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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)



SUMARIO

RESUMO
ABSTRACT
1 INTRODUGAOD . ......coiieieeeceeeee ettt see st ereaneas 1
2 REVISAO DE LITERATURA . ...t 4
P2 R O o) o 4 [0 1= =TSP 4
2.2 EHIOIOQIA. ... ——— 4
P22 B =1 o] [0 [T 4 YT ] [o Yo | - VSO 9
P = 1o o 1= o |- U UURPPURRTR 11
2.5 IMUNOPALOGENESE. .. ..ttt e e a e 13
2.6 Neuropatogeniae desmielinizacao.............ccceevvvveevviveniiiiceeeeennn. 14
2.7 SINAIS CHNICOS ...uuiiiiiiiiiiiiiiie e 18
2.8 SiNais d0O SISIEMA NEIVOSO....uciiiiieeeeee et e e e 21
2.9 DIAgNOSTICO...eiiiiiiiiiiiie e 25
2.9.1 DiagnOStiCO CHNICO........cceviiiiiiiiiccie i 26
2.9.2 Diagndstico laboratorial................oviiiiiiiieiieee 26
2.9.2.1 HEMALOIOGIA. ... eeveeeiiiiiiiiiieeeee e 26
2.9.2.2 BiOQUIMICA SEIICA. . .ueveieeiiiiiiiiie et 27
2.9.2.3 Pesquisa de inclusdo viral...........cccceeeeeiiiiineeiiiiiiiiiiieeee, 27
2.9.2.4 1S0lamento Viral...........couviieiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 28
2.9.2.5 Analise do liquido cefalorraquidiano.............ccccccoeeeeivneen. 28
2.9.2.6 TEcniCas SOroOlOQICAS. .......uueeeiiiiiiiieee e 29
2.9.2.7 Diagndstico molecular..........ccooeeeeeeieeeieiiiieee, 30
2.9.2.7.1 Hibridizacdo in situ (ISH).......cccoeeeiiiiieiiiiiieiiii, 30
2.9.2.7.2 Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)................. 30
2.9.2.8 Diagnostico histopatolGgiCo............ceveeeiiiiiiiieeeiiiiiiieeeene 31
2.9.2.9 DiagnOStiCO POr iIMAGEM.....ccviiiieeeeaiiiiiiiiiieeieeeeeee e 32
2.9.2.9.1 Ressonancia magneétiCa..............cceevvevvvrrvvnrrnniieseeeennn. 32
2.9.3 TratamMeNTO......ccceeieiiee e ee e 32
2.9.4 ProfilaXi@..........uuuueuimiiiiiiiieee e 34
2.9.4.1 Terapia Celular..........ccouuviiiiiiiiiiiiiii e 35

2.9.4.2 Tratamento de lesdes no sistema nervoso com MSCs...... 41



XVi

S OBUIETIVOS. ... 44
3.1 ODJetiVO geral...cccoe e 44
3.2 0bjetivos eSPECITICOS ..o e 44

4 MATERIAL E METODOS......c.oooteteeieeteieee e et ee e eae e e s 45
4.1 Delineamento experimental..........cocccvveiiiiiniiieeee s 45

4.1.1 SeleGa0 dOS ANIMAS. ........uuuririiiiiiiiieeee e 45
4.1.2 Momentos eXPeriMeNntaliS............uuuuurrriiiiiieeeeeeeeereeeeeeeeeeneennnnnnn. 45
4.2 Cultivo e preparacdo das MSCS........ccooeeeieiiiiiiieei e, 46
4.2.1 Isolamento das MSCs derivadas do tecido adiposo................... 46
4.2.2 CUItiVO dAS MSCS.....coeeeiiiiiiiiiiiieiee e e a7
4.2.3 Caracterizacdo das Celulas..............cccovvvrriiiiiiiiiiii e, 48
4.2.4 DiferencCiaGao iN VITIO.........cccuuuiiiiiiiiiiiiieeee e 49
4.2.5 Viabilidade celular................ouuuiiiiiiiiiiie e 50
4.2.6 Preparo de MSCs para o transplante.........cccccceeveiiiiiiiiiiiinnenn. 50
4.3 Avaliacao clinica geral.......ccccceeeiiiieieeeee e 50
4.4 EXame NEUTOIOQICO......ccovvviieeiieccie et e 51
S O 53
4.6 Hemograma e bioquimica SEriCa........ccccceevviiiiiieieeniiiiiiee e 53
4.7 Ressonanciamagnética (RM)..........cooooiiiiiiiiiiiiiiiiccccie e 54
4.8 Colheita e anélise do LCR........covvviiiiiiiiiieeeeee e 54
4.9 Transplantes de MSCS.........uuuiiiiiiiiiiiieeeee e 55

S RESULTADOS . ... e e e e aaa s 56
5.1 Avaliacao clinica geral.........c..ouuvviiiiiiiiiee e e 56
5.2 EXame NeUIrOIOQICO ...uuiiiiiieec e 57
5.3 Hemograma e bioquimica SeriCa............cceevvvvvvvrieiiiiiiiiiiccee e 64
5.4 ReSSONANCIA MAGNELICA.....ccuueeiiee et 64
5.5 ANAlISE O LCR....ccc oo e e e e e e e e e 78

B DISCUSSAD. ...ttt e 80

7 CONCLUSOES. ...ttt 88

B REFERENCIAS.......ciiiiiteiieteie ettt 89

9 TRABALHO CIENTIFICO ... .ot e, 116

APENDICES ... ettt 163



XVii

BALDOTTO, S. B. Efeitos da terapia com células estromais mesenquimais
multipotentes em cdes com encefalomielite pelo virus da cinomose.
Botucatu, 2019. 167p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

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
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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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