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Impacto potencial desta pesquisa

Titulo da Dissertacdo — Pré-condicionamento de células estromais
mesenquimais multipotentes com soro e liquido cefalorraquidiano de cées

acometidos por cinomose

Impacto cientifico esperado: Verificar qual pré-condicionamento sobre as
AT-MSCs é a melhor estratégia de melhoramento ndo génetico para otimizar
as funcdes paracrinas das mesmas, concomitante ao melhor entendimento
de seu comportamento mediante ao microambiente analago de doencas
desmielinizantes.

Impacto social: A confirmacéo da otimizacao das funcdes paracrinas
vizando um efeito imunomodulador e neurorregenerativo, pode potencializar
a terapia celular in vivo auxiliando na recuperacéo dos animais acometidos.
Impacto econdmico: Ao determinar o aumento dos efeitos das AT-MSCs
condicionadas, poderao reavaliar os protocolos realizados in vivo reduzindo
assim gastos, além de apontar a possibilidade da utilizacdo do secretoma e

das vésiculas extracelulares como alternativa de tratamento.

Potential impact of this research

Dissertation Title — Use of multipotent mesenchymal stromal cells in the
treatment of encephalomyelitis caused by the distemper virus in dogs.
Expected Scientific Impact: To verify which preconditioning of AT-MSCs is
the best non-genetic improvement strategy to improve their paracrine
functions, concomitantly with a better understanding of their behavior in the
microenvironment analysis of demyelinating diseases.

Social Impact: Confirmation of the optimization of paracrine functions,
visualizing an immunomodulatory and neuroregenerative effect, can enhance

in vivo cell therapy, aiding in the recovery of affected animals.



Economic Impact: By determining the increase in the effects of conditioned
AT-MSCs, it will be possible to reevaluate the protocols performed in vivo, thus
saving costs, in addition to indicating the possibility of using the secretory and

extracellular vesicles as an alternative treatment.
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Resumo

A cinomose canina, causada pelo virus da cinomose canina (CDV), &
uma doenca viral altamente contagiosa que acomete principalmente caes,
provocando desmielinizagdo em decorréncia de um intenso processo
inflamatorio no sistema nervoso central (SNC). A medicina regenerativa tem se
destacado como uma alternativa terapéutica, especialmente pelo uso de células
estromais mesenquimais multipotentes derivadas de tecido adiposo (AT-
MSCs), reconhecidas por suas propriedades imunomoduladoras e neuro-
regenerativas. Considerando a escassez de estudos sobre o uso dessas
células no contexto da leucoencefalite desmielinizante induzida pela cinomose,
este estudo teve como obijetivo investigar os efeitos do pré-condicionamento de
AT-MSCs com diferentes estimulos: 1) TNF-a e IFN-y (50 ng/ml); 2) pool de
amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR); 3) pool de amostras de soro
sanguineo de cédes naturalmente acometidos por cinomose em diferentes
estagios da doenca. O grupo controle consistiu de AT-MSCs cultivadas apenas
em meio de cultura padrdo. Apés 72 horas de pré-condicionamento, foram
analisadas a morfologia celular, a viabilidade, a expresséo génica (qPCR) de
TNF-a, BDNF, GDNF, HGF, IL-10, PTGES2, IFN-y e IDO, e a expressao
proteica de MCP-1, IL-10, IL-8 e GM-CSF. Os resultados demonstraram que 0s
diferentes estimulos foram capazes de modular distintamente as propriedades
das AT-MSCs, promovendo perfis imunomoduladores ou neurotréficos. Dentre
0s grupos testados, a estimulagdo com TNF-a e IFN-y foi a que mais
potencializou tais propriedades, com aumento significativo na expressao génica
de BDNF, GDNF, IL-10 e PTGES2, bem como nas proteinas MCP-1 e IL-8.
Conclui-se que o pré-condicionamento de AT-MSCs com TNF-a e IFN-y
constitui uma estratégia promissora para potencializar os efeitos terapéuticos

dessas células em lesGes neuroldgicas associadas a doencas desmielinizantes.



Abstract

Canine distemper, caused by the canine distemper virus (CDV), is a highly
contagious viral disease that primarily affects dogs, leading to demyelination due
to an intense inflammatory response in the central nervous system (CNS).
Regenerative medicine has emerged as a therapeutic alternative, particularly
through the use of multipotent mesenchymal stromal cells derived from adipose
tissue (AT-MSCs), known for their immunomodulatory and neuroregenerative
properties. Given the scarcity of studies addressing the use of AT-MSCs in the
context of CDV-induced demyelinating leukoencephalitis, this study aimed to
investigate the effects of preconditioning AT-MSCs with different stimuli: (1) TNF-
a and IFN-y (50 ng/ml); (2) pooled samples of cerebrospinal fluid (CSF); and (3)
pooled blood serum samples from dogs naturally affected by distemper at
different disease stages. The control group consisted of AT-MSCs cultured in
standard medium only. After 72 hours of preconditioning, cell morphology,
viability, gene expression (qQPCR) of TNF-a, BDNF, GDNF, HGF, IL-10, PTGES2,
IFN-y, and IDO, and protein expression of MCP-1, IL-10, IL-8, and GM-CSF were
evaluated. The results showed that the different stimuli modulated AT-MSC
properties in distinct ways, promoting either immunomodulatory or neurotrophic
responses. Among the tested conditions, preconditioning with TNF-a and IFN-y
was the most effective in enhancing these properties, as evidenced by increased
gene expression of BDNF, GDNF, IL-10, and PTGES2, along with elevated levels
of MCP-1 and IL-8 proteins. These findings suggest that AT-MSCs
preconditioned with TNF-a and IFN-y represent a promising non-genetic strategy
to enhance their therapeutic potential for neurological lesions associated with

demyelinating diseases.
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1 Pré-condicionamento de células estromais
mesenquimais multipotentes com soro e liquido

cefalorraquidiano de caes acometidos por cinomose

1.1 Introducéo

A cinomose é uma doenca viral altamente contagiosa que afeta
principalmente os cées. A doenga é causada pelo virus da cinomose canina
(CDV), que pertence a familia Paramyxoviridae e ao género Morbillivirus
(NELSON e COUTO, 2015). O CDV possui a capacidade de afetar diversas
partes do corpo, incluindo os sistemas respiratério, gastrointestinal e nervoso
central (NEWBURY, 2021).

Os sinais clinicos da doenca podem variar de leves a graves,
dependendo da capacidade de resposta do sistema imunoldgico do animal e da
linhagem viral (NELSON e COUTO, 2015). A infeccdo por CDV tem a
capacidade de gerar sinais multissistémicos, como secrecdes nhasais e
oculares, pneumonias, dermatites, quadros gastrointestinais variados, e
guadros neuroldgicos graves como ataxia, paraplegia, convulsdes e mioclonias,
entre outros. A infeccdo € transmitida por aerossois, por contato direto com
secre¢des, urina ou particulas contaminadas, possuindo assim, uma alta
capacidade de propagacdo (NELSON e COUTO, 2015).

A cinomose canina tem se destacado como area de estudo ndo apenas
na medicina veterinaria, mas também como um modelo experimental para a
esclerose multipla (EM) em humanos, dado a semelhanca neuropatologica
entre as duas doencas (PINHEIRO et al, 2019). A desmielinizacdo, e
degeneracdo axonal em decorréncia do intenso processo inflamatério, ambas
as doencas tém despertado indagacdes sobre novas terapias para 0s animais

acometidos, visando ndo somente a cura, mas também o bem-estar e a
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