este importante para determinar a localizacao da
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lesdo para direcionamento na realizacdo da ressonancia magnética. Os
parametros avaliados foram o estado mental, comportamento, postura e
coordenacdo da cabeca e do tronco, nervos cranianos, marcha, reacdes
posturais, propriocepcao, reflexos espinhais, nocicepc¢ao e palpacao epaxial.

Inicialmente, no MO em todos os animais o nivel de consciéncia era alerta,
enquanto a qualidade da consciéncia, o comportamento e palpagédo epaxial
estavam normais, embora todos apresentassem alguma alteracdo de marcha.

Em relacdo aos outros parametros houveram diferencas que serao
descritas a seguir:

Animal 1: Previamente a aplicacdo das MSCs (MO0), o estado mental do
animal era alerta, enquanto a qualidade da consciéncia, 0 comportamento e a
postura da cabeca com respeito ao corpo apresentavam-se normais. Na
avaliacdo dos nervos cranianos, observou-se auséncia da resposta a ameaca
bilateral e reflexos fotopupilares (RFP) direto e consensual normais. Na
avaliacdo da marcha, observou-se tetraparesia ndo ambulatoria e atrofia
muscular dos quatro membros, mais pronunciada nos membros toracicos. Na
avaliacdo das reacOes posturais, apresentava propriocepcdo ausente nos
membros pélvicos e torécicos. Os reflexos miotéticos estavam presentes em
todos os membros e constatou-se clonus bilateralmente na avaliagéo do reflexo
patelar e presenca de extensor cruzado. O teste da sensibilidade superficial e
profunda apresentou-se normal e ndo houve sensibilidade dolorosa a palpagéo.
O animal manifestava mioclonia em regido de cabeca, tronco e membros
toracicos e crises epilépticas generalizadas tonico-clonicas. Baseado no exame
neuroldgico, a neurolocalizac&o foi multifocal, indicando uma sindrome cortical
frontal e occipital bilateral (cegueira cortical) e espinhal cervical (c1-c5 bilateral)
grau 2, comprometendo os funiculos ventral e dorsolateral da medula.

Apoés o transplante das MSCs (M2), o nivel de consciéncia do animal
manteve-se alerta, assim como a qualidade da consciéncia, 0 comportamento e
a postura da cabega com respeito ao corpo apresentavam-se normais.
Permaneceu também auséncia da resposta a ameaca bilateral e reflexos
fotopupilares (RFP) direto e consensual normais. O animal apresentou paresia
ndo ambulatéria de membros toracicos e atrofia muscular dos membros
toracicos. Houve melhora da atrofia muscular dos membros pélvicos, da forca

extensora e presenca de ataxia dos membros pélvicos. Na avaliacdo das
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reacOes posturais, apresentava propriocepcao ausente nos membros toracicos
e melhora proprioceptiva nos membros pélvicos. Os reflexos miotaticos estavam
presentes em todos os membros. O teste da sensibilidade profunda apresentou-
se normal e ndo houve sensibilidade dolorosa a palpacao. O animal apresentou
mioclonia com menor intensidade em regido de cabeca, tronco e membros
toracicos e aumento do Intervalo interictal das crises epilépticas. Baseado na
escala de neurodeficiéncia a lesdo foi multifocal, indicando uma sindrome
cortical frontal e occipital bilateral (cegueira central) e espinhal cervical (c1-c5
bilateral) grau 3, comprometendo os funiculos ventral e dorsolateral

Animal 2: Previamente a aplicacdo das MSCs (MO0), o estado mental foi
alerta, enquanto a qualidade da consciéncia, 0 comportamento e a postura da
cabeca com respeito ao corpo apresentavam-se normais. Nao houve alteracdes
na avaliacdo dos nervos cranianos. Na avaliagdo da marcha, observou-se
paraplegia e atrofia muscular e nas reagdes posturais o animal apresentava
propriocepcao ausente nos membros pélvicos. Os reflexos miotaticos estavam
presentes em todos os membros. O animal manifestava mioclonia nos membros
toracicos. O teste da sensibilidade profunda apresentou-se normal e ndo houve
sensibilidade dolorosa a palpa¢do. Com base no exame neurolégico, a leséo foi
classificada como uma sindrome espinhal toraco-lombar (t3-13) simétrico bilateral
grau 3 comprometendo os funiculos ventral e dorsolateral.

Apos o transplante de MSCs (M2), o nivel de consciéncia manteve-se
alerta, enquanto ndo se observaram alteragbes na qualidade da consciéncia,
comportamento e postura da cabeca com respeito ao corpo. Nao houve
alteracdes na avaliacdo dos nervos cranianos O animal apresentou paraparesia
ndo ambulatéria e atrofia muscular. Nas reacdes posturais, observou-se
propriocep¢do ausente nos membros pélvicos. Verificou-se melhora na forca
extensora dos membros pélvicos. Os reflexos miotaticos estavam presentes em
todos os membros. O animal manifestava mioclonia nos membros toracicos com
menor intensidade. O teste da sensibilidade profunda presentou-se normal e nédo
houve manifestacdo dolorosa a palpacdo. Com base na escala de
neurodeficiéncia a lesao foi classificada como sindrome espinhal toracolombar
(T3-L3) simétrico bilateral grau 3, comprometendo o funiculo dorsolateral da

medula espinhal
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Animal 3: No MO, o estado mental foi alerta, enquanto a qualidade da
consciéncia, o comportamento e a postura da cabeca com respeito ao corpo
apresentavam-se normais. Observou-se auséncia da resposta a ameaca
bilateral e reflexos fotopupilares (RFP) direto e consensual normais. O animal
apresentava postura em ampla base, tremor de intencdo, ataxia
cerebelar/hipermetria, auséncia de déficit proprioceptivo, auséncia de mioclonia,
sem atrofia e crises epilépticas generalizadas tonico-clonicas seriadas. Reflexos
espinhais e nocicepcéo presentes. Sendo assim, condizentes com da lesdo na
regido cortex e cerebelo grau 13 de acordo com a escala de neurodeficiéncia.

Apébs o transplante de MSCs (M2), o nivel de consciéncia foi alerta, foi
observado vocalizacdo a noite. O animal apresentava desvio de cabeca para
esquerda, tremor de intencdo, tetrataxia, desequilibrio, tetraparesia nao
ambulatdria e déficits proprioceptivos diminuido em membro toracico e ausente
em membro pélvico. Também apresentou crise epilética generalizada ténico-
clénicas seriadas e dor cervical. Quanto aos reflexos miotaticos e nocicepcao,
estes estavam presentes. Sendo assim, condizentes com da lesdo na regido
coOrtex e cerebelo grau 17 de acordo com a escala de neurodeficiéncia.

Animal 4: A postura da cabeca em relagdo ao corpo apresentava-se
normais. Observou-se auséncia da resposta a ameaca bilateral e reflexos
fotopupilares (RFP) direto e consensual diminuidos, alteracéo 1, Ill, V e VIl pares
de nervos cranianos. O animal apresentava tetraparasia ndo ambulatorial, déficit
proprioceptivo em membros pélvicos. Os reflexos miotaticos e nociceptivos em
membros pélvicos estavam ausentes, presenca de incontinéncia urinaria,
mioclonia facial e cervical, atrofia muscular nos membros pélvicos e na face
esquerda. Nao houve sensibilidade dolorosa a palpacdo. Essas alteracfes
foram condizentes com uma lesdo multifocal, grau 29 na escala de
neurodeficiéncia.

Apoés o transplante de MSCs (M2) O nivel de consciéncia manteve-se
alerta, assim como a qualidade da consciéncia, o comportamento e a postura da
cabeca com respeito ao corpo apresentavam-se normais. Observou-se discreta
melhora ao teste resposta a ameaca bilateral e reflexos fotopupilares (RFP)
direto e consensual e ao teste com bolas de algodao, reflexo palpebral e da
sensibilidade em regido temporal, evidenciando assim, melhora do I, lll, V e VII

pares de nervos cranianos. O animal permaneceu com tetraparesia nao
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ambulatorial, atrofia de membros pélvicos e da face esquerda e déficits
proprioceptivos em membros pélvicos, entretanto, houve melhora da mioclonia
em face e melhora do tdbnus muscular. Os reflexos miotaticos e nocicepc¢éo
permaneceram ausentes em membros pélvicos. Essas alteracbes foram
condizentes com uma lesdo multifocal, grau 16 na escala de neurodeficiéncia.

Animal 5: No momento MO, o estado mental foi alerta, enquanto a
qualidade da consciéncia, 0 comportamento e apresentavam-se normais. N&o
houve alteracbes na avaliacdo dos nervos cranianos. O animal apresentava
postura em ampla base, tetraparesia/tetrataxia evidente nos membros pélvicos,
déficit proprioceptivo em membro toracico direito diminuido, mioclonia em regido
temporal e perineal. Reflexos miotaticos aumentados e nocicep¢ao presentes.
N&o houve sensibilidade dolorosa a palpacdo. Essas alteragcbes foram
condizentes com uma lesdo multifocal, nas regides cervical esquerda,
téracolombar e tronco encefélico, grau 10 na escala de neurodeficiéncia.

Apos o transplante de MSCs (M2), O nivel de consciéncia manteve-se
alerta, enquanto a qualidade da consciéncia, 0 comportamento e a postura da
cabeca com respeito ao corpo apresentavam-se normais. O animal apresentou
ataxia discreta em membros pélvicos e déficit proprioceptivo em membro pélvico
esquerdo, mioclonia perineal, sem alteracdo no sistema musculo esquelético,
melhora do tébnus muscular. Os reflexos miotaticos e nocicepcdo estavam
presentes. Essas alteracdes foram condizentes com uma lesdo multifocal, grau
5 na escala de neurodeficiéncia

Animal 6: No MO o estado mental foi alerta, enquanto a qualidade da
consciéncia, o comportamento e a postura da cabeca com respeito ao corpo
apresentavam-se normais. Nao houve alteracbes na avaliacdo dos nervos
cranianos. O animal apresentava ataxia, hemiparesia esquerda, déficit
proprioceptivo em membro toracico esquerdo e membro pélvico esquerdo, sem
alteracdo musculo esquelética e com tdbnus muscular. Os reflexos miotaticos e
nocicepgao estavam presentes. Essas alteracdes foram condizentes com uma
leséo cervical do lado esquerdo, grau 2 na escala de neurodeficiéncia.

Apos o transplante de MSCs (M2), O nivel de consciéncia manteve-se
alerta, o comportamento e a postura da cabeca com respeito ao corpo
apresentavam-se normais, assim como a avaliagcdo dos nervos cranianos. O

animal apresentou, leve ataxia, leve déficits proprioceptivos em membros



62

toracico e pélvico esquerdos. Sem alteracdo em sistema musculo esquelético e
tbnus muscular. Reflexos miotaticos e nocicep¢ao presentes. Essas alteracbes
foram condizentes com uma cervical do lado esquerdo, grau 1 na escala de
neurodeficiéncia

Animal 7: O estado mental foi alerta, enquanto a qualidade da
consciéncia e comportamento apresentavam-se normais. O animal apresentava
postura em base ampla e tremor de intencao, tetrataxia, alteracao de VIII par de
nervo craniano, nistagmo vertical, desequilibrio, hipermetria, déficits
proprioceptivos presente em membros toracicos e menor em membros pélvicos.
Os reflexos miotaticos e nocicepcdo eram normais. Essas alteracbes foram
condizentes com lesdo em cerebelo grau 9 na escala de neurodeficiéncia.

Apos o transplante de MSCs (M2), O nivel de consciéncia manteve-se
alerta, enquanto a qualidade da consciéncia, 0 comportamento e a postura da
cabeca com respeito ao corpo apresentavam-se normais. Auséncia de alteracéo
em nervos cranianos. Apresentou discreta hipermetria, auséncia de déficit
proprioceptivo. Os reflexos espinhais e nocicep¢cdo estavam presentes. Essas
alteracdes foram condizentes com lesdo em cerebelo grau 2 na escala de
neurodeficiéncia

Animal 8: No momento MO, o estado mental foi alerta, enquanto a
qualidade da consciéncia, o comportamento e a postura da cabeca com respeito
ao corpo apresentavam-se normais. Nao houve alteracdes na avaliagdo dos
nervos cranianos. O animal apresentava tetraparesia ndo ambulatoria, tetrataxia,
com déficits proprioceptivos em membros toracicos e pélvicos. Atrofia muscular
em membros toracicos e pélvicos e tbnus aumentado em membro toracico. Os
reflexos miotaticos e nocicepcdo estavam normais. Essas alteracdes foram
condizentes com lesdo multifocal (cervical e toracolombar) grau 7 na escala de
neurodeficiéncia.

Apoés o transplante de MSCs (M2), O nivel de consciéncia manteve-se
alerta, enquanto a qualidade da consciéncia, 0 comportamento e a postura da
cabeca com respeito ao COrpo e nervos cranianos apresentavam-se normais. O
animal permaneceu em tetraparesia ndo ambulatoria, tetrataxia, com déficits
proprioceptivos em membros toracicos e pélvicos, o0 mesmo apresentava atrofia
muscular com melhora do tbnus muscular, leve reducdo da espasticidade e

presenca de reflexos miotaticos e nocicepcdo. Essas alteragcdes foram
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condizentes com lesdo multifocal (cervical e toracolombar) grau 7 na escala de
neurodeficiéncia

Animal 9: No momento MO, o estado mental foi alerta, enquanto a
qualidade da consciéncia e o comportamento apresentavam-se normais. O
animal apresentava desvio de cabeca e nistagmo. Paralisia de membros pélvicos
e paresia em membros toracicos. Déficit proprioceptivo nos quatro membros,
mioclonia de face e membro toracico esquerdo, atrofia muscular pélvica, tdbnus
muscular diminuido e reflexos miotaticos aumentados, nocicepcao presente.
Baseado na escala de neurodeficiéncia a lesdo foi multifocal, nas regides de
cortex, cerebelo, cervical e toracica grau 18.

Apos o transplante de MSCs (M2), O nivel de consciéncia manteve-se
alerta, enquanto a qualidade da consciéncia, 0 comportamento e a postura da
cabeca com respeito ao corpo apresentavam-se normais. Sem alteracao de
nervos cranianos. Discreto desequilibrio e tetrataxia. Déficits proprioceptivos
somente em membros pélvicos, auséncia de mioclonia, melhora da atrofia,
reflexos miotaticos e nocicepc¢ao normal. Baseado na escala de neurodeficiéncia
a lesdo foi multifocal, nas regides de cortex, cerebelo, cervical e toracica grau 2.

Animal 10: O estado mental foi alerta, enquanto a qualidade da
consciéncia, 0 comportamento e a postura da cabeca com respeito ao corpo
apresentavam-se normais. Nao houve alteracbes na avaliacdo dos nervos
cranianos. O Animal apresentava ataxia, sem alteracdo de nervos cranianos,
paraparesia ndo ambulatéria, déficit de proprioceptivos em membros pélvicos,
mioclonia em membros toracicos e tbnus muscular diminuido. Os reflexos
miotaticos em membros pélvicos estavam aumentados e nocicepcao presente.
Baseado na escala de neurodeficiéncia a lesdo foi multifocal, toracolombar
pontuada em grau 9.

Apos o transplante de MSCs (M2), o nivel de consciéncia manteve-se
alerta, foi observado vocalizagdo em algumas horas do dia, paralisia de membros
pélvicos, alteragbes de VIl par nervos cranianos, nistagmo, tetraparesia nao
ambulatoria, propriocepcdo ausente em membros pélvicos e reduzido em
membros toracico, presenca de tetrataxia. Auséncia de mioclonia em membros
toracicos e presenca em membros pélvicos. O animal apresentava também
retencdo urindria da bexiga intermitente (compressdo manual), atrofia de

membro pélvico, tbnus muscular, reflexos miotaticos diminuidos e nocicepcao
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presente. Baseado na escala de neurodeficiéncia a lesdo foi multifocal,

toracolombar grau 14.

5.3Hemograma e bioquimica sérica

Os resultados do eritrograma, leucograma e plaquetograma, assim como
albumina, proteina total, GGT, FA, ALT, creatinina, uréia e globulina, dos 10
animais inclusos no estudo apresentaram-se dentro dos parametros de

normalidade antes do transplante das MSCs (M0) e apés o transplante (M2).

5.4Ressonancia magnética

As imagens de RM do encéfalo do paciente 1 no momento M1. As RM
foram feitas em tempos ponderados de T1 (Figura 10-A) e T2 (Figura 10-B) e na
sequéncia de inversdo-recuperacdo atenuante de fluido (Fluid Attenuated
Inversion Recovery, FLAIR) (Figura 10-C) sem a administracdo de contraste.

Foram observadas lesé@o no cértex occipital; e lesédo no cerebelo.
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FIGURA 10 — Ressonancia magnética do encéfalo antes do transplante intratecal de MSC do paciente 1. (A) tempo ponderado em T1; (B) tempo ponderado
em T2; (C) FLAIR. Setas vermelhas indicam les&o no cdrtex occipital; setas azuis indicam les&o no cerebelo.
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As imagens de RM da medula espinhal, regidao téracolombar do animal 2
nos momentos M1 e M2 (Figura 11), sendo que foram observadas antes do
transplante das intratecal de MSC, lesdes inflamatérias e cicatriz glial
caracterizadas pelo hipersinal nas diferentes sequéncias. Nao foi observado
melhora das lesGes apo6s 30 dias do transplante. As imagens transversais de RM
do encéfalo do animal 3, no momento M1 e M2, foram observadas antes do
transplante intratecal, areas de hipersinal no lobo temporal esquerdo em M1
(setas vermelhas) (Figura 12-B e C); e diminuicdo do hipersinal em M2 (setas)
(Figural2-E e F). Nas imagens sagitais do encéfalo (Figura 13), foi observado
aumento do hipersinal, associado a atrofia cerebelar em M2 (seta) (Figura 13-B).

Na Figura 13 A e B tem-se sequéncias ponderadas em T2.
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FIGURA 11 — Imagens sagitais de ressonancia magnética da coluna téracolombar do paciente 2, imediatamenteantes (M1) e 30 dias apos (M2) o transplante
intratecal de células estromais mesenquimais multipotentes. Areas de hiposinal intramedularem M1 e M2 (setas) (A, D). Areas de hipersinal intramedular em
M1 e M2 (setas) (B, C, E, F). Figuras A e D: sequéncias com tempo ponderado em T1; B e E: sequéncias com tempo ponderado em T2; C e F: sequéncias em
Fast Flair.
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FIGURA 12 - Imagens transversais de ressonancia magnética do encéfalo do cao 3,
imediatamente antes (M1) e 30 dias ap6s (M2) o transplante intratecal de células estromais
mesenquimais multipotentes. Hipersinal no lobo temporal esquerdo em MO (setas) (figuras B, C);
diminuicdo do hipersinal em M2 (setas) (figura E, F). Figuras A e D: sequéncias com tempo
ponderado em T1; B e E: sequéncias com tempo ponderado em T2. C e F: sequéncias em Fast
Flair.
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M1 M2

FIGURA 13 — Imagens sagitais de ressonancia magnética do encéfalo do cdo 3, imediatamente
antes (M1) e 30 dias apdés (M2) o transplante intratecal de células estromais mesenquimais
multipotentes. Aumento do hipersinal, associado a atrofia cerebelar em M2 (seta) (B). Figuras A
e B: sequéncias ponderadas em T2.

No animal 4, nas imagens transversias do encéfalo (Figura 14) foram
observadas uma reducao discreta do hipersinal do cortex occiptal em M2 (Figura
14-E) em relacédo ao observado em M1 (Figura B, C). Nas imagens sagitais do
encéfalo (Figura 15) foi observada reducao do hipersinal do cértex occiptal e no

cerebelo em M2 (Figura 15-B) comparado com M1 (Figura 15-A).
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FIGURA 14 - Imagens transversais de ressonancia magnética do encéfalo do céo 4,
imediatamente antes (M1) e 30 dias ap0s (M2) o transplante intratecal de células estromais
mesenquimais multipotentes. Hipersinal no cortex occiptal em M1 (seta) (B, C); discreta
diminuigdo do hipersinal do coértex occiptal em M2 (seta) (E). Figuras A e D: sequéncias com
tempo ponderado em T1; B e E: sequéncias com tempo ponderado em T2. C e F: sequéncias

em Fast Flair.
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FIGURA 15 — Imagens sagitais de ressonancia magnética do encéfalo do cdo 4, imediatamente
antes (M1) e 30 dias ap6s (M2) o transplante intratecal de células estromais mesenquimais
multipotentes. Hipersinal no cortex occiptal e no cerebelo em M1 (seta) (figura A); diminui¢do do
hipersinal do cortex occiptal e no cerebelo em M2 (seta) (figura B). Figuras A e B: sequéncias
com tempo ponderado em T2.

O animal 5, nas imagens sagitais da coluna cervical (Figura 16),
realizadas no momento inicial (M1) foram observadas a presenca de hipersinal
intramedular (Figura 16-A) e no canal central medular (Figura 16-B), e 30 dias
apos a aplicacao das células (M2) as imagens mostraram auséncia do hipersinal
intramedular (Figura 16-D) e uma reducéo do hipersinal no canal central medular
(Figura 16-E). Nas imagens Flair, observa-se que no M2 (Figura 16-F) o
hipersinal intramedular ndo estd mais presente em comparag¢do com M1 (Figura
16-C).
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FIGURA 16 — Imagens sagitais de ressonancia magnética da coluna cervical do cdo 5, imediatamente antes (M1) e 30 dias ap6s (M2) o transplante intratecal
de células estromais mesenquimais multipotentes. Hipersinal intramedular em M1 (seta) (figura A); auséncia do hipersinal em M2 (seta) (figura D). Hipersinal
no canal central medular em M1 (seta) (figura B); diminuigcdo do hipersinal no canal central medular em M2 (seta) (figura E). Hipersinal intramedular em M1
(seta) (figura C); auséncia do hipersinal em M2 (seta) (figura F). Figuras A e D: sequéncias com tempo ponderado em T1; B e E: sequéncias com tempo
ponderado em T2; C e F: sequéncias em Fast Flair.
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As imagens de RM da medula espinhal, regido téracolombar do animal 6
nos momentos M1 e M2 (Figura 17). Nao foram observadas alteracdes na
medula espinhal toraco-lombar. Imagens ponderadas em T2 (Figura 17- A e C);

imagens ponderadas em FLAIR (Figura 17- B e D).

M1 M2

T2

FLAIR

FIGURA 17 — Imagens sagitais de ressonancia magnética da coluna toraco-lombar do cédo 6,
imediatamente antes (M1) e 30 dias ap6s (M2) o transplante intratecal de células estromais
mesenquimais multipotentes. N&o foram observadas alteracdes na medula espinhal toraco-
lombar. Imagens ponderadas em T2 (A, C); imagens ponderadas em FLAIR (B, D).

As imagens transversais do encéfalo (Figura 18) do animal 7 mostram
hipersinal cerebelar reduzido em M2 (Figura 18 - E e F) em comparacao com M1
(Figura 18 - B e C). Nas imagens sagitais (Figura 19) observa-se hipersinal
cerebelar em M1 (Figura 19 - B) e auséncia do hipersinal cerebelar em M2
(Figura 19 - D). As imagens sagitais da coluna cervical do céo 8 (Figura 20)
mostram diminuicdo do hipersinal intramedular no M2 (Figura 20 - E, F, G e H)

em comparacao com M1 (Figura 20 - A, B, C e D).
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FIGURA 18 — Imagens transversais de ressonancia magnética do encéfalo do céo 7,
imediatamente antes (M1) e 30 dias ap6s (M2) o transplante intratecal de células estromais
mesenquimais multipotentes. Hipersinal cerebelar em MO (seta) (B, C); diminuigdo do hipersinal
em M2 (seta) (E, F). Figuras A e D: sequéncias com tempo ponderado em T1; B e E: sequéncias
com tempo ponderado em T2. C e F: sequéncias em Fast Flair.
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T2

FIGURA 19 — Imagens sagitais de ressonancia magnética do encéfalo do céo 7, imediatamente
antes (M1) e 30 dias apos (M2) o transplante intratecal de células estromais mesenquimais
multipotentes. Hipersinal cerebelar em MO (seta) (B); auséncia do hipersinal em M2 (seta) (D).
Figuras A e C: sequéncias com tempo ponderado em T1; B e D: sequéncias com tempo
ponderado em T2.
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FIGURA 20 - Imagens sagitais de ressonancia magnética da coluna cervical do cao 8,
imediatamente antes (M1) e 30 dias ap6s (M2) o transplante intratecal de células estromais
mesenquimais multipotentes. Areas de hipersinal intramedular em M1 (setas) (A, B, C e D);
diminuicdo do hipersinal intramedular em M2 (setas) (E, F, G e H). Figuras A e E: sequéncia

ponderada em T1; B e F: sequéncia ponderada em T2; C e G: sequéncia Gradient Echo;
D e H: sequéncia STIR.

Nas imagens transversais e sagitais de ressonancia magnética do
encéfalo do cdo 9, nos momentos M1 E M2, foram observadas permanéncia de
hipersinal nos pedunculos cerebelares em M1 (setas) e M2 (Figura 21 A e D) -
imagens ponderadas em T2; indicam discreta diminuicdo do hipersinal nos
pedunculos cerebelares em M2 (setas) (Figuras B e E) - imagens ponderadas
em FLAIR. Diminuicdo do hipersinal no cortex frontal em M2 (setas) (Figura 21

C e F) - imagens sagitais ponderadas em T2.
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FIGURA 21 - Imagens transversais e sagitais de ressonancia magnética do encéfalo do céo 9,
imediatamente antes (M1) e 30 dias ap6s (M2) o transplante intratecal de células estromais
mesenquimais multipotentes. Permanéncia de hipersinal nos pedunculos cerebelares em M1
(setas) e M2 (A, D) - imagens ponderadas em T2; discreta diminuicdo do hipersinal nos
pedinculos cerebelares em M2 (setas) (B, E) - imagens ponderadas em FLAIR. Diminui¢cao do
hipersinal no cortex frontal em M2 (setas) (C, F) - imagens sagitais ponderadas em T2.

As imagens transversais do encéfalo (Figura 22) do cdo 10 mostram
hipersinal no cerebelo em M2 (Figura 22 - C e D) embora no M1 ndo houve

identificacéo de area de hipersinal.
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FIGURA 22 — Imagens transversais de ressonancia magnética do encéfalo do cédo 10,
imediatamente antes (M1) e 30 dias ap6s (M2) o transplante intratecal de células estromais
mesenquimais multipotentes. Hipersinal no cerebelo em M2 (setas) (C, D). Figuras A e C:
sequéncias ponderadas em T2; B e D: sequéncias Fast Flair.

5.5Anélise do LCR

Na andlise de LCR pode-se observar que em todos 0s animais houve a reducao
do namero de células presentes no liquor comparando o M1 com M2, essa reducao
também pode ser observada em 6 animais em relacdo a quantidade de proteina,
sendo que apenas dois animais (9 e 10) apresentaram um discreto aumento da
quantidade de proteina presente no liquor no momento M2 (Tabela 1).

Em relacé@o a pleiocitose no momento M1 apenas trés animais (1, 2 e 6) ndo
apresentaram. Pode-se observar também que em 4 animais (5, 7, 8 e 9) houve a
reversao da pleiocitose apos a aplicacao das células, sendo ausente. Curiosamente
apenas o animal 4 no M1 apresentava pleiocitose linfocitica e apos a aplicacdo das
células no M2 a pleiocitose foi classificada como monocitica (Tabela 1). Outras

variaveis analisadas no liquor ndo apresentaram alteracéo (APENDICE 2).
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Tabela 1 — Resultado da analise de LCR de cada animal. Valores obtidos da analise de LCR, no momento M1 (antes do transplante) e no momento M2 (ap6s

o transplante), de quantidade de células expressas em células por microlitro (cél/pL), valores de proteina expressas em mliigramas por decilitros (mg/dL) e em
relacdo a presenca ou auséncia de pleiocitose e a classificacéo.

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 6 Animal 7 Animal 8 Animal 9 Animal 10
- . M1 1 1 77 12 31 2 12 11 6 27
CELULAS (eelbl) 1 NR NR 33 17 2 0 5 1 1 19
Tragos Negativo Tragos Tragos Positiva Tragos Tragos Positivo Positiva Positivo
PROTEINA M1 (355mg/dL) (19,9mg/dL) (75mg/dL) (23,2mg/dL) (69,6 mg/dL) (20 mg/dL) (41,3mg/dL) (63,5 mg/dL) (27,1 mg/dL) (75 mg/dL)
Tragos Tragos Tracos Tragos Tracos Positivo Positivo Positivo
M2 NR NR (52.5mg/dL)  (19,7mg/dL)  (38.1mg/dL) (19,5 mg/dL) (36,2mg/dL) (15,1 mg/dL) (32,9 mg/dL) (77,5 mg/dL)
PLEOCITOSE M1 Ausente Ausente Linfocitica Linfocitica Pleocitose Ausente Linfocitica Neutrofilica Mista Mista
M2 NR NR Linfocitica Manocitica Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Mista

*NR: Nao realizado
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6 DISCUSSAO

A selecdo dos animais foi feita mediante exame clinico, utilizando-se
como critérios de inclusdo animais que apresentavam sinais clinicos
neurolégicos, independente da fase da doenca, e com histérico vacinal
insatisfatorio. Adicionalmente como critério definitivo de diagnéstico da cinomose
foi utilizado analise Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativo (QPCR) em
amostra de urina. A técnica de qPCR vem sendo utilizada com sucesso na
deteccdo do CDV em diferentes tipos de amostras biologicas obtidas de caes
com sinais clinicos sistémicos e neuroldgicos. Outra forma de detec¢éo € o Kit
de Imunoensaio Cromatografico para deteccédo de antigeno (Ag) da cinomose
em cdes. Mas, ndo é tdo eficaz para o diagnostico da cinomose na forma
neurolégica quando comparado a técnica de reacdo em cadeia da polimerase
precedida, de transcri¢do reversa (RT-PCR), além de necessitar de uma grande
guantidade de antigeno, podendo levar a um resultado subjetivo (AN et al., 2008;
CURTI et al. 2012).

As principais vantagens dessa técnica incluem rapidez na obtencao dos
resultados, a ndo exigéncia da viabilidade da particula viral e os altos niveis de
especificidade e sensibilidade (Shin et al., 1995; Frisk et al., 1999; Gebara et al.,
2004; Elia et al., 2006).

De acordo com Elia et al., (2015), amostras de urina e fezes, independente
dos sinais clinicos, sdo as melhores amostras para o isolamento, identificacédo e
quantificacdo viral (GEBARA et al., 2004a; NEGRAO et al., 2007; ALCALDE et
al., 2013). Sendo assim, a utilizacdo de amostras de urina nesse estudo
demonstrou ser efetiva no teste confirmatério de qPCR para os animais com
cinomose como material bioldgico utilizado em nossa pesquisa. Esse resultado
corrobora aos testes obtidos por Negréo et al., (2007) que relataram 90,4% de
positividade de todas as amostras urina e sangue, consolidando a técnica.

Adicionalmente, o diagnostico definitivo para cinomose também pode ser
pela pesquisa dos corpusculos de inclusdo conhecidos como corpusculos de
Lentz intracitoplasmaticos ou intranucleares. A pesquisa do corpusculo de Lentz
tem baixo custo e resultado rapido, porém o virus deve estar em replicacdo para

ser detectado (SILVA et al.,, 2005). Os corpusculos de Lentz podem ser
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visualizados a partir de esfregacos sanguineos, no liqguor e em impressdes das
mucosas nasal, prepucial, vaginal e conjuntival de cdes com cinomose canina
(BRAZ, 2009; WEISS; WARDROP, 2010; GREENE; VANDEVELDE, 2012).
Entretanto nas andlises dos esfregacos das amostras sanguineas coletadas em
nosso estudo, ndo foi observado a presenca de corpusculo de Lentz em
hemécias ou leucécitos, portanto ndo foi possivel associar esta prova ao teste
confirmatorio para o presente estudo.

Curiosamente, durante a fase de selecdo dos animais para inclusdo na
pesquisa, 15 animais apresentando mioclonia em face e membros toracicos
foram negativos no teste de q PCR. Estudos consideraram a mioclonia como o
sinal clinico mais comum, para cinomose (BREAZILE et al., 1966; TIPOLD et al.,
1992; KOUTINAS et al.,, 2002; LORENZ; KORNEGAY, 2006). Contudo a
mioclonia ndo é um sinal especifico da cinomose, pois também pode ocorrer em
outras doencas neuroldgicas, como na degeneracao esponjosa no SNC de caes
das ragcas como Labrador Retriever, Saluki, Samoieda e Silky terrier (O’'BRIEN,
1981; GREENE; APPEL, 2006; LORENZ; KORNEGAY, 2006). Portanto,
interpretar a mioclonia como um sinal exclusivo da cinomose patognomdonico €
controverso.

De acordo com McCandlish (2001), os sinais clinicos da cinomose séo
variaveis e podem ser influenciados por fatores intrinsecos e extrinsecos,
evoluindo em poucos dias apo6s a infeccdo (DIAS et al., 2012). Os principais
sinais clinicos identificados no momento MO do nosso estudo foram
hiperqueratose e secrecdo ocular, que sao sinais comuns relatados nos casos
de cinomose (BEER, 1988; MCCANDLISH, 2001; HOSKINS, 2004; SHERDING,
2008; MARTINS et al., 2009; NELSON; COUTO, 2010). No momento M2, houve
melhora clinica destes sinais, 0 que pode ser atribuido a reducéo da carga viral
ou ainda uma possivel migracdo das MSCs de tecido adiposo para os locais de
lesdo, coxins e glandula lacrimal da terceira palpebra, promovendo efeito
paracrino, o qualque possibilitou a recuperacéo das células nesse local. Embora
as células tenham sido aplicadas por via intratecal, existe a possibilidade dessas
células migrarem do LCRpara a circulacdo sistémica e atingir os locais
lesionados, recuperando o dano tecidual (FLORES, et al.;2006, PEREZ, 2012,
ENCISO, 2018).
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Esse processo de migracdo celular é uma caracteristica inerente as
MSCs, chamado de homing que é definido como a captura das MSCs pela
vasculatura de um tecido, seguido de sua transmigracao através do endotélio e
migracdo para outros tecidos (KARP; LENG TEO, 2009) processo de homing &
influenciado positivamente pela secrecao de diferentes fatores de crescimento
secretados pelas células hospedeiras do virus que se ligam ao receptor CXCR4
das células MSCs. Nas MSCs -TA etdo presentes diversas metaloproteinases
como MMP2 e MMP9 (ENCISO et al., 2018) que favorecem a migracdo dessas
células a partir de estimulos de citocinas e fatores de crescimento (Sohni;
Verfaillie 2013; Shi et al.; 2007; Vieira et al.; 2010. De Becker et al. 2007). Dessa
forma esses resultados sugerem que de fato as MSCs contribuiram
positivamente para a regeneracao da pele do coxim.

A utilizacdo da via intratecal como método para terapia celular em
enfermidades do SNC pode ser vantajosa, uma vez que ao atravessar a barreira
hematoencefalica, potencializa seus efeitos sobre a imunomodulacdo tecidual
perto do local da lesdo, especialmente no tratamento encefalopatias e
mielopatias em caes (BAKSHI et al., 2006). O transplante intratecal de MSCs-
MO através da cisterna magna ou lombo-sacra em cées (PEREZ, 2013), equinos
(MAIA et al., 2012) e em ratos (BAKSHI, et al., 2006) ndo apresentaram efeitos
adversos, sendo essa via viavel, minimamente invasiva e segura, quando
comparada com a via intraventricular (ROISEN etal., 2001). Essa via, reduz
também a desvantagem sobre 0s possiveis efeitos do transplante de células pela
via intravenosa como perda celular com a microvascularizagéo pulmonar, assim
como, o risco de tromboembolismo pulmonar (FISCHER et al., 2008). O
procedimento via intratecal, pode apresentar alguns pontos limitantes que
podem dificultar a técnica assim como a néo utilizacdo dessa via para multiplos
transplantes. Dentre esses pontos, podemos citar a necessidade de anestesia
geral, ndo pode ser utilizado em animais com contraindicagéo de punc¢éo lombar
ou atlanto-occipital, além da necessidade de um profissional treinado para
técnica,

Fenotipicamente as células obtidas no tecido adiposo e da medula 6ssea
possuem as mesmas caracteristicas. Considerando a dificuldade de obtencdo
de células da medula 6ssea quando se trata de animais de pequeno porte pode

—se optar pela utilizacdo de células do tecido adiposo, uma vez que é facilmente
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obtida, possui maior capacidade de replicagéo e possuem a mesma capacidade
de migracdo para a lesdo. Sugerindo a substituicdo da utilizacdo de células
provenientes da medula déssea por células provenientes do tecido adiposo
(ENCISO et al., 2018).

A populacdo de células isoladas do tecido adiposo é heterogénea e
contém uma combinacédo fisiologica de fibroblastos, células e progenitores
endoteliais, pericitos, macrofagos, pré-adipdcitos, linfocitos B e T e células
musculares lisas. O total da populacédo de células-tronco € estimado em 1 a 3%
do total de células nucleadas (DAHLGREN, 2009). Estudos estdo sendo
realizados no intuito de quantificar o nUmero de células necessérias para exercer
um efeito terapéutico no interior da area do 6rgao alvo para diversas doencas.
Em nossa pesquisa foram utilizadas 10x10° de células por animal, diferindo de
alguns trabalhos feitos com caes por via intravenosa, epidural e intratecal em
que o numero de células utilizadas foi de 1 x108 milh&do por kg e 5 x10° por animal.
(JUNG et al.,2009; PINHEIRO et al., 2016; MONTEIRO, 2017).

Embora possamos esperar que maior numero de células transplantadas
conduza a melhores resultados, pode haver um limite ap6s o qual maior nimero
de células ndo resulte em qualquer beneficio. Como um estudo realizado por
Omori et al., (2008) em um modelo de isquemia cerebral em ratos, em que houve
significativa melhora dos resultados quando foram injetadas doses de 1 x10°
células, ao passo que quando esse niimero foi aumentado para 3 x10° células
nao houve qualquer melhoria, assim como a infusédo precoce, logo apos a leséo,
resultaram em maiores indices de fixacdo, porém nao foi possivel detectar
qualquer beneficio em termos de resultados finais. Entretanto, acreditamos que
sucessivos transplantes poderiam levar a uma resposta terapéutica ainda
melhor, fato observado por (MONTEIRO, 2017; JAROCHA et al.;2015)

Em relacéo as alteracdes observadas durante a avaliacdo neuroldgica no
momento MO e M2 os animais foram classificados dentro de uma escala (Escala
de Neurodeficiéncia), desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa, a partir do
exame neurolégico. Entre os 10 animais avaliados com lesdes neuroldgicas sete
apresentaram uma reducéo no grau da Escala de Neurodificiéncia, dois animais
progrediram e um nao houve alteracdo do grau. A reducéo do grau fica evidente
pela melhora clinica de sinais neurolégicos como: Postura, Marcha,

Coordenacéo, Nervos Cranianos e Crises epiléticas.
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A regido em que foram obtidas as imagens de ressonancia magnética,
foram determinadas de acordo com a localizagdo da leséo durante o exame
neuroldgico. A melhora dos sinais clinicos, e portanto do grau de neurodeficéncia
demonstra ser compativel com as imagens ressonancia magnética obtidas no
M2 dos animais., em que o animal 4 apresentou (reducao do hipersinal em cortex
occipital e cerebelo), o 5 (auséncia do hipersinal intramedular e reducao do
hipersinal do canal central medular), o 7 (reducéo do hipersinal cerebelar), o 8
(reducédo do hipersinal intramedular) e o animal 9 (discreta reducao do hipersinal
em pedunculos cerebelares).

Os animais 3 e 10, apresentaram piora dos sinais neuroldgicos,
representado pelo aumento do grau na escala de neurodeficiéncia. Essa
progressao dos sinais clinicos foi compativel com os achados da ressonancia,
onde o numero 3 apresentou atrofia cerebelar e aumento do hipersinal e o animal
ndamero 10 apresentou aumento do hipersinal no cerebelo. Nestes casos a
progressao dos sinais e a ndo resposta a terapia podem estar relacionados a
fase aguda da doenca em gque estes animais se encontravam, corroborando com
os resultados obtidos por Brito et al. 2009 e Pinheiro, 2016 onde o tratamento
realizado com cées na fase virémica da doenca demonstrou ser ineficaz.

Por outro lado, o animal 8 demonstrou discreta melhora dos dados obtidos
nas imagens de RM, mas manteve-se na mesma escala de graduacdo de
neurodeficéncia. O estado cronico com lesdes avangadas, como atrofia muscular
intensa, poderia justificar a ndo melhora clinica no periodo avaliado.

Tecidos lesados secretam TNF-alfa que € associado a apoptose celular,
altas concentracdes de TNF-alfa dificultam o homing das MSCs, reduz a
capacidade de reparo tecidual e a secrecéo de fatores como VEGF e BDNF que
auxiliam na migracdo das MSCs para o local de lesdo (LI et al., 2019).
Recentemente foi demosntrado que a utilizacdo de G-CSF em associagcdo com
o transplante de MSCs permite a reducao dos niveis de TNF-alfa secretado pelo
tecido lesionado, o que aumenta o poder de reparo tecidual, reduz a apoptose e
aumenta a secrecao de fatores que auxiliam na migracado das MSCs para o local
de leséo (LI et al., 2019).

Dessa forma os resultados avaliados por Li et al., (2019), sugerem que
em casos cronicos da doenca, onde had uma grande perda celular, a

concentracdo de TNF-alfa no tecido lesado seja alta, dificultando a migracéo e a
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regeneracao tecidual adicionalmente tem sido descrito que as MSCs produzem
inumero fatores de crescimento e citocinas que facilitam o reparo endégeno
(ENCISO et al., 2018).

O animal 2 apresentou resultados inversos ao paciente 8, ndo havendo
melhora das lesdes nas imagens de RM obtidas no M2, mas o grau na escala de
neurodeficiéncia melhorou apos o transplante. A manutencdo do padrdo das
imagens de RM pode estar relacionada com a necessidade de um maior tempo
para recuperacdo do tecido ou menor sensibilidade do equipamento de RM
utilizado, em detectar lesbes menores, que poderiam ter melhorado com o
tratamento. Outra explicacdo seria o fato de que nem sempre ha uma correlacao
forte entre os sinais clinicos e as imagens de RM., fortalecendo dados clinicos
observados em outros estudos em que pode-se observar um sinal clinico grave,
sem que a imagem de RM esteja grave também (BATHEN et al.; 2008; GRIFFIN;
YOUNG; LEVINE, 2009)

Até o momento nao havia trabalhos que correlacionassem dados obtidos
em ressonancia magnética de cdes com alteracdes neuroldgicas na cinomose
antes e apos o transplante com MSCs -TA pela via intratecal., além de um
namero escasso de trabalhos que descrevam lesfes no SNC causadas pela
cinomose por meio de imagens de ressonancia. Isso demonstra a necessidade
de mais estudos gque incluam imagens de lesées SNC de cdes com cinomose
resposta clinica ao transplante, além do estabelecimento de protocolos de
terapia celular, de acordo com o tipo de célula tronco utilizada por essa via de
transplante, quantidade de células transplantadas e frequéncia de aplicacéo,
visando o tratamento dessa enfermidade.

Na andlise de LCR pode-se observar que em todos os animais houve a
reducdo do numero de células presentes no liquor comparando o M1 com M2.
Essa reducdo também pode ser observada em seis animais em relacdo a
guantidade de proteina.

No momento M1 apenas trés animais (1, 2 e 6) ndo apresentaram
pleocitose. Essa auséncia também foi verificada por Chrisman (1985), Abate et
al. (1998); Tipold (2003) e Gama et al. (2005) em caes com cinomose
apresentando sinais neurolégicos, que associaram este achado a caes em
estagios iniciais e agudos da fase neurolégica da referida enfermidade.

Discordando com nosso estudo, pois o0 animal 1 e 2, ja ndo se encontravam na
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fase neuroldgica inicial da doencga e sim na fase cronica. Por outro lado, em
situacOes de afeccdes, Vandevelde e Spano (1977), Coles (1986) e Feitosa et
al. (1997) relataram que, normalmente, em caes portadores de encefalite ocorre
hipercelularidade liqudrica, cujas infeccdes virais a pleocitose é caracterizada
por maior quantidade de linfécitos, havendo ainda, a presenga de mondcitos,
macréfagos e raros neutrofilos., destacam ainda que, o achado de pleocitose de
natureza linfociticas também pode ocorrer nas infeccbes cronicas, fato
demonstrado pelo paciente nimero 4 no momento 1.

No presente estudo 7 animais (3, 4,5,7,8,9 e10) apresentaram pleocitose
linfocitica no momento M 1 demonstrado pelo aumento da celularidade do LCR
concordando com os achados de Vandevelde e Spano (1977), Thomas et al. (1993) e
Gama et al. (2005) os quais relacionam este achado a cinomose canina.

Pode-se observar também que em 4 animais (5,7,8 e 9) houve a reversdo da
pleiocitose apds a aplicacdo das células, sendo essa ausente em M2. Em condi¢des
de normalidade e sem contaminacfes, o numero total de células nucleadas
geralmente nao ultrapassa 5-6 céls/uL, dentre as quais sao encontrados linfécitos,
mondcitos e macréfagos, como reportado por Feldman (1989) e Fernandes (1990),
Terlizzi e Platt (2009) dado observado no momento M2 do nosso estudo em 4 animais
(5,7, 8 e 9) que apresentaram reversdo da pleocitose, podendo sugerir que o
transplante de células pode ter contribuido ao retorno da normalidade desse.

Em situacdes de quebra do estado de higidez do SNC, os niveis protéicos
podem estar aumentados, principalmente nos casos de encefalites, tal qual descrito
por Sorjonem (1987); Braund (1994); Feitosa et al. (1997) e Abate et al. (1998), em
cdes com cinomose toxoplasmose, meningite, abscessos de medula ou cérebro e,
também, em condi¢c6es nao inflamatorias , fato esse observado em um estudo feito
por Gama et al.; (2005) e também notado em nosso estudo , em que 0s animais
apresentaram numero de proteinas aumentados em M1. No momento M2 houve
melhora dos valores de proteina em relagdo ao momento em M1 dos animais (3, 4, 5,
6, 7, 8), sendo que alguns animais (3, 5, 7 e 10) permaneceram ainda com um ndamero
levemente aumento de protéinas. Nos animais 9 e 10 o aumento de proteinas no
momento 2 em relacdo ao momento 1, pode estar relacionado a fase da doenca e so
fatores neurotréficos e citocinas secretadas pelas células.

No presente estudo, os animais avaliados apresentaram uma boa

evolugdo clinica. Atestando a eficacia do transplante de células estromais
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mesenquimais derivadas do tecido adiposo por via intratecal como tratamento
coadjuvante para atenuar as sequeleas da encefalomielite causada pelo virus da
cinomose canina. No entanto a utilizacdo dessa terapia para ser empregada na
rotina clinica, pode encontrar alguns pontos limitantes, como o custo da matéria
prima e o encarecimento da técnica, acesso financeiro limitado para algumas
fatias da populagdo, além da necessidade de um, profissional que tenha

conhecimento e treinamento para a execucao exata da técnica.
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7 CONCLUSOES

O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficacia do transplante de
células estromais mesenquimais derivadas do tecido adiposo por via intratecal
como tratamento da encefalomielite causada pelo virus da cinomose canina.

De acordo com os resultados obtidos nas condigdes experimentais
descritas conclui-se que a via intratecal para o transplante das MSCs - TA
alogénicas em cées é viavel e segura, pois demonstrou ser minimamente
invasiva, rapida e permite transplantar um grande nimero de células no espaco
subaracnaideo.

Nos animais do presente estudo foi realizado um anico transplante de 10

x108 MSCs -TA alogénicas por via intratecal que demonstrou ser efetiva na
melhora dos sinais clinicos. Dos dez animais observados na avaliacdo
neuroldgica, sete apresentaram uma reducao consideravel no grau da Escala de
Neurodificiéncia. A reducdo do grau mostrou-se evidente pela melhora clinica
dos sinais neuroldgicos apresentados na Postura, Marcha, Coordenacéo,
Nervos Cranianos e Crises epiléticas.

As analises das imagens de ressonancia magnética demonstraram a
evolucdo e melhora das lesGes dos animais, assim como permitiu correlaciona-
las aos sinais clinicos neurologicos antes e ap6s o transplante. Além disso, a
melhora pode ser detectada mediante andlise do LCR que apontou reducéo do
namero de células presentes comparando os dois momentos (M1 e M2), essa
reducdo também pode ser observada em relacdo a quantidade de proteina.

No presente estudo, os animais avaliados apresentaram uma boa
evolugdo clinica. Atestando a eficacia do transplante de células estromais
mesenquimais derivadas do tecido adiposo por via intratecal como tratamento
da encefalomielite causada pelo virus da cinomose canina. Todavia, apesar dos
bons resultados obtidos o sucesso desse método de tratamento depende da
identificagdo precisa dos mecanismos e moléculas que controlam e mediam a
diferenciacdo de uma determinada linhagem celular, assim como do mecanismo
patologico envolvido na desmienilizacdo neuroldgica, além do estabelecimento
de protocolos de terapia celular, de acordo com o tipo de célula tronco utilizada
por essa via de transplante, quantidade de células transplantadas e frequéncia

de aplicacao, visando o tratamento dessa enfermidade.
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Abstract

Multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs) are adult cells that reside in
various tissues of the body and have proliferative, immunomodulatory, anti-
inflammatory and neurooregenerative capacity represented by secretion of
cytokines and neurotrophic factors. Neural tissue has low regenerative capacity
after traumatic lesions, inflammatory and degenerative, being the target of
studies with the use of MSCs due to its therapeutic potential. Distemper is a
common viral disease, infectious and contagious of dogs that affects the central
nervous system reflecting on clinical neurological signs caused by demyelinating
lesions, resulting from viral replication within the oligodendrocytes and microglial
cells, by regulation of the class | histocompatibility complex and infiltration of
inflammatory cells. Thus, in order to reduce neurological clinical signs, the
objective of this study was to evaluate the therapeutic efficacy of MSCs derived
from canine adipose tissue by the intrathecal route (IT) in dogs with viral
encephalomyelitis due to distemper. Dogs were selected presenting neurological
signs of acute and progressive onset of the disease, with positive result by
quantitative Polymerase Chain Reaction (QPCR) At time 0 (MO), neurological
examination, gPCR test, blood count and serum biochemistry were performed.
At the moment 1 (M1), the animals were submitted to anesthesia for magnetic
resonance imaging (MRI), followed by cerebrospinal fluid (CSF) harvest, and
then transplantation of 10x108 MSCs via the IT. Thirty days after transplantation
at time 2 (M2), clinical, neurological, hemogram, biochemical, MRl and CSF
analyzes were performed. According to results in the experimental conditions
described, it is concluded that the via intrathecal for the transplantation of
allogeneic ASCSs in dogs is viable and safe as it has been shown to be minimally
invasive, rapid and allows to transplant a large number of cells in the
subarachnoid space. Intrathecal allogeneic ASCSs have been shown to be
effective in improving clinical signs.

Key Words: Stem Cell, Morbillivirus, central nervous sistem, treatment
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INTRODUCTION

Distemper is an infectious disease caused by the canine distemper virus
(CDV), a Morbillivirus of the Paramyxoviridae family, highly contagious®?. Dogs
infected with VCV may manifest a combination of severe systemic and
neurological conditions3. After hematogenous and cerebrospinal fluid (CSF)
infection, the neurological lesions are demyelinating and inflammatory lesions in
the central nervous system (CNS), by viral replication into oligodendrocytes and
microglia cells and infiltration of inflammatory cells*.

The immune system appears to stimulate the disease progression and the
demyelinating lesions, this can aggravate and accelerate the destruction of
myelin in the disease advanced stages 210, The neurological manifestations
depend on the CNS region affected!!13, There are several syndromes described,
as well as the encephalitis of elderly dogs, the chronic relapsing encephalitis and
the post-vaccinal encephalitis with an unfavorable prognosis?.

One treatment option is stem cell therapy#*°. This therapy was used in the
treatment of human multiple sclerosis, neurodegenerative autoimmune disease,
with sequelae similar to that of canine distemper!®. Mesenchymal stem cells
(MSCs) have generated great interest in the field of regenerative medicine
because of their biological properties!”'8. MSCs are undifferentiated, self-
renewing adult cells with high proliferation capacity, resulting in differentiated and
functional cells'®>. MSCs have been described primarily derived from bone
marrow (BMMSCs) but, in recent years, MSCs derived from adipose tissue have
also been extensively studied, since they can be easily obtained in culture with
high proliferation rate?°. Among the main mechanisms of action are the secretion

of soluble factors that stimulate the migration, mitosis and differentiation of local
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stem cells, besides the stimulation of angiogenesis and immunomodulation of the
microenvironment, favoring tissue regeneration and repair?t?2. Although
controversial, MSCs have the potential to differentiate into several cell lines that
can originate muscle, neuronal and hepatocyte cells?3. The International Society
of Cell Therapy (SITC) defined criteria for the characterization of human MSCs.
Among the criteria included adherence to plastic in cell culture and express or
not specific cluster designation (CD) surface markers, besides the in vitro
demonstration for chondrogenic, adipogenic and osteogenic differentiation?*.
In domestic animals as well as humans, injuries to the nervous system are
disabling and because of the limited regenerative capacity of the neural system,
MSCs have been studied in some diseases of the central nervous system?®
Based on experimental evidence from its preclinical models, Uccelli et al. (2011)2°
suggest that MSCs represent a promising approach in repair and neural
protection. It has been shown that adult MSCs have the ability to migrate to
damaged areas, such as hypoxia, apoptotic or inflamed areas?’. The attenuation
of the clinical neurological signs of several diseases is due to the fact that MSCs
are immunomodulatory being trophic for vascular epithelial growth factor (VEGF)
because it stimulates angiogenesis, prevents the release of proinflammatory
cytokines and allows the tissue regeneration. Other therapeutic mechanisms are
based on their paracrine, neuro/axonioprotective, genetic manipulation and
apoptosis modulation?8-3°,

The potential of MSCs to improve nerve regeneration with morphological
and functional recovery after CNS and peripheral lesions has been evidenced in
several species, such as rodents 332 non-human primates?3, swine®*, humans®?,

however, studies are needed to clarify the therapeutic effect in dogs.
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It is believed that most of the cells administered via the IV pathway are
retained in the lungs, lymph nodes and other tissues, reducing the number of
cells available to the CNS?°. In this way, the itrachial pathway is a promising
alternative and has shown to be effective and safe for the application of
autologous MSCs3"-3°, and allogeneic#041
The aim of this study was evaluate the efficacy of intrathecal ASCs
transplantation to improve neurological signs due encephalomyelitis caused by

canine distemper virus.

MATERIALS AND METHODS
Animals and Ethic

Ten adults, mixed breed dogs, from both genders were selected according
to the inclusion criteria of the study and submitted to intrathecal transplantation
with mesenchymal stromal cells.

The procedures were approved by the Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Estadual Paulista — UNESP — Botucatu/SP, process n°® 0232/2017.

Inclusion Criteria

Dogs should be positive for distemper by gPCR test in urine, clinical
neurological signs and history of unsatisfactory immunization. The dogs were
selected (zero moment) and scored according to the degree of clinical
neurological dysfunction; magnetic resonance imaging and CSF analysis were
taken in two moments: (M1) day of transplantation; (M2) 30 days after

transplantation.
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Harvest and isolation of MSCs

The mesenchymal stromal cells from adipose tissue (ASCs)’s bank were
donated by Advanced Reproduction Laboratory and Stem Cell Therapy, the cells
were previously isolated, cultured and characterized. The protocols performed by
the laboratory are described below.

Adipose tissue was collected from the abdominal region of healthy dogs
that underwent elective ovary-hysterectomy surgery at the surgical center
Departamento de Reproducdo Animal, FMVZ/UNESP - Botucatu, negative
gPCR for Adenovirus tipo 1, Ehrlichia spp., Babesia spp., Anaplasma spp.,
Leptospira spp., Toxoplasma gondii e Morbilivirus.

The adipose tissue was dissected into small fragments (1-2 mm 3),
washed with HBSS and digested with 0.04% type 1 collagenase (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, USA) and maintained in a water bath at 37 °C and shaken every 10
minutes. Subsequently, the enzyme was neutralized using the culture medium
containing 90% Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) high glucose, 10%
fetal bovine serum (FBS), 1% penicillin / streptomycin (10,000 U / mL; Invitrogen,
Séo Paulo, Brazil), 0.005% amikacin (250 mg / mL; Novafarma, Anapolis, Brazil)
and 1.2% amphotericin B (3 ug / mL). The material was then filtered with a 70 ym
filter, centrifuged at 340 g for 10 minutes, the supernatant aspirated and added
with the culture medium and homogenized for subsequent centrifugation. The
supernatant was again removed and culture medium was added. Cells were
counted in the Neubauer chamber by the trypan blue exclusion technique

(Invitrogen, Séao Paulo, Brazil).
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Differentiations and Immunophenotyping of MSCs

The differentiation induction of the culture cells in vitro in adipogenic,
chondrogenic and osteogenic lines was necessary to confirm the mesenchymal
lineage. Therefore, in the second passage, the samples were trypsinized and
conditioned in 24-well plates for osteogenic and adipogenic differentiation.
Further, it was used the Stempro Adipogenesis® and Stempro Osteogenesis®
differentiation sets (Invitrogen, S&o Paulo, Brazil), following the manufacturer's
recommendations.

The MSCs-TA samples were immunophenotyped using the FACS Calibur
flow cytometer (Becton Dickinson Company, San Jose, USA) for evaluation of
the expression of CD34 surface marker (CD34-FITC anti-human mouse, Becton
Dickinson Company, (Mouse anti-mouse CD45, Abd-Serotec, Raileigh, USA),
CD44 (mouse anti-mouse CD44, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), CD90
(Becton Dickinson Company, San Jose, USA) and CD105 (mouse anti-human
CD105, Abcam, Cambridge, USA).

Clinical Evaluation

Anamnesis, physical exam and, additionally, lacrimal production were
evaluated by the Schirmer's Lacrimal Test (TLS; Schirmer's Tear Test,
Ophthalmos Ind. Com. Produtos Farmacéuticos Ltda) before (MO) and after
intrathecal transplantation of MSCs (M2).

Neurological Exam

Neurological evaluation it was performed before (M0) and after intrathecal
transplantation of MSCs (M2). The parameters evaluated were the mental state,
behavior, posture and coordination of the head and trunk, cranial nerves, gait,

postural reactions, proprioception, spinal reflexes, nociception and epaxial
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palpation. To record the findings the neurodeficiency scale were used to follow-
up the clinical picture. The patient’s classification was according to their clinical
presentation in mild, moderate and severe, in which the first had mild and
moderate dysfunction of their normal functions and the last one with severe
dysfunction, with loss of normal functions. The score varies from 0 to 4 according
to the severity of the neurological signs. Animals with normal neurological
examination were assigned grade 0, animals with mild deficits to grade 1, animals
with moderate deficits to grade 2, severe deficits to grade 3, and very severe

grade 4. (Chart 1)

Magnetic Resonance Imaging

MRI images were performed in the brain’s regions or spinal cord (cervical
or thoracolumbar region), considering the location of the lesion on the basis of
the neurological examination in the pre- and post-transplant moments, under
general anesthesia (pre-anesthesia, meperidine 4 mg / kg intramuscular,
induction, midazolam 0.3 mg / kg intramuscular + propofol 5 mg / kg intravenous,
maintenance with isofluorane).

MRI images, at weighted times T1 with and without contrast, T2 and Fluid
Attenuated Inversion Recovery (FLAIR) were performed. The MRI position were
from the dorsal, sagittal and transverse sections in open field equipment (Vet-MR
Grande, 0.25 Tesla, Esaote, Italy) and analyzed with digital medical imaging
system (PACS, Synapse, Fuji Medical System, Tokyo, Japan).

CSF collection and analysis
After MRI, dogs in lateral decubitus were trichotomyzed and the

antissepsis of the atlanto-occipital region, and a 25 Gx31 / 2 " spinal needle
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(0.50x90 mm) was introduced into the atlanto-occipital region to obtain of CSF
samples for pre- and post-transplant analysis, as described by De Lahunta;
Glass, 20104
MSCs Transplantation

Shortly after CSF collection, anesthetized and maintained dogs were
transplanted slowly from 10x106 cells diluted in 0.5 mL of saline phosphate (PBS)

intrathecally.

RESULTS

Clinical Evaluation

The information collected before and after MSCs transplantation and
during physical examination such as temperature, heart rate, respiratory rate,
palpation of lymph nodes, mucosal staining, capillary filling time, pulse and
hydration degree were within normal limits. The presence of lacrimal production
deficit and cushion hyperkeratosis were observed in the animals evaluated at MO
and at M2, they showed a clinical improvement of these signs.
Neurological Evaluation

The neurological evaluation was performed previously (M0) at the MSCs
transplantation, and 30 days after the transplant at the time (M2) and scored
according to the neurodeficiency scale (Figure 1). Initially, in MO in all animals the
level of consciousness was alert, while the quality of consciousness, epaxial
behavior and palpation were normal, although all presented some gait change.
In the first animal, the neurolocalization was multifocal, indicating a frontal cortical
syndrome, with epileptic and bilateral occipital (cortical blindness) and cervical

spine (c1-c5 bilateral) grade 2, compromising the ventral and dorsolateral fungi
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of the spinal cord. 30 days after transplantation of MSC IT The animal showed
lower myoclonus in the head, trunk and thoracic limbs region and increased
interictal interval of epileptic seizures. Based on the neurodeficiency scale the
lesion was multifocal, indicating a frontal and cortical frontal and central occipital
(central blindness) and cervical spine (cl-c5 bilateral) grade 3. There was
improvement in the neurodeficiency scale from 12 pre-transplantation to 3 post-
transplantation.

In animal 2 the lesion was classified as a symmetric bilateral thoraco-
lumbar spine syndrome (t3-13) grade 3 compromising the ventral and dorsolateral
funiculi. In addition, myoclonus was present in the thoracic limbs. 30 days after
MSC IT transplantation. Occur an improvement of the extensor force of the pelvic
limbs and less severe myoclonus in the thoracic limbs based on the
neurodeficiency scale. The lesion was classified as bilateral symmetric
thoracolumbar spine (T3-L3) grade 3, however, there was an improvement in the
pre-transplant score of 17 to 3 post-transplantation.

In the third, case the neurological examination revealed lesions in the
cortex and cerebellum, grade 13 according to the scale of neurodeficiency at M1.
However, 30 days after MSCT transplantation, the presence of multifocal lesions
of the prosencephalic, brainstem and cerebellum (predominantly epileptic
seizures, intention tremor, motor and propicective deficits and head deviation)
were present. Thus, consistent with the lesion in the cortex and cerebellum region
17 according to the neurodeficiency scale.

In the fourth animal, multifocal signs were present, classified with a score
of 29 according to the neurodeficiency scale. 30 days after transplantation of

MSC IT, the animal remained with non-ambulatory tetraparesis, pelvic and left
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limb atrophy and proprioceptive deficits in pelvic limbs, however, myoclonus
improved and muscle tone improved. These changes were consistent with a
multifocal lesion, but there was improvement to grade 16 on the neurodeficiency
scale.

The fifth animal showed multifocal changes of the procencephalus,
brainstem and spinal cord. These changes were consistent with a multifocal
medullary lesion in the left cervical, thoracolumbar and brainstem regions, grade
10 on the neurodeficiency scale. After transplantation of MSCs (M2), occurred a
clear proprioceptive and motor improvement. These changes were consistent
with a multifocal lesion; however, there was a reduction in neurodeficiency score,
grade 5.

At MO in the sixth the animal showed an asymmetric cervical spinal cord
injury, classified as grade 2 on the neurolearning scale. However, after
transplantation of MSCs (M2), there was a sensory and motor improvement being
classified as still a cervical lesion on the left side, grade 1 on the neurodeficiency
scale.

At the MO of the seventh animal, presented restricted sinuses in the
cerebellum, classified as grade 9 on the neurodeficiency scale. However, after
the transplantation of MSCs (M2), cerebellar ataxia and hypermetria still
persisted in less intensity as was grade 2 grade.

The eighth animal presented changes in the neurological examination
consistent with multifocal lesions (cervical and thoracolumbar) grade 7 on the
neurodeficiency scale. The animal had non-ambulatory tetraparesis, tetrataxia,

with proprioceptive deficits in thoracic and pelvic limbs. After transplantation of
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MSCs (M2), the alterations still persisted being classified as multifocal (cervical
and thoracolumbar) grade 7 on the neurodeficiency scale.

The ninth animal multifocal signs, in the regions of cortex, cerebellum,
cervical and thoracic grade 18 doram determined. After transplantation of MSCs
(M2), based on the neurodeficiency scale the lesion was multifocal, in the cortex,
cervical cerebellum and thoracic grade 2 regions.

The tenth animal showed multifocal lesions predominantly in the
thoracolumbar spinal cord with grade 9 of pontunation. After transplantation of
MSCs (M2), worsening of neurological signs, with proprioceptive, sensory and
motor worsening, it was classified as grade 14 on the neurodeficiency scale.
Count blood cells and serum biochemistry

The results of the erythrogram, leukogram and plaquetogram, as well as
albumin, total protein, GGT, FA, ALT, creatinine, urea and globulin of the animals
included in the study were within the parameters of normality before
transplantation of MSCs (MO0) and after transplantation (M2).

Magnetic Resonance Imaging

The MRI images of the brain of patient 1 at moment M1. MRIs were done
at weighted times of T1 (Figure 2 A) and T2 (Figure 2B) and in the Fluid
Attenuated Inversion Recovery (FLAIR) (Figure C) sequence without contrast
administration. Injury was observed in the occipital cortex; and damage to the
cerebellum. MRI images of the spinal cord, thoracolumbar region of the animal 2
at moments M1 and M2 (Figure 3) were observed before transplantation of
intrathecal MSC, inflammatory lesions and glial scar characterized by the
hypersignal in the different sequences. No improvement was present in lesions

after 30 days of transplantation.
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The MR transverse images of the brains of animal 3 at time M1 and M2.
(Figured) Intrathecal transplants were observed in the left temporal lobe
hypersignal areas in M1 (arrows) (Figures B, C); and decrease of the hypersignal
in M2 (arrows) (Figure E, F). In the sagittal images of the encephalon (Figure5)
an increase of the hypersignal occurred, associated to cerebellar atrophy in M2
(arrow) (Figure B). Figures A and B: T2-weighted sequences. In the animal 4,
transverse images of the encephalon (Figure 6) showed a discrete reduction of
the hypersignal of the occipital cortex in M2 (Figure E) in relation to that observed
in M1 (Figures B, C). In the sagittal images of the encephalon (Figure 7). a
reduction of the hypersignal of the occipital cortex and cerebellum in M2 (Figure
B) compared to M1 (Figure A)

The animal 5, the sagittal images of cervical spine, at M1 showed the
presence of intramedullary hypersignal (Figure A) and in central medullary
channel (Figure B), 30 days after the application of the cells (M2) the images
showed absence of the intramedullary hypersignal (Figure D) and a reduction of
the hypersignal in the central medullary channel (Figure E). In the Flair images
shown the intramedullary hypersignal in M2 (Figure. F). MRI images of the spinal
cord, the thoracolumbar region of the animal 6 at moments M1 and M2 (Figure
9) . No changes were observed in the thoraco-lumbar spinal cord. T2-weighted
images (A, C); images in FLAIR (B, D).

Cross-sectional images of the encephalon (Figure 10) of animal 7 show
reduced cerebellar hypersignal in M2 (Figures E and F) compared to M1 (Figures
B and C). In the sagittal images (Figure 11) we observe cerebellar hypersignal in
M1 (Figure B) and absence of cerebellar hypersignal in M2 (Figure D). The

sagittal images of the cervical spine of dog 8 (Figure 12) show decreased
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intramedullary hypersignal at M2 (Figures E, F, G and H) compared to M1
(Figures A, B, C, and D).

In the transverse and sagittal magnetic resonance images of the brains of
the dog 9, (Figure 13) at moments M1 and M2 they show the presence of
hypersignal in the cerebellar peduncles in M1 (arrows) and M2 (Figures A, D) -
T2-weighted images; indicate a slight decrease of the hypersignal in the
cerebellar peduncles in M2 (arrows) (Figures B, E) - FLAIR weighted images.
Decreased hypersignal in the frontal cortex in M2 (arrows) (Figures C, F) - sagittal
images weighted in T2. The transverse images of the brain (Figure 14) of dog 10
show hypersignal in the cerebellum in M2 (Figures C and D) although in M1 there
was no identification of hypersignal area.

CSF analysis

In the analysis of CSF it can be observed that in all the animals there was
a reduction in the number of cells present in the CSF comparing M1 with M2, this
reduction can also be observed in 6 animals in relation to the amount of protein,
with only two animals (9 and 10) showed a slight increase in the amount of protein
present in the CSF at the moment M2.

Regarding pleocytosis at moment M1 only three animals did not present
(1, 2 and 6). It can also be observed that in 4 animals there was reversion of
pleocytosis (5, 7, 8 and 9) after the application of the cells, being absent.
Interestingly, only animal 4 in M1 presented lymphocytic pleocytosis and, after
application of the cells in M2, pleocytosis was classified as monocytic. The values

are described in table 1.
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Discussion

The selection of the animals was done by clinical examination, using as
criteria for inclusion animals that presented clinical neurological signs
independent of the stage of the disease and with an unsatisfactory vaccine
history. Additionally, quantitative polymerase chain reaction (QPCR) analysis in
urine samples was used as the definitive criterion for the diagnosis of distemper.
The gPCR technique has been successfully used in the detection of CDV in
different types of biological samples obtained from dogs with systemic and
neurological signs. Another form of detection is the Chromatographic
Immunoassay Kit for antigen (Ag) detection of distemper in dogs. However, it is
not as effective for the diagnosis of distemper in the neurological form when
compared to the polymerase chain reaction technique preceded by reverse
transcription (RT-PCR), in addition to requiring a large amount of antigen, which
can lead to a result344,

The main advantages of this technique include the rapidity of obtaining the
results, the non-requirement of viability of the viral particle and the high levels of
specificity and sensitivity 4546,

According to Elia et al., (2015)#/, urine and faeces samples, independent of
clinical signs, are the best samples for isolation, identification and viral
quantification*484° Therefore, the use of urine samples in this study proved to be
effective in the confirmatory test of gPCR for animals with distemper as biological
material used in our research. This result corroborates the tests obtained by
Negréo et al., (2007)*® who reported 90.4% positivity of all urine and blood

samples, consolidating the technique.
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Additionally, the definitive diagnosis for canine distemper may also be by

the investigation of the inclusion corpuscles known as intracytoplasmic or
intranuclear Lentz corpuscles. The Lentz corpuscle research has low cost and
rapid results, but the virus must be in mitosis to be detected®°. Lentz corpuscles
can be visualized from blood smears, cerebrospinal fluid and impressions of the
nasal, preputial, vaginal and conjunctival mucosae of dogs with canine
distemper®1521, However, in the analysis of blood sample smears collected in our
study, it was not observed the presence of Lentz corpuscle in red blood cells or
leukocytes, so it was not possible to associate this test with the confirmatory test
for the present study.
Interestingly, during the selection phase of the animals for inclusion in the
research, 15 animals presenting with myoclonus in the face and thoracic limbs
were negative in the PCR test. Studies have considered myoclonus as the most
common clinical sign for distemper®3-°6, However myoclonus is not a specific sign
of distemper, as it can also occur in other neurological diseases, such as in the
CNS of dogs of the breeds such as Labrador Retriever, Saluki, Samoyed and
Silky Terriert’. Therefore, interpreting myoclonus as a unigue sign of
pathognomonic distemper is controversial.

According to McCandlish (2001)%8, clinical signs of distemper are variable
and can be influenced by intrinsic and extrinsic factors, evolving within a few days
after infection®. The main clinical signs identified at the MO moment of our study
were hyperkeratosis and ocular secretion, which are common signs reported in
cases of distemper®-64, At the moment M2, there was a clinical improvement of
these signs, which can be attributed to the reduction of the viral load or even a

possible migration of adipose tissue MSCs to the lesion sites, cushions and
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lacrimal gland of the third eyelid, promoting paracrine effect, made the cells
recover there. Although the cells have been applied intrathecally, there is a
possibility that these cells migrate from the CSF to the systemic circulation and
reach the injured sites, recovering the tissue damage®°-’.

This cellular migration process is an inherent characteristic of MSCs, called
homing which is defined as the capture of MSCs by the vasculature of a tissue,
followed by its transmigration through the endothelium and spongy degeneration
to other tissues . The homing process is positively influenced by the secretion
of different growth factors secreted by the host cells of the virus that bind to the
CXCR4 receptor of MSCs cells. In the MSCs-TA, several metalloproteinases
such as MMP2 and MMP9%’ favor the migration of these cells from cytokine
stimuli and growth factors®%-72, Thus, these results suggest that in fact MSCs
contributed positively to the regeneration of cushion skin.

The use of the intrathecal route as a method for cell therapy in CNS
disorders may be advantageous, since when it crosses the blood brain barrier, it
potentiates its effects on tissue regeneration near the lesion site, especially in the
treatment of encephalopathies and myelopathies in dogs’. Intrathecal
transplantation of MSCs-MO through the magna or lombo-sacra cisternae in
dogs®®, equines® and in rats”® showed no adverse effects. this viable, minimally
invasive and safe route when compared with the intraventricular route’4. This
pathway also reduces the disadvantage over the possible effects of intravenous
cell transplantation as a cellular loss with pulmonary microvascularization, as well
as the risk of pulmonary thromboembolism’™. The intrathecal procedure may
present some limiting points that may hamper the technique as well as the non-

use of this route for multiple transplants. Among these points we can mention the



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

134

need for general anesthesia, it can not be used in animals with contraindication
of lumbar puncture or atlanto -occipital, in addition to the need for a professional
trained for technique.

Phenotypically the cells obtained in adipose tissue and bone marrow have the
same characteristics. Considering the difficulty of obtaining bone marrow cells
when it comes to small animals, one can choose to use adipose tissue cells, since
it is easily obtained, has a higher replication capacity and has the same migration
capacity for to injury. We suggest the replacement of bone marrow cells by
adipose tissue cells®’.

The cell population isolated from adipose tissue is heterogeneous and
contains a physiological combination of fibroblasts, endothelial cells and
progenitors, pericytes, macrophages, preadipocytes, B and T lymphocytes and
smooth muscle cells. The total population of stem cells is estimated to be 1 to 3%
of total nucleated cells’®. Studies are being carried out in order to quantify the
number of cells needed to exert a therapeutic effect within the target organ area
for various diseases. In our research, 10x10° cells per animal were used, differing
from some intravenous, epidural and intrathecal work in dogs in which the number
of cells used was 1x106 million per kilo and 5x106 per animal’”.

Although we can expect that more transplanted cells will lead to better
results, there may be a threshold after which a higher number of cells does not
result in any benefit. As a study by Omori et al. (2008)78 in a model of cerebral
ischemia in rats, there was a significant improvement in the results when doses
of 1 x 10 © cells were injected, whereas when that number was increased to 3 x
10 6 cells there was no improvement, as well as early infusion, shortly after injury,

resulted in higher fixation indices, but no benefit could be detected in terms of
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final results. However, we believe that successive transplants could lead to an
even better therapeutic response, a fact observed by 7980

Regarding the changes observed during the neurological evaluation at the
moment MO and M2 the animals were classified into a scale (Neurodeficiency
Scale), developed by our research group, from the neurological examination.
Among the 10 animals evaluated with neurological lesions seven presented a
reduction in the degree of the Neurodificiency Scale, two animals progressed and
one did not change the degree. The reduction of the degree is evident by the
clinical improvement of neurological signs such as: Posture, March, Coordination,
Cranial Nerves and Epileptic Crises. The region where the magnetic resonance
imaging was obtained was determined according to the location of the lesion
during the neurological examination.

The improvement of the clinical signs, and therefore of the degree of
neurodeficiency, shows to be compatible with the magnetic resonance images
obtained in the M2 of the animals, in which animal 4 presented (reduction of the
hypersignal in occipital cortex and cerebellum), 5 (absence of the hypersignal
intramedullary and medullary central channel hypersignal reduction), 7 (reduction
of the cerebellar hypersignal), 8 (reduction of the intramedullary hypersignal) and
animal 9 (discrete reduction of the hypersignal in cerebellar peduncles).

Animals 3 and 10 presented worsening of the neurological signs,
represented by the increase of the degree in the neurodeficiency scale. This
progression of the clinical signs was compatible with the findings of the
resonance, where the number 3 presented cerebelar atrophy and increase of the
hypersignal and the animal number 10 presented increase of the hypersignal in

the cerebellum. In these cases the progression of the signs and the non-response
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to therapy may be related to the acute phase of the disease in which these
animals were found, corroborating with the results obtained by Brito et al. 20098!
and Pinheiro, 201682 where treatment with dogs in the viraemic stage of the
disease was shown to be ineffective.

On the other hand, the animal 8 showed a slight improvement of the data
obtained in the MRI images, but it remained in the same scale of graduation of
neurodeficiency. The chronic state with advanced lesions, such as intense
muscular atrophy, could justify the lack of clinical improvement in the period
evaluated.

TNF-alpha secretes TNF-alpha which is associated with cellular apoptosis,
high concentrations of TNF-alpha hinder the homing of MSCs, reduce tissue
repair capacity and secretion of factors such as VEGF and BDNF that assist in
the migration of MSCs to the site of lesion®3. It has recently been shown that the
use of G-CSF in combination with MSCs transplantation allows the reduction of
TNF-alpha levels secreted by the injured tissue, which increases the tissue repair
power, reduces apoptosis and increases the secretion of factors that assist in the
migration of MSCs to the site of injury®3. Thus, the results evaluated by Li et al.,
(2019)83, suggest that in chronic cases of the disease, where there is a great
cellular loss, the concentration of TNF-alpha in the injured tissue is high, making
tissue migration and regeneration difficult it has been described that MSCs
produce innumerable growth factors and cytokines that facilitate endogenous
repair®’.

Animal 2 presented inverse results to patient 8, with no lesion
improvement in the MR images obtained in M2, but the degree on the

neurodeficiency scale improved after transplantation.
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The maintenance of the MR imaging pattern may be related to the need
for a longer tissue recovery time or lower sensitivity of the MRI equipment used,
to detect minor lesions that could have improved with the treatment. Another
explanation would be the fact that there is not always a strong correlation
between clinical signs and MRI images, strengthening clinical data observed in
other studies in which a serious clinical sign can be observed without the MRI
image being severe?,

To date, there were no studies to correlate magnetic resonance imaging
of dogs with neurological changes in distemper before and after intrathecal
transplantation with MSCs-TA, in addition to a scarce number of studies
describing CNS lesions caused by distemper of resonance images. This
demonstrates the need for further studies that include images of CNS lesions of
dogs with distemper, clinical response to transplantation, and the establishment
of cell therapy protocols, according to the type of stem cell used by this
transplantation route, amount of cells and frequency of application, aiming at the
treatment of this disease.

In the analysis of CSF it can be observed that in all the animals there was
a reduction in the number of cells present in the CSF comparing the M1 with M2.
This reduction can also be observed in six animals in relation to the amount of
protein.

At the moment M1 only three animals (1, 2 and 6) did not present
pleocytosis. This absence was also verified by differents authors®42587 in dogs
with distemper showing neurological signs, which associated this finding with

dogs in the early and acute stages of the neurological phase of said disease,
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disagreeing with our study, since animal 1 and 2, were no longer in the initial
neurological phase of the disease but in the chronic phase.

On the other hand, in situations of affections®-° reported that, in dogs with
encephalitis, there is a presence of cerebellar hypercellularity, the viral infections
of pleocytosis being characterized by a larger number of lymphocytes, and the
presence of monocytes, macrophages and rare neutrophils of lymphocytic
pleocytosis may also occur in chronic infections, a fact demonstrated by patient
number 4 at the time 1. In the present study 7 animals (3, 4,5,7,8,9 and 10)
presented lymphocytic pleocytosis at the moment M 1 demonstrated by
increased CSF cellularity in agreement with the findings of 87:88.°1 which relate this
finding to canine distemper.

It can also be observed that in 4 animals (5,7,8 and 9) there was reversion
of pleocytosis after the application of the cells, being absent in M2. In normal and
non-contaminated conditions, the total number of nucleated cells generally does
not exceed 5-6 cells/uL, among which are lymphocytes, monocytes and
macrophages, as reported by different authors®293.%4, observed at the M2 moment
of our study in 4 animals (5,7, 8 and 9) that showed reversion of pleocytosis,
suggesting that cell transplantation may have contributed to the return of
normalcy.

In situations of breakdown of the CNS hygiene state, protein levels may
be increased, especially in cases of encephalitis, as described by different
authors 86209596 in dogs with distemper toxoplasmosis, meningitis, abscesses of
bone marrow or brain, and also in noninflammatory conditions, a fact observed in
a study by Gama et al; (2005)8” and also noticed in our study, in which the animals

presented increased number of proteins in M1.
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At the time M2 there was an improvement of the protein values in relation
to the moment in M1 of the animals (3, 4, 5, 6, 7, 8), and some animals (3, 5, 7
and 10) still had a slightly increased number of proteins. In animals 9 and 10 the
increase of proteins at time 2 with respect to moment 1 may be related to the
stage of the disease. and to the non-stimulation of cells.

In the present study, the animals evaluated showed a good clinical
evolution. Attestation of the efficacy of transplantation of mesenchymal stromal
cells derived from adipose tissue intrathecally as a treatment of
encephalomyelitis caused by canine distemper virus. However, the use of this
therapy to be employed in the clinical routine, can find some limiting points, such
as the cost of the raw material and the technical enhancement, limited financial
access for some slices of the population, besides the need for a professional,

who has knowledge and training for the exact execution of the technique.

CONCLUSION

According to the results obtained in the described experimental conditions
itis concluded that the intrathecal route for the transplantation of allogeneic MSCs
-TA in dogs is viable and safe, as it has been shown to be minimally invasive,
quick and allows to transplant a large number of cells in the subarachnoid space.

In the animals of the present study, a single transplantation of 10 x106
allogeneic MTCs was performed intrathecally, which proved to be effective in
improving clinical signs. Of the ten animals observed in the neurological
evaluation, seven presented a considerable reduction in the degree of the

Neurodificiency Scale. The reduction of the degree was evidenced by the clinical
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improvement of the neurological signs presented in the Posture, March,
Coordination, Cranial Nerves and Epileptic Crises.

Magnetic resonance imaging analyzes demonstrated the evolution and
improvement of the lesions of the animals, as well as correlating them with
neurological clinical signs before and after transplantation. In addition, the
improvement can be detected by analyzing CSF that indicated a reduction of the
number of cells present comparing the two moments (M1 and M2), this reduction
can also be observed in relation to the amount of protein.

In the present study, the animals evaluated showed a good clinical
evolution. Attestation of the efficacy of transplantation of mesenchymal stromal
cells derived from adipose tissue intrathecally as a treatment of
encephalomyelitis caused by canine distemper virus. However, despite the good
results obtained, the success of this treatment method depends on the precise
identification of the mechanisms and molecules that control and measure the
differentiation of a certain cell line, as well as the physiological mechanism
involved in neurological demyelilization, besides the establishment of therapy
protocols cell, according to the type of stem cell used by this transplant route,
number of transplanted cells and frequency of application, aiming the treatment
of this disease.
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FIGURE 1: Animals Score in the Neurodeficiency Scale at time MO (before
transplantation MSCs, black bars) and at time M2 (30 days after transplantation
MSCs; white bars). The numbers above the bars represent the exact score of
each animal in the experiment.

FIGURE 2: Magnetic resonance imaging of the brain before intrathecal MSC
transplantation. (A) time weighted in T1; (B) T2-weighted time; (C) FLAIR. Red
arrows indicate injury to the occipital cortex; Blue arrows indicate lesions in the
cerebellum.

FIGURE 3: Magnetic resonance imaging of the thoracolumbar spine of patient 2,
immediately after (M1) and 30 days after (M2) the intrathecal transplantation of
multipotent mesenchymal stromal cells. Intramedullary hyaline areas in M1 and
M2 (arrows) (FiguresA, D). Intramedullary hypersignal areas in M1 and M2
(arrows) (figures B, C, E, F). Figures A and D: time-weighted sequences in T1; B
and E: sequences with T2-weighted time; C and F: sequences in Fast Flair
FIGURE 4: Magnetic resonance cross-sectional images of the brains of animal
3, immediately before (M1) and 30 days after (M2) intrathecal transplantation of
multipotent mesenchymal stromal cells Hypersignal in the left temporal lobe in
M1 (arrows) (figures B, C); decrease of the hypersignal in M2 (arrows; figure E,
F). Figures A and D: time-weighted sequences in T1; B and E: time-weighted
sequences in T2. C and F: Fast Flair sequences.

FIGURE 5: Magnetic resonance imaging of the brain of dog 3, immediately before
(M1) and 30 days after (M2) intrathecal transplantation of multipotent
mesenchymal stromal cells. Increase of the hypersignal, associated to cerebellar
atrophy in M2 (arrow) (Figure B). Figures A and B: T2-weighted sequences.
FIGURE 6: Magnetic resonance imaging of dog’s 4 brain, immediately before
(M1) and 30 days after (M2) intrathecal transplantation of multipotent
mesenchymal stromal cells. Hypersignal in the occipital cortex in M1 (arrow)
(Figures B, C); slight decrease of the hypersignal of the occipital cortex in M2
(arrow) (figure E). Figures A and D: time-weighted sequences in T1; B and E:
time-weighted sequences in T2. C and F: Fast Flair sequences.

FIGURE 7: Magnetic resonance imaging from dog’s brain 4, immediately before
(M1) and 30 days after (M2) the intrathecal transplantation of multipotent
mesenchymal stromal cells. Hypersignal in the occipital cortex and cerebellum in

M1 (arrow) (figure A); decreased hypersignal of the occipital cortex and in the
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cerebellum in M2 (arrow) (Figure B). Figures A and B: T2-weighted time
sequences.

FIGURE 8: Magnetic resonance imaging of the cervical spine of dog 5,
immediately before (M1) and 30 days after (M2) the intrathecal transplantation of
multipotent mesenchymal stromal cells. Intramedullary hypersignal in M1 (arrow)
(Figure A); absence of the hypersignal in M2 (arrow) (Figure D).

Hypersignal in medullary central channel in M1 (arrow) (Figure B); decreased
hypersignal in the medullary central channel in M2 (arrow) (figure E).
Intramedullary hypersignal in M1 (arrow) (figure C); absence of hypersignal in M2
(arrow) (Figure F). Figures A and D: time-weighted sequences in T1; B and E:
sequences with T2-weighted time; C and F: sequences in Fast Flair.).

FIGURE 9: Magnetic resonance images of the thoraco-lumbar spine of dog 06,
immediately before (M1) and 30 days after (M2) the intrathecal transplantation of
multipotent mesenchymal stromal cells. No changes were observed in the
thoraco-lumbar spinal cord. T2-weighted images (A, C); images in FLAIR (B, D).
FIGURE 10: Magnetic resonance imaging of dog’s 7 brain, immediately before
(M1) and 30 days after (M2) intrathecal transplantation of multipotent
mesenchymal stromal cells. Cerebellar hypersignal in MO (arrow) (Figures B, C);
decreased hypersignal in M2 (arrow) (Figure E, F). Figures A and D: time-
weighted sequences in T1; B and E: time-weighted sequences in T2. C and F:
Fast Flair sequences.

FIGURE: 11 Magnetic resonance imaging of dog’s 7 brain immediately before
(M1) and 30 days after (M2) intrathecal transplantation of multipotent
mesenchymal stromal cells. Cerebellar hypersignal in MO (arrow) (figure B);
absence of hypersignal in M2 (arrow) (Figure D). Figures A and C: T1-weighted
time sequences; B and D: time-weighted sequences in T2

FIGURE: 12 Magnetic resonance imaging of the cervical spine of dog 8,
immediately before (M1) and 30 days after (M2) intrathecal transplantation of
multipotent mesenchymal stromal cells. Areas of intramedullary hypersignal in
M1 (arrows) (figures A, B, C, D); decreased intramedullary hypersignal in M2
(arrows) (figure E, F, G, H). Figures A and E: T1-weighted sequence; B and F:
T2-weighted sequence; C and G: Gradient Echo sequence; D and H: STIR

sequence.
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FIGURE: 13 Transverse and sagittal magnetic resonance imaging of the brains
of dog 9, immediately before (M1) and 30 days after (M2) the intrathecal
transplantation of multipotent mesenchymal stromal cells. Hypersignal stay in the
cerebellar peduncles in M1 (arrows) and M2 (Figures A, D) - T2-weighted images;
Discrete decrease of the hypersignal in the cerebellar peduncles in M2 (arrows)
(Flgures B, E) - weighted images in FLAIR. Decreased hypersignal in the frontal
cortex in M2 (arrows) (Figures C, F) - sagittal images weighted in T2.

FIGURE: 14 Magnetic resonance imaging of dog’s 10 brain, immediately before
(M1) and 30 days after (M2) the intrathecal transplantation of multipotent
mesenchymal stromal cells. Hypersignal in the cerebellum in M2 (arrows) (figures

C, D). Figures A and C: T2-weighted sequences; B and D: Fast Flair sequences.
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TABLE 1: Neurological exam avaluation at MO and M2 of all animals
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Neurological Exam MOMENTS  ANIMAL 1 ANIMAL 2 ANIMAL 3 ANIMAL 4 ANIMAL 5 ANIMAL 6 ANIMAL 7 ANIMAL 8 ANIMAL 9 ANIMAL 10
Mental State MO Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal
M2 Normal Normal Vocalization Normal Normal Normal Normal Normal Normal Vocalization
Epileptic seizure MO Generalized/Series No Generalized/Series No No No No No No No
M2 Generalized No Generalized/Series No No No No No No No
Posture incoordenation of the head and
trunk MO Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal MNormal Head deviation MNormal
M2 Normal Normal Head Deviation Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Non-
ambulatory
Non-ambulatory Non-ambulatory Tetraparesia / Ataxia / Tetraparesia/ Non-ambulatory Paraparesis /
Gait postural reactions MO Tetraparesis Paraplegia  Tetrataxia / Hypermetric  Tetraparesis Tetrataxia Hemiparesis  Tetrataxia Tetrataxia  Tetraparesis Ataxia
Non-ambulatory  Mon-ambulatory Non-ambulatory Non-ambulatory Tetraparesia Tetraparesia/
M2 paresis paresis Tetrataxia / Hypermetric  Tetraparesis Ataxia in pelvic limb Ataxia Normal [Tetrataxia Tetrataxia Tetrataxia
Wide base /
Moderate Light Moderate Moderate Intention tremor / Light Moderate
Involuntary Involuntary Intention tremor / involuntary Involuntary Wide base / involuntary involuntary
Coordenation MO movements movements broad base movements movements Normal hypermetric Normal movements  movements
Light Light Light Light Light
involuntary involuntary Intention tremor / involuntary involuntary discrete involuntary
M2 movements movements broad base movements movements Normal hypermetria Normal Imbalance movements
Cranial Nerves MO Normal Normal Normal Altered Normal Normal Altered Normal Altered Normal
M2 Normal Normal Normal Improvement Normal Normal Normal Normal Normal Altered
Absent
Spinal Reflex MO MNormal MNormal MNormal in pelvic limbs Elevated MNormal MNormal Normal Elevated Elevated
Absent
M2 Normal Normal Normal in pelvic limbs Normal Normal Normal Normal Normal Decreased
Propioception MO Deficit Deficit Normal Deficit Deficit Deficit Deficit Deficit Deficit Deficit
Improvement
M2 in pelvic limbs Deficit Deficit Deficit Deficit Deficit Normal Deficit Deficit Deficit
Absent
Nociception MO Normal Normal Normal in pelvic limbs Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Absent
M2 Normal Normal Normal in pelvic limbs Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Urina
Epaxial Palpation MO Normal Normal Normal incontimr:nce Normal Normal Normal Normal Normal Normal
urinal
M2 Normal Normal Cervical Pain Normal Normal Normal Normal Normal Normal retentir:n
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TABLE 2: LCR analysis data from each animal. Values abtained at M1 (before transplant) and at M2 (after transplant) of number of

cells (cél/uL), protein (mg/dL) and in relation to pleocytosis.

Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 6 Animal 7 Animal 8 Animal 9 Animal 10
M1 1 1 77 12 31 2 12 11 6 27
CELLS (celll) 1o NR NR 33 17 2 0 5 1 1 19
Traces Negative Traces Traces Positive Traces Traces Positive Positive Positive
PROTEIN M1 (355mg/dL) (19,9 mg/dL) (75mg/dL) (23,2mg/dL) (69,6 mg/dL) (20 mg/dL) (41,3mg/dL) (63,5mg/dL) (27,1 mg/dL) (75 mg/dL)
Traces Traces Traces Traces Traces Positive Positive Positive
M2 NR NR (52,5mg/dL)  (19,7mg/dL) (38.1mg/dL)  (19,5mg/dL) (36,2mg/dL) (15,1 mg/dL) (32,9 mg/dL) (77,5mg/dL)
PLEOCYTOSIS M1 Absent Absent Lymphocytic  Lymphocytic Pleocitose Absent Lymphocytic Neutrophylic Mixed Miixed
M2 NR NR Lymphocytic Monocytic Absent Absent Absent Absent Absent Mixed




CHART 1: Neurodeficiency Scale Sheet
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6. CRANIAL NERVES Points Escore
Normal 0
1. MO Points Escore Injury inNC I 3
watchful 0 Injury inNC 1lI-IV 2
Depressed 1 - -
Consciousness  Delusion/ disorientation 2 Injury inNC V ramo motor 3
Semicomatous 3 Injury in NC V sensitive branch 2
Comatous*® 4 B
) Normal Behavior 0 Injury in NC VI-XII 4
Behavior p— T
Abnormal behavior 2 Multiple injuries in NC. VI-XII +4 pts
Total
2. EPILETICAL SEAZURE Total 0
Absent 0
Focal 1 7. REFLEXES
Generalizadas ou focais com generalizagcdo 2 . ]
secundaria Normal with normal gait 0
Series 3 R .
Epiletic Seazure n Normal with abnormal gait 1
Total Decreased / missing thoracic or pelvic limbs 2
3. HEAD AND BODY POSITION
Normal 0 Increased in thoracic or pelvic limbs 2
Head deviation 1 Perineal / anal decreased
Pleurothotic 1 2
Opisthoton . i 2 Total 0
Posture of Schiff-sherrington 2
Decerebellation stiffness 3 8. NOCICEPTION
Decerebration rigidity 4 Superficial Normal 0
Total
Decreased (hemi / para/ mono)
4. MARCH Decreased (tetra) 2
Norrqal - - 0 Absent (hemi / para / mono) 3
Hemi / ambulatory paraparesis; monoparesia 1
Hemi / non-ambulatory paraparesis, ambulatory 2 Absent (tetra) 4
tetraparesm or monoplegia i Profunda Normal 0
Hemi / non-ambulatory paraplegia or
tetraparesis 3 Decreased (hemi/para/mono) 2
Tetraplegia _ 4 Decreased (tetra) 3
Light ataxia (hemi / para / mono) 1 -
Moderate ataxia (hemi / para / mono) and mild 5 Absent (hemi/para/mono) 4
fetrataxis i Absent (tetra) 4
Severe ataxia (hemi / para / mono) and - -
moderate tetrataxia 3 Hyperesthesia/ allodynia 1
Severe Tetrataxia 4 Total 0
Total
5. COORDENATION 9. EPAXIAL PALPATION / URINARY VESICLE
Normal 0 .
Mild involuntary movements *** 1 Epaxial  Normal 0
Moderate involuntary movements 2 Painful 1
Severe involuntary movements 3 Normal 0
Dismetria, intention tremor, broad base 2 Incontinence / intermittent urinary L
retention (manual compression)
Total
Urination |Incontinence / constant urinary 2
retention
Incontinence / constant urinary
retention requiring permanent 3
catheterization
Total 0




APENDICE 1

Tempo com sinais clinicos

Animal SEXO IDADE RACA Estado de vacinacao (meses)
Animal 1 FEMEA 1 ANO SRD n&o satisfatorio 10 meses
Animal 2 FEMEA 4 ANOS LHASA ndo satisfatdrio 12 meses
Animal 3 FEMEA 4 MESES SRD nao satisfatorio 1 més
Animal 4 MACHO 7 ANOS SRD nao satisfatorio 2 meses
Animal 5 FEMEA 10 ANOS SRD ndo satisfatdrio 1 més
Animal 6 MACHO 1 ANO SRD ndo satisfatorio 2 semanas
Animal 7 FEMEA 7 ANOS SRD ndo satisfatorio 2 semanas
Animal 8 MACHO 1 ANO SRD néo satisfatorio 8 meses
Animal 9 MACHO 7,2MESES SRD néo satisfatorio 1 més
Animal 10 MACHO 1,9 MESES SRD ndo satisfatorio 1 més
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. Animal 1 Animal 2 Animal 3 Animal 4 Animal 5 Animal 6 Animal 7 Animal 8 Animal 9 Animal 10
CELULAS (cél/puL) M1 1 1 77 12 31 2 12 1" 6 27
M2 NR NR 33 17 2 0 5 1 1 19
Tragos Negativo Tracos Tracos Positivo Tracos Tracos Positivo Positivo Positivo
’ M1 (35,5 mg/dL) (19,9 mg/dL) (75mg/dL) (23,2mg/dL) (69,6 mg/dL) (20 mg/dL) (41,3mg/dL) (63,5 mg/dL) (27,1 mg/dL) (75 mg/dL)
PROTEINA
Tracos Tracgos Tragos Tracos Tracos Positivo Positivo Positivo
M2 NR NR (52,5mg/dL) (19,7mg/dL) (38.1 mg/dL) (19,5 mg/dL) (36,2mg/dL) (15,1 mg/dL) (32,9 mg/dL) (77,5 mg/dL)
M1 Ausente Ausente Linfocitica Linfocitica Pleocitose Ausente Linfocitica  Neutrofilica Mista Mista
PLEIOCITOSE M2 NR NR Linfocitica Monocitica Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Mista
M1 8.5 9 9 8,5 9 9 9 9 9 8
pH M2 NR NR 8 9 9 9 9 9 8,5 9
. M1 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
FIBRINOGENIO M2 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
M1 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+
GLICOSE M2 NR NR 3+ 2+ 3+ 2+ 3+ 2+ 2+ 2+
M1 Negativo Negativo Negativo Negativo 1 Negativo Negativo 1 Negativo Negativo
PANDY M2 NR NR Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo 1
M1 Tragos 2+ Negativo Negativo 2+ Negativo 4 + 4 + Negativo 4 +
SANGUE OCULTO M2 NR NR Tracos Negativo 4 + 4 + 4 + 3+ 1+ Tragos
3 M1 0 570 1 0 3 0 71 46.500 1 3.900
HEMACIAS M2 NR NR 6 5 28 5 594 68 2 2
B M1 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
COAGULACAO M2 NR NR Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
M1 Limpido Limpido Limpido Limpido Limpido Limpido Limpido Turvo Limpido Turvo
ASPECTO M2 NR NR Limpido Limpido Turvo Limpido Limpido Limpido Limpido Limpido
M1 Incolor Incolor Incolor Incolor Incolor Incolor Incolor Avermelhado Incolor Roseo
COR M2 NR NR Incolor Incolor Roseo Incolor Incolor Incolor Incolor Incolor
M1 0,8 2 1 2 3 1 1 25 1 1
VOLUME M2 NR NR 2 1 1 1 1 3 6 4
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Exame Neurolégico MOMENTOS ANIMAL 1 ANIMAL 2 ANIMAL 3 ANIMAL 4 ANIMAL 5 ANIMAL 6 ANIMAL 7 ANIMAL 8 ANIMAL 9  ANIMAL 10
Estado Mental Mo Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal
M2 Normal Normal Vocalizagao Normal Normal Normal Normal Normal Normal Vocalizagdo
Generalizadas/ Generalizadas/
Crises Epiléticas Mo Seriadas Nao Seriadas Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
Generalizadas/
M2 Generalizadas Nao Seriadas Nao Nao Néo Nao Néo Nao Nao
Desvio
Postura da cabecga e corpo Mo Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal de cabeca Normal
M2 Normal Normal Desvio de cabeca Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Paraparesia
nao
Tetraparesia Tetrataxia/ Tetraparesia Tetraparesia Ataxia Tetraparesia/ Tetraparesia ambulatoria
Marcha Mo nao ambulatéria Paraplegia Hipermetria ndo ambulatorial [Tetrataxia /Hemiparesia Tetrataxia Tetrataxia néao ambulatéria /Ataxia
tetrataxia/
Paresia Paresia Tetraparesia Tetraparesia Ataxia Tetraparesia/ Tetraparesia/
M2 nao ambulatéria nao ambulatéria ndo ambulatoria nao ambulatorial em membro pélvico Ataxia Normal Tetrataxia Tetrataxia Tetrataxia
Movimentos Ampla base/ Movimentos
involuntarios Movimentos Tremor de intengdo Movimentos Movimentos Tremor de intencéo Movimentos involuntarios
Coordenacgao Mo moderados involuntarios leves  /ampla base involuntarios moderados  involuntarios moderados  Normal  /Ampla base/hipermetria  Normal involuntarios leves moderados
Movimentos
Movimentos Movimentos Tremor de intengao Movimentos Movimentos involuntarios
M2 involuntarios leves __involuntarios leves fampla base involuntarios leves involuntarios leves Normal discreta hipermetria Normal Desequilibrio leves
Nervos Cranianos Mo Normais Normais Normais Alterados Normais Normais Alterados Normais Alterados Normais
M2 Normais Normais Normais Melhora Normais Normais Nomais Normais Normais Alterados
Reflexos Mo Normal Normais Normais Ausentes membros pélvicos Aumentados Normais Normais Normais Aumentados Aumentados
M2 Normal Normais Normais Ausentes membros pélvicos Normais Normais Normais Normais Normais Diminuidos
Propiocepgao Mo Déficit Déficit Normal Déficit Déficit Déficit Déficit Déficit Déficit Défict
Melhora em
M2 membros pevicos Déficit Deéficit Deficit Deficit Deficit Normais Deéficit Déficit Defict
Nocicepgao Mo Normal Normal Normais Ausentes membros pélvicos Normal Normal Normal Normal Normal Normal
M2 Normal Normal Normais Ausentes membros pélvicos Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Palpagao epaxiall Bexiga
urinaria Mo Normal Normal Normal Incontinéncia urinaria Normal Normal Normal Normal Normal Normal
retengao
M2 Normal Normal Dor cervical Normal Normal Normal Normal Normal Normal urinaria
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Observa-se expressao significativa do
marcador de células mesenquimais CD44
(86,7%) e uma expressao moderada para
CD90 (53,2%). Ja os marcadores CD34 e
MHCII apresentaram uma baixa expressao
(2,1 e 1,2% respectivamente).
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Diferenciagao in vitro: osteogénica e adipogénica. Na diferenciagao osteogénica aos 15 dias, todas as amostras cultivadas com
0 meio de indugao apresentaram intensa deposig¢ao de calcio extracelular corado com o Alizarin Red. Ja as amostras induzidas a
diferenciagao para a linhagem adipogénica foram positivas apresentando goticulas lipidicas dentro do citoplasma celular quando

coradas com o Oil Red.



