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RESUMO

PINHEIRO, A. O. de.Avaliacdo do tratamento experimental de cé&es infeatios
naturalmente pelo virus da cinomose canina na faseurologica com o uso de células-
tronco de epitélio olfatério fetal canino [Assessment of the experimental treatment of dogs
naturally infected with the canine distemper vineurological phase using the stem cells
from fetal canine olfactory epithelium]. 2014. 108Dissertacédo (Mestrado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, emsidade de Sao Paulo, Séo Paulo, 2014.

A cinomose é uma doenca infecciosa de ocorréncraialugque acomete diversas espécies de
carnivoros domésticos e selvagens. Devido ao altel e mortalidade de pacientes com
cinomese, tratamentos alternativos e eficazes ros®& necessarios. A terapia utilizando
células-tronco € uma ciéncia em formacao considenath alternativa terapéutica promissora
no tratamento de diversas patologias degenerativaesditarias e inflamatorias. Portanto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar e caanparresposta sistémica dos animais
infectados com o virus da cinomose canina tratadosterapia medicamentosa convencional
(Grupo Suporte - GS) e animais que receberam temtmconvencional associado a terapia
celular com células-tronco mesenquimais de epitdfatorio fetal canino (Grupo suporte +
terapia celular- GSTC). O GS foi composto por cianonais (n=5) e 0 GSTC composto por
trés animais (n=3) que foram acompanhados pelogeerle quinze dias com avaliacdo da
evolucéo da patologia de acordo com as princidtesagoes clinicas e laboratoriais através
da andlise das alteracdes hematologicas, avall@ogaimica e urinaria. Os resultados nos
mostram que houve uma alta taxa de mortalidadenebos 0s grupos (GS=4) e (GSTC=2)
devido a gravidade dos sinais clinicos na fase aglal doenca, nos fornecendo dados
imprecisos da evolucdo clinica dos pacientes. @osel que faz necessario, estudos
posteriores que selecionem animais na fase craacdoenca, devido a estabilizacdo do
quadro clinico e as caracteristicas celulares éadas-tronco, que podem se tornar um
potencial método de controle do processo inflanatéistémico causado pelo virus da
cinomose, bem como promotor da reparacdo de ca@ukasidos lesionados pela injuria viral
direta, através da diferenciacdo e repovoamentocédelas danificadas, restaurando a

integridade e funcionalidade do Sistema Nervosdr@efSNC).

Palavras- chaveCinomose. Células-tronco. Infecciosa. Tratamevitius.
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ABSTRACT

PINHEIRO, A. O. de.Assessment of the experimental treatment of dogs tmally
infected with the canine distemper virus neurologial phase using the stem cells from
fetal canine olfactory epithelium [Avaliagdo do tratamento experimental de caesctaflos
naturalmente pelo virus da cinomose canina narfagmldgica com o0 uso de células-tronco
de epitélio olfatorio fetal canino]. 2014. 108 fisBertagcdo (Mestrado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, emsidade de Sao Paulo, Séo Paulo, 2014.

Canine distemper is an infectious disease of wodcdurrence that affects many species of
domestic and wild carnivores. Due to the high lesfemortality in patients with cinomese,
and effective alternative treatments are necesSaNular therapy is a promising therapeutic
alternative for the treatment of various degeneeathereditary and inflammatory diseases.
Therefore, this study aimed to evaluate and complage systemic response of animals
infected with canine distemper virus treated usiagventional drug therapy (suport group -
SG) and with cell therapy with using mesenchymahstells from canine fetal olfactory
epithelium (Suport group + therapy cell), followittge evolution of the pathology according
to the main clinical and laboratory findings thrbughe analysis of hematological
abnormalities, and urinary biochemical evaluatibhe GS was composed of five animals (n
= 5) and the GSTC composed of three animals (n we3g followed by fifteen days period
with evaluation of the evolution of the diseaseocadmg to the main clinical and laboratory
findings by analyzing haematological, biochemicald aurinary assessment. The results
showed that a high mortality rate (SG=4) e (SG+9Ck2 to the severity of clinical signs in
the acute phase of the disease, providing inaceulaia on the clinical evolution of patients.
We conclude that is necessary, to select animatdubther studies in the chronic phase of the
disease, due to the stabilization of the clinical aellular characteristics of stem cells, which
can be a potential method of controlling systemftammation caused by the virus distemper,
as well as a promoter of cell and tissue repaiotesi by direct viral injury, through
differentiation and repopulation of damaged cekstoring the integrity and functionality of
the Central Nervous System (CNS).

keywords: Distemper. Stem cells. Infectious. Twesatt. Virus
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1 INTRODUCAO

A cinomose é uma das doengas mais comuns e impEstda espécie canina, que
determina altos indices de mortalidade, possuimdiicés de letalidade inferior apenas
comparado a raiva canina (BARBOSA; PASSOS, 2008CHARY, 2009). E uma
enfermidade infecciosa altamente contagiosa deilmligtdo mundial (BEER, 1988) que
acomete membros da familia Canidae (caes, lobgmsas, coiotes, dingo, chacal e
guaraxains), aléem de mamiferos das familias Feljldmpardo, ledes, tigres, e guepardos),
Mustelidae (furdo, visdo, doninha, arminho, mai¢augo, cangamba e lontra), Viverridae
(civet), Procyonidae (urso formigueiro, panda eounegro) e Cercopithecidae (macaca
mulatta) (BEER, 1988; WEISTINS, 2007; MEGID et aRP09; QUI et al., 2011;
COTTRELL et al., 2013).

Células-tronco séao células indiferenciadas que yasmsscaracteristicas desejaveis,
como autorrenovacgao, diferenciacdo em diversasadiahs celulares, apoio de fatores na
hematopoiese, crescimento e secrecdo de citoamasiorregulacdo com capacidade de
interagir com células envolvidas na resposta imeaneontrole da resposta inflamatoria
sistémica, que podem se tornar candidatas prorass@ terapia celular (BYDLOWSKI et
al., 2009; PACINI, 2014). As células-tronco mesenm@gus sdo amplamente estudas e
utilizadas em doengas que envolvem o sistema nemvestral (lesbes medulares cronicas,
acidente vascular cerebral, esclerose multiplaynmegismo raquimedular agudo, anodxia
neonatal, isquemia cerebral, epilepsia, doencaadkirBon e lesdes de nervos periféricos)
(PAULA et al., 2005; BYDLOWSKI et al., 2009) doescalo sistema hematolégico
(leucemias e linfomas) e doencas cardiovascul@EAMOTO; CAMPOS, 2004). Segundo
Granger et al., (2012) as células-tronco de epitélfiatério sdo amplamente estudadas em
animais e seres humanos em ensaios clinicos rapddos que envolvem o0 sistema nervoso
central.

Por sua incidéncia e relevancia tanto em animaisédticos como em silvestres, o
presente estudo tem como objetivo avaliar a reapstémica dos animais infectados pelo
virus da cinomose canina, tratados experimentabrmorh células-tronco de epitélio olfatorio
fetal canino, através do acompanhamento das a@t&gdaboratoriais e evolugdo dos sinais
clinicos, baseado na hip6tese de que a terapitac@ode promover beneficios na resposta
imunomoduladora e recuperagdo dos pacientes atdavgsssivel reparacao tecidual do SNC

e outros sistemas acometidos pela injaria viratdir
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2 JUSTIFICATIVA

A cinomose canina é uma doenca de caes e carniselh@gens, causada por um
morbilivirus da familigParamyxoviridag altamente contagiosa e com incidéncia mundial.
Devido a alta taxa de mortalidade de cées infestgmdo virus da cinomose, com a
utilizacdo de protocolos terapéuticos empregadaslraente, faz-se necessario o estudo
de terapias alternativas e inovadoras. Os carrdvdmnésticos sdo considerados um
modelo ideal para estudo de disfuncbes ou doenga@pmetem 0s seres humanos, pois
possuem similaridades de inUmeras desordens dea@eéeética e/ou doencas cronicas e
degenerativas. Além disso, eles também podem siémémnte manipulados, o que torna
viavel a conducao de experimentos com resultad@s coafiaveis.

A utilizacdo da terapia com células-tronco mesengis (MSCs) em caes
infectados naturalmente pelo virus da cinomose, apumdro multissistémico e
envolvimento do sistema nervoso central (encefabim), € justificada devido a
capacidade de diferenciacdo em células neuron@@s-®euronais que podem favorecer a
reparacao tecidual causada pela injaria viral, aflencontrolar a resposta inflamatéria
sistémica devido sua acdo imunomoduladora.

Portanto, o presente estudo visa aprofundar o coankato a respeito da resposta
clinica e sistémica proporcionada pela terapia célma-tronco, auxiliando no tratamento
sistémico e neuroldgico causada pela injuria diedta, esperando-se que os resultados
deste experimento possam contribuir para estudosesiaosta imunomoduladora das

células-tronco sobre uma doenca viral com alta rdade na medicina veterinaria.
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3 OBJETIVO

O objetivo deste experimento € avaliar os efeitostrdtamento experimental com
células-tronco de epitélio olfatorio fetal canimo animais infectados naturalmente pelo virus

da cinomose canina na fase aguda com comprometimeantoldgico.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* |solar, caracterizar e formar um banco de célutaseb de epitélio olfatorio fetal canino.

* Testar o tratamento experimental com célulaseiode epitélio olfatorio fetal canino em
cées infectados naturalmente pelo virus da cinowersea na fase aguda.

* Avaliar e comparar as alterac6es hematoldgicasjudmicas e urinarias de cées infectados
com o virus da cinomose canina, tratados e ndadtatcom células-tronco de epitélio
olfatorio fetal canino.

* Avaliar a evolucdo da patologia acompanhando @ue@o clinica e neurologica dos cées

infectados.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 CINOMOSE CANINA

4.1.1 Etiologia

A cinomose é uma doenca causada por um RNAvirdarddia Paramyxoviridaee
do géneromorbilivirus (NOLETO, 2009; ZACHARY, 2009) com simetria helidal que
mede aproximadamente 100- 130nm e que antigenid¢aresta relacionado com os virus da
peste dos pequenos ruminantes, da peste bovinggrdmpo em humanos, do sarampo nas
focas, morbilivirus equino e morbilivirose do golib e do boto (CORREA; CORREA, 1979;
WEISTINS, 2007; ZACHARY, 2009). Esse virus infe@aimais imunossuprimidos, nao
imunizados ou que apresentam esquema vacinal inetmmgque tenham contato direto com
animais infectados ou meio ambiente contaminadoGNBIRA et al., 2009). Susceptivel ao
calor, luz, detergentes, desinfetantes e acidosn@io ambiente a dessecacdo desse virus
ocorre 14 horas apds o contato com raios solageslaboratério o virus € inativado & §®r
10-30 minutos. Quando conservado em baixas temjpasatele se mantém viavel por meses
a #C e quando congelado, por anos. Os desinfetantesins como os fenodis e amoénio
quartenario, destroem facilmente o virus, além d¢erdentes e acidos (pH < 4,4)
(SCHMIDT, 1987; FENNER et al., 1987; McCANDLISH,20y SHERDING, 2008).

4.1.2 Fisiopatologia

A cinomose canina € uma doenca viral de apresentlgdica aguda, subaguda ou
cronica que afeta principalmente o sistema respicgtgastrintestinal e nervoso (MANGIA;
PAES, 2008; SONNE et al., 2009). A patogénese mddpde da doenca sao influenciadas



27

de acordo com as condi¢des imunoldgicas do hospedgade do animal, viruléncia e dose
da cepa envolvida (SHERDING, 2008; NELSON; COUTQ1®.

Os animais infectados e doentes eliminam o agdrdeés de secrecdes oculonasais,
lacrimais, salivares, urinarias e aerossois (BEEB88). Os animais susceptiveis sao
infectados através das vias respiratorias supsriowepor via digestéria por contato direto
com secrecdes e aerossoOis ou indireto por foméksientos e dgua contaminada por
secrecdes de caes enfermos (CORREA; CORREA, 19r9)rus ingerido € absorvido por
macrofagos orofaringeos, mas ndo sédo capazes deviseb em contato com o &cido
cloridrico (McCANDLISH, 2001).

Apds o contato do virus com o epitélio respirat@uodigestorio ocorre a replicagcéo e
disseminacéao viral pelos macrofagos para os ganghéaticos regionais (retrofaringeos e
bronquiais) e tonsilas. Entre quatro e seis diasrecnova replicacdo e disseminacdo aos
tecidos linféides sistémicos envolvendo figado, obatimo, linfonodos mediastinicos e
mesentéricos e trato gastrintestinais, causandceroninicial na temperatura corporal e
leucopenia. No periodo do oitavo ao décimo diagws\se dissemina aos tecidos do epitélio
(epiteliotropismo) e sistema nervoso central (SNiBurotropismo). Apos este periodo o
efeito subsequente varia conforme a resposta irdonieospedeiro, que pode incluir a fase
subclinica com recuperacgéo total e eliminagdo dasvatravés da resposta imune rapida e
efetiva do organismo; fase cronica pela respostmatdgica lenta ou parcial com sintomas
multissistémicos ausentes ou discretos com posksilé de resultar em uma encefalomielite
desmielinizante cronica pela instalacdo do virus SMC; e forma aguda com sinais
multissistémicos e encefalomielite no SNC pela gsspimune ineficiente e que causa alta
taxa de mortalidade (BEER, 1988; MANGIA; PAES, 20881ERDING, 2008; ZACHARY,
2009).

4.1.3 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos da cinomose sdo multissistémiogariaveis, desenvolvem-se
pouco tempo apds a infeccdo e acomete o tratoraé®pd, gastrointestinal e SNC
(SHERDING, 2008; SONNE et al., 2009; DIAS et al012). O virus é capaz de causar
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imunodepressdo grave que favorece sinais sisténgi@osadas por infecgbes bacterianas
secundérias (CHRISMAN, 1985).

As alteracdes clinicas observadas inicialmente xame fisico incluem prostracéo,
inapeténcia, febre, secrecdo ocular serosa ou mudepta, aumento das tonsilas e
linfonodos, ruidos bronquiais, crepitagdes e sibilos cdes com broncopneumonia, vomitos,
diarréia, desidratacdo, dermatite pustulosa abdantiiperqueratose nasal e coxins podais. O
envolvimento de hiperqueratose em coxins podaiscandjue possivelmente ocorrera
envolvimento de SNC (CHRISMAN, 1985; McCANDLISH, @0 LITFALLA et al., 2008;
NELSON; COUTO, 2010). Além disso, os cées infectadarante o desenvolvimento da
denticdo podem apresentar hipoplasia de esmaltérae(McCANDLISH, 2001). No exame
oftalmolégico podem ser identificadas alteragcdesnaocoriorretinite, neurite Optica e
deslocamento de retina (NELSON; COUTO, 1994). Dedc com Rezende (2009), atraveés
de estudos histopatolégicos do coracdo de cédes aboomose, observa-se presenca de
alteracdes miocérdicas, caracterizadas por mideardegeneracdo hialina, hiperemia e
hemorragia.

As doencas inflamatdrias do SNC sdo causadas pooonganismos infecciosos,
parasitarios ou reacfes imunes (LORENZ, 2006).r@svia cinomose é uma das principais
causas de doencgas neuroldgicas em cades. Os seaislagicos podem surgir durante a
apresentacdo multissistémica ou apdés meses dadeuraanifestacdo inicial da doenca,
consideradas irreversiveis e tratadas sintomaticgnguando ndo ha indicacdo de eutanasia
(CHRISMAN, 1985; BRITO et al.,, 2009). Entre os ssnaeuroldgicos mais comuns se
incluem mioclonia, convulsdes, ataxia, incoordenab#erestesia, andar em circulos, rigidez
muscular, vocalizagdo, reacfes de medo e cegud®@SKINS, 2004). Sinais neuroldgicos
como paresia e ataxia dos membros posteriores pgdermausados por acometimento da
medula espinhal toéracolombar, que pode evoluir paradro de tetraplegia em caso de
acometimento de medula cervical (CHRISMAN, 1985).

4.1.4 Diagnostico

O diagnostico da cinomose se baseia na anamness sinais clinicos. Nos casos

subagudos o diagnéstico clinico pode se tornaraweli (HOSKINS, 2004). Os métodos
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utilizados para diagnéstico laboratorial se baseiam pesquisa por inclusdes virais,
isolamento viral, imunofluorescéncia indireta, RCH2 n-PCR e RT-iiPCR (SCHIMIDT,
1987; NELSON; COUTO, 1994; AMARAL, 2008; WILKES at, 2014)

Segundo trabalho realizado por Hoskins (2004)rexipais alteracdes laboratoriais
identificadas em cdes com cinomose, sao anemiaoo@ioa normocrémica, leucopenia,
trombocitopenia, hipoalbuminemia, e elevacdo dagafvaalfa 2 das globulinas e que sé&o
alteracOes laboratoriais que podem auxiliar nordgatico clinico. Entretanto, McCcandlish
(2001) os achados bioquimicos séo inespecificos.

A anemia normocitica normocrdmica € atribuida aonemto da destruicdo
eritrocitaria, seja pela destruicdo direta pelawiou pela reagcdo imunomediada através da
deposicdo de imunocomplexos na membrana dos @oagdpela diminuicdo da producao de
eritrécitos (MENDONCA et al., 2000).

O leucograma pode se apresentar varidvel de acomioapresentacdo clinica, com
episddios de leucopenia devido a replicacdo vimasiatema linféide ou leucocitose devido a
infeccdes bacterianas oportunistas que levam &ddose por neutrofilia (SILVA et al.,
2005).

Durante a fase aguda a linfopenia se caracterizaup@a deplecdo transitoria de
células T helper (CD4), células T citotdxicas (CB8)élulas B (CD21) no sangue periférico.
O reduzido numero de células imunes circulantgsisdica pelo dano celular ocorrido nos
orgaos linféides que alteram a producdo celulaela ppoptose de leucécitos no sangue
periférico. Os linfocitos T sdo mais afetados eV virus que os linfécitos B, ocorrendo a
deplecéo rapida de linfocitos T Helper (CD4) patiagisemanas. A destruicdo de linfocitos T
citotéxicos € menor, sendo capazes de se recupermre menor tempo (PINOTTI et al.,
2009).

As inclusdes citoplasmaticas denominadas Corpusaéo.entz sédo visualizadas em
eritrocitos e leucacitos na fase de viremia da daen quando identificadas, sdo seguramente
patognoménico da cinomose canina, mesmo sem degaglinicas identificaveis
(ALMEIDA et al., 2009). De acordo com Noleto et @011) a infeccéo transplacentaria tem
sido relatada em caes domeésticos, com presenca aipusculos de inclusdo
intracitoplasmaticos em caes neonatos.

A analise do liquido cerebroespinhal pode serzadé para diagnosticar processo
inflamatorio do SNC, na qual, nos animais com ciosen pode ocorrer aumento de
celularidade, com concentracdo de proteinas elevaaaoutros casos, pode-se observar

exclusivamente aumento de proteinas, sem difeneogaalor de celularidade ou mesmo se
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apresentar normal (CHRISMAN, 1985). A sorologia lttpuido cérebro espinhal deve ser
realizada para pesquisa de anticorpos contra ageriéeciosos. Em animais saudaveis deve-
se encontrar pouco ou nenhum anticorpo. Em cdesapresentam grande quantidade de
anticorpos intratecais, a analise indica que estarendo producdo de imunoglobulinas
contra os anticorpos encontrados e que sao osdmasada encefalite recorrente (FENNER,
2004).

No diagndsticqpost mortende animais suspeitos a imunohistoquimica demosstra
um método eficaz na deteccdo do virus da cinomasma, permitindo a visualizacdo da
marcacdo de antigenos virais e corpusculos des@clem diversos tecidos como coxins
digitais, estbmago, palpebras, orelhas, tonsilafgnodos, lingua e cerebelo (SONNE et al.,
2009)

4.1.5 Tratamento

O tratamento da cinomose canina se baseia em tratarsintomatico e de suporte de
acordo com a apresentacao clinica (McCANDLISH ,12@D tratamento convencional para a
cinomose nao € muito eficaz, pois as sequelass@iantes, sendo em muitos casos indicada
a eutanasia (UEDA et al.,, 2008). Os cuidados deorgeipse baseiam na correcdo da
desidratacdo, através de reidratacdo oral ou sScHérdieta leve e de alta qualidade e
cuidados de manejo adequado (McCANDLISH, 2001).

As infecgBes secundarias ocorrem devido a imunosss@o, que podem levar a
guadro de pneumonia bacteriana que requerem diddigrapia de amplo expectro. A
vitamina B deve ser suplementada devido a perdadgietese e anorexia (GREENE, 1990).
Em caso de émese e diarréia deve-se utilizar adétiiers e limitar a ingestdo de alimento
(SHERDING, 2008)

A terapia anticonvulsivante deve ser realizada aso€ de manifestacdes neurologicas
como mioclona e crises epilépticas. Os medicamedé®leicdo sdo o fenobarbital e o
brometo de potassio (TILLEY; SMITH Jr, 2008).
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A acupuntura é um tratamento eficiente em animaifase crénica e com alteragcdes
neuroldgicas. A associacdo entre o tratamento cmimeal e acupuntura € uma opgao para

evitarmos as sequelas e até o obito (UEDA et @8R

4.1.6 Prognéstico

O prognostico é reservado nos casos de cinomosaguncipalmente se 0s sinais
neurologicos forem identificados e estiverem emnmalevolucdo. Os tratamentos de suporte e
sintomético das infec¢Bes secundarias aumentarhaases de recuperacdo do paciente com
gualidade de vida (HOSKINS, 2004).

4.1.7 Prevencao e Controle

A imunizacgao de cédes contra a cinomose deve coasidedade na qual os cées se
tornam susceptiveis a cinomose. A idade é propuatiao titulo de anticopos maternos que
variam de acordo com a transferéncia através disitol materno. Devido idade variada em
que os filhotes se tornam susceptiveis a cinonaabajnistra-se uma série de vacinacdes de
acordo com programas de imunizagcédo que maximizprakabilidade de induzir a imunidade
(HOSKINS, 2004). A imunizacdo por meio da vacinag¢da Unica abordagem eficaz na
prevencdo da cinomose em cdes (LECOTEUR; GRAND®4R0

4.2 Células-tronco e terapia celular

As células-tronco sdo células indiferenciadas qussyem como principais
caracteristicas a autorrenovacao e a diferenciagédiversos tipos celulares de acordo com

as condi¢cdes do microambiente (BYDLOWSKI et al.020 Estas podem ser classificadas
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em células-tronco embrionarias e adultas. As emérias sao células pluripotentes isoladas
da massa interna dos blastocistos ou a partir tidgaségerminativas primordiais de um
embrido no inicio de seu desenvolvimento (BYDLOWS& al.,, 2009). As células
mesenquimais sdo consideradas ceélulas multipotegtes possuem potencial de se
diferenciarem em mudltiplas linhagens celulares. @fsideradas relevantes no uso da terapia
celular devido sua simplicidade de isolamento. Depessuir padrdo fenotipico minimo para
sua caracterizacdo em células mesenquimais conepéramla ao plastico; marcadores de
membrana positivos para CD105, CD73 e CD90 e mareachegativos para CD45, CD34,
CD14 ou CD11b, CD79 ou CD19 e HLA-DR; e devem difeiar-se em vitro em linhagens
de condrdcitos, adipdcitos e osteoblastos (DOMIN&EIal., 2006; NERY et al., 2013).
Possuem capacidade imunomoduladoras e imunossoiaesgie ampliam as possibilidades
terapéuticas. S8o capazes de secretar uma gramwelade de citocinas pro e anti-
inflamatorias e fatores de crescimento, que podespgocionam a modulacdo da resposta
inflamatoria, o restabelecimento da vascularizag&eparacgao tecidual e a inducao de células
presentes nos tecidos a secretarem substanciagdumsem células ndo diferenciadas a
realizarem o processo de reparacao tecidual (MORDERO10).

A terapia celular busca restaurar a funcionaliddeldecidos ou 6érgdos através da
protecdo da reconstituicdo celular ou reposicdcélidas lesionadas por células sadias. As
células-tronco tecido-especificas tornaram-se itapte fonte para reposicdo celular,
podendo ser transplantadas no local da lesédo outadas ao local por meio da estimulacéo
da sintese de moléculas quimiotaticas (OKAMOTO; GXM, 2004). E uma abordagem
inovadora na medicina humana e veterinaria, qu& isefuida inequivocadamente na area
médica, como um grande avanc¢o no restabelecimenteaitios lesionados ou perdidos em
consequéncia de doencas Osseas, cardiacas, imuadazed neurodegenerativas. Em
contrapartida, apos a realizacdo de ensaios pi€adie clinicos, a terapia baseada em MSC
enfrenta uma fase desafiadora. Ensaios clinicos ré@atado beneficios moderados néo-
duraveis com a terapia, que causaram inicialmexpectativas que nao se consolidaram,
necessitando com isso estudos de maior abrang@@INI, 2014). Portanto, € importante
desenvolver padrdes internacionais de producdo M8@spraticas otimizadas de qualidade
e praticidade médica, que sejam fiscalizadas paa agéncia reguladora que busque uma
medicina baseada em evidéncias, tornando a terghidar um tratamento amplamente
adotado para diversas doencas (IKEBE; SUZUKI, 2014)

Em relacdo as doencas do sistema nervoso centnatopé conhecido sobre os

mecanismos responsaveis pela melhora funcionatnapia celular. No entanto, acredita-se
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que alguns processos podem envolver a inducdo deogémese do local da leséo, a
transdiferenciacao celular, a fuséo celular e wcefaracrino (PAULA et al., 2005).

Mesmo diante ao fato de na atualidade varios esmsalinicos estarem em
andamento em diversas fases de experimentacaddesi@mportantes continuam aguardando
comprovacdes cientificas (NERY et al., 2013). Qoaas vias a serem utilizadas na
administracéo da terapia celular, podemos citagrdos trabalhos baseados em experimentos
comparando a eficacia da terapia, relacionado cdipoode via de administracdo com 0s
sistemas organicos acometidos pelas patologiasadaedo com Fischer et al. (2009),
classificam as vias locais e arterial como as mf@Bvas na administracdo da terapia celular.
Em seu experimento, foi realizado tratamento caolagtronco mesenquimais em ratos com
lesdo cerebral traumatica moderado (LCT) utilizaddse Unica por via endovenosa de 4 X
10°, 24 horas pés-trauma, que ndo proporcionou per \ai um enxerto substancial de
células no cérebro ou melhoria da recuperacao doati Este resultado ocorreu, devido ao
efeito de primeira passagem pulmonar, em que aowascularizacdo pulmonar realiza efeito
de filtragem evitando que as células atinjam autagio arterial. Quanto a quantidade de
células a serem utilizadas, ainda néo estabelexen+simero minimo de células necessarias
para exercer um efeito terapéutico no interior e &a lesdo do 6rgdo alvo para diversas
doencas.

4.2.1 Células-tronco derivadas de epitélio olfatéoi fetal canino

O epitélio olfatério € um oOrgdo sensorial respoebgela sensibilidade olfativa,
situado na regido dorso-caudal da cavidade nagadrisr as fossas nasais, que revestem o
etmoide e a concha dorsal (JUNQUEIRA; CARNEIRO, £Z08AMUELSON, 2007). No
epitélio olfatério a neurogénese é continua, pagreto-se por toda a toda a vida. Este
epitélio esta em contato direto com o ambienteregte suas células estdo constantemente
expostas a agentes e substancias nocivas (HASSERWER et al., 2009). E um
neuroepitélio compreendido por um epitélio colupaeudo-estratificado espesso, formado
por trés tipos celulares: Células olfatorias, @dulde sustentacdo e células basais
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; SAMUELSON, 2007).
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As células olfatérias sdo o componente principalegitélio, sendo um neurénio
bipolar que responde aos agentes quimicos do@anecem o sentido olfativo. As células de
sustentacdo sdo compreendidas por corpos colugaese projetam em direcdo as vias
aéreas. Possuem a funcdo de fornecer suporte fisigoa porcdo neurossensorial, como
também proteger as células olfatérias, facilitarglm nutricdo. As células basais sao
consideradas as células-tronco do epitélio olfat@evido sua habilidade pluripotencial que
pode originar células de sustentacdo ou olfato8as. células pequenas e arredondadas, que
situam-se na regido basal do epitélio, entre asilalde sustentacdo e olfatorias
(SAMUELSON, 2007).

Na medicina humana, as células-tronco de epitéfliddoio de pacientes com doencas
neurodegenerativas e familiares ja sao utilizadasocmodelo de estudo de doencas como a
esquizofrenia, Doenca de Parkinson e disautoncamnigir, mostrando alteracdes especificas
da doenca através da expressdo génica e funcGdaresl (MACKAY-SIM, 2012). De
acordo com Murrel et al. (2005) resultados obtidesonstraram a existéncia de uma haste-
multipotentes como célula da mucosa olfativa (gitapterapias de transplante autdlogo de
estudos celulares e de doenca.

Segundo Alves (2009) foi comprovado a existénciacékilas-tronco no epitélio
olfatério fetal canino que foram caracterizadas cadlulas-tronco mensenquimais (MSCs).
Em cultivo, apresentaram uma morfologia similar as dibroblastos e uma proliferacao
acelerada e indefinida sem alteracfes fenotipipasci@veis. Também foram acessiveis a
criopreservacdo com alta viabilidade pos-congelamnsimilar a das células ndo congeladas,
0 que faculta a criagdo de banco de células parsaBipesquisas da sua viabilidade celular. A
analise imunofenotipica revelou expressao inespaaie marcadores HLA-DR, HLA-ABC,
CD13, CD29, CD31, CD73 (SH3), CD90, CD105 (SH2pressao positiva dos marcadores
CD29 (integrinapl) com uma leve tendéncia a expressdo para o CDC®3I} e nédo
expressdo dos marcadores especificos de célulastdpmoiéticas CD44 e CD45. Sob
condi¢cdes especificas de cultivo, foram capazesséediferenciarem em linhagens
osteogénicas, adipogénicas e neurogénicas. Estadacsugerem que as MSCs derivadas de
epitélio olfatério fetal canino representam umatdopotencial de células-tronco, bastante
promissora na medicina regenerativa e terapia arelgrincipalmente no tratamento de
doencas neurologicas, devido a sua capacidaddetterdiiacdo em linhagens neurogénicas.

Quanto a diferenciacdo neurogénica, estas célulaset foram cultivadas e avaliadas
por imunofluorescéncia indireta, com observacdocélaelas com expressao positiva para

marcadores de precursores neuronais, com marcagsitv@ pelo marcador GFAP e
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marcacao nuclear positiva de células com DAPI rauclEm adi¢do, a imunohistoquimica
evidenciou células fusiformes com expressao pesd& neurofilamentos, um componente do
citoesqueleto neuronal (ALVES et al., 2010).

As células-tronco neuronais sdo excelentes camdidpaira transplantes porque,
conforme relatos de Walton e Wolfe (2008) tém destrado repor tecido nervoso, elaborar
fatores tréficos para o resgate de disfuncdo dedn@s enddgenos, inibir inflamacdes e
veicular proteinas terapéuticas. Recentes desestdaitcapacidade regenerativa no SNC com
células-tronco neurais traz a possibilidade deregi@® de danos teciduais resultantes da
deterioracdo através de doengas neurodegenerati@somo esclerose lateral amiotrofica,
doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, lesO@sedela espinhal e cerebrais, acidente
vascular cerebral (AVC) e traumas (NERY et al.,301

Ha duas estratégias basicas para a terapia celkgadoencas neurodegenerativas. A
primeira se baseia na cultura das células-trorindwg&o no tipo celular neuronal desejado e
0 segundo na implantagcéo direta de células-troNeste caso fatores endégenos secretados
pelo tecido danificado induzem a diferenciacéonalizacdo dos mecanismos de reparacéo
endogena (NERY et al., 2013).
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5 MATERIAL E METODOS

Este experimento foi aprovado pelo comité de étiaaFaculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos da Universidade de Sao oPasbb protocolo numero
13.1.1757.74.6 emitido em 11/12/2013.

5.1 DESENHO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado de acordo com a fiduadpaixo:

Figura 1 - Desenho experimental do projeto

cinomose canina
Coleta e cultivo de MSCs l

[ Seleg¢do de animais com]

bioquimica, urinaria e avaliacao clinica

Dia 0 - RT- PCR, analise hematoldgica, ]

Banco de MSCs

Dia 3- Inoculag@o das MSCs pela via endovenosa
1x10° /Kg ‘L
Dia 6 - Analise hematoldgica e avaliagdo clinica

!

Dia 9 - Analise hematoldgica e avaliacdo clinica

v

Dia 12 - Analise hematologica e avaliacdo clinica

"

Dial5 - Analise hematologica, bioquimica,
urinaria e avaliacdo clinica

Fonte: (PINHEIRO, A. O., 2014)
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5.2 LABORATORIOS

O presente estudo foi o realizado no Laboratéri€élelas-tronco e Terapia Génica e
na Unidade Didatico Clinico Hospitalar da Faculdatke Zootecnia e Engenharia de

Alimentos da Universidade de Sao Paulo — Pirasgsiamun

5.3 ESTABELECIMENTO DO CULTIVO CELULAR

Foi estabelecido o cultivo celular de acordo @snsec¢des abaixo:

5.3.1 Obtencéo dos animais

Foram utilizados 20 fetos caninos de terco gemtatifinal (média de 60 dias),
provenientes de Uteros gravidicos sem raca defi(8RD) oriundas de programas de
castracdes nas clinicas das cidades e nos arratloif@gassununga-SP credenciadas com o

programa.

5.3.2 Coleta de amostras de epitélio olfatorio fdtaanino

Foram coletados fragmentos do epitélio olfatérios detos sob necropsia, em
condicOes estéreis, 1 a 2 horas post mortem, tachklina por¢do superior da cavidade nasal
abaixo da lamina crivosa do osso etmdide, antegontenao bulbo olfatorio. O procedimento
foi realizado através de corte sagital do cran®atomais.
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5.3.3 Isolamento e cultivo de células-tronco de égiio olfatorio fetal canino

Os fragmentos do epitélio olfatério coletados fior@epositados em placas de Petri e
lavados com solucdo tampdo PBS 5% adicionados de% 5 de antibidticos
(penicilina/estreptomicina). O material devidamehigienizado foi colocado em uma nova
placa de Petri para realizacdo de dissociacdo qaioom 1mL de Tryple Express 0,25%
(Invitrogen, Cat. No 12604) e incubada em estud8,8° C com umidade relativa de 80% e
atmosfera gasosa de 5% de QiDrante 30 minutos. Para otimizar o processo lgdcao
das ceélulas olfatorias foi realizado simultaneamena dissociagdo mecanica.
Subsequentemente a amostra foi inativada com 1 enine€io de cultura DMEM/ F12 e
centrifugadas por 5 minutos em 303 g. Logo aposneio foi descartado e o pellet
ressuspendido e plaqgueado em placas de petri aher3acrescido de 2 mL de meio de cultivo
composto por: 82% de DMEM/F-12 (Invitrogen, caXl® 10565-018) suplementado com
15% de soro fetal bovino (SFB — Invitrogen. cat. 12657-029), 1% de aminoacidos n&o-
essenciais (Sigma. cat.°NV-7145), 1% de L-glutamina (Life. cat. °N25030), 1%
penicilina/estreptomicina (Life. cat’Nl5140-122) (Tabela 1).

Tabela 1 - Composi¢&do do meio de cultura utilizad@ cultivo

Componente Caddigo Porcentagem 50 mL
DMEM/F12 (Invitrogen) 10565-018 82% 41 mL
SFB (Sigma) 12657-029 15% 7,5 mL
Aminoacidos nao essenciais (Sigma) M-7145 1% 500 pL
L-glutamina (Life) 25030-081 1% 500 pL
Penicilina e Estreptomicina (Life) 15140-122 1% 00

Fonte: (ALVES, F., 2010).

5.3.4 Criopreservacao

As células destinadas ao processo de criopresenvimgam distribuidas em criotubos

com capacidade de 2 mL de meio de congelamento asimgor: 45% de DMEM/F-12
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(Invitrogen, cat. R 10565--018) , 45% de soro fetal bovino (SFB — thogen. cat. N
12657-029) e 10% Dimetil-Sulféxido (DMSO) (Tabelp Primeiramente, foi adicionada as
células com o meio DMEM/F12 suplementado com o &#iB posterior adicdo do DMSO.

Os tubos foram identificados conforme tipo celutemne, data e passagem e alocados
em dispositivo proprio de congelamento “Misterftgsara resfriamento lento das células.
Este dispositivo permite o congelamento d&C-Por minuto, apés serem colocados &
temperatura de -8G. Apds 24hs os tubos foram transferidos para quemom nitrogénio
liquido (-196C) no qual permaneceram armazenados e criopressrvadr tempo

indeterminado para posterior utilizagao.

Tabela 2 — Composicao do meio de criopreservacao

Componente Cadigo Porcentagem  Para 2 mL
DMEM/F12 (Invitrogen) 10565-018 45% 900 pL
SFB (Sigma) 12657-029 45% 900 pL
Dimetil-Sulféxido (DMSO) D2650 10% 200 pL

Fonte: (ALVES, F., 2010)

5.4 CARACTERIZACAO DAS CELULAS-TRONCO DE EPITELIOIGFATORIO FETAL
CANINO

As células-tronco foram testadas com a aplicacabwveesos testes de caracterizacao

celular.

5.4.1 Curva de crescimento das células de epitébtdatorio fetal canino

Para avaliar a capacidade de propagacdo em celtvgerfil de replicacdo celular,
foram plaqueadas células em primeira passagem densidade de 3xi®or placa de petri
(35mm) num total de 03 placas para aumentar a@autés resultados. Apés o periodo de 96

horas, as células foram tripsinizadas e o niméabdeterminado pela contagem celular.
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Para a contagem celular, o meio foi retirado e 2 aelLtripsina foi adicionado,
aguardando 15 minutos em estufa a 3ghara que as células aderidas fossem removidas do
fundo). Logo apds, as solucbes foram transferidaa jpubos conicos de 15 mL e entdo
adicionados 2 mL de meio de cultura para inativadg@o tripsina. Os tubos foram
centrifugados por 5 minutos a 303 g, com postelescarte do sobrenadante e suspensao do
pellet celular em um 1 mL de meio de cultura.

Com o auxilio de uma pipeta, o pellet foi homogea@o e 10 pL da solucéo foi colocado
na Camara de Neubauer para contagem celular. Bdizaga a contagem dos quatro
quadrantes grandes das extremidades, sendo odmtaElulas vivas multiplicado por 1
(diluicdo) e por 1H(profundidade da camara e correcdo por mL) dididlise este valor pelo
namero de quadrantes contados, conforme descii®@bApds a contagem, as quantidades

foram anotadas para posterior anélise gréfica.

Numero total de células contadas x fator de dituicad

Numero de quadrantes contados

Em cada repique, foi replagueado novamente igualendi de células no valor 3X10
em 03 placas de petri de 35 mm. Este processedbzado até a oitava passagem, onde o
namero total de células contadas apds o repiqudaceeram menor que o niumero de
células plagueadas.

De acordo com os dados obtidos durante varias gessafoi estabelecido o padréao
da curva de crescimento desta linhagem celulardmno o tempo de geracdddubling
time) com base na seguinte férmula (CONSIGLIO et 81112.

DT =Ct
Cd

Onde: Dt — tempo de geracdo/duplicacéo, Ct — tesepmultivo, Cd — células

duplicadas, sendo que:

Cd = In(nf/ni)
In2
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5.4.2 Avaliacdo da capacidade de formacéo de colési

Para avaliar a capacidade de formacgdo de colérdascélulas-tronco de epitélio

olfatério fetal canino, 1xI0células em primeira passagem foram plagqueadasésnplacas

de cultivo de 100 mm de diametro, respectivamekgecélulas foram mantidas por onze dias
em cultivo e o meio foi trocado a cada trés digssAeste periodo as culturas foram lavadas
duas vezes por cinco minutos com tampao PBS, fsxadasolucdo de paraformaldeido a 4%
durante 30 minutos, lavadas novamente trés vezesipco minutos com tampao PBS e
coradas com Giemsa 0,1% por 15 minutos a temparatonbiente. Apdés a lavagem das
células com PBS para retirada do excesso do cofanfgossivel a visualizagdo e contagem
das colonias em coloracédo roxa. As coldnias comns rdai 200 células foram contadas e

fotomicrografadas.

5.4.3 Viabilidade celular

Para a realizacdo do teste de viabilidade celllarl@® células em primeira passagem
foram dispostas em trés tubos criogénicos, resfectinte. Apdés uma semana, as células
foram descongeladas em temperatura ambiente detridas para tubos coénicos de 15 mL
com adicdo de meio de cultura, para inativar actdade do criopreservador DMSO. Os
tubos foram centrifugados por 5 minutos a 303 gplorenadante foi descartado e o pellet
celular foi ressuspendido em 1 mL de meio de caltds células foram homogeneizadas e 10
puL de cada amostra foi aliquotado e adicionou-sg@ll@e Azul de Tripan. A solucéo foi
homogeneizada e contada em camara de Neubauerra@tecddzul de Tripan possui a
capacidade de penetrar nas células mortas atravésethbrana plasmatica das células
rompidas. Com isso, foi possivel calcular as pdegens de células vivas e mortas por meio

da visualizac&o das células tingidas.



43

5.4.4 Diferenciacéo In vitro

As células de epitélio olfatério fetal canino emcédra passagem, foram testadas
quanto a sua capacidade de diferenciacdo em céhdtsogénicas, adipogénicas e
condrogénicas com a utilizacdo de kits de difeagdm StemX VivoTM da R&D Systems
diferenciac@o e em células neurogénicas com ocedifgador monoetilglicerol (3 — mercapto-
1, 2-propanediol, M-6145, Sigma). Foram rigorosameseguidos os protocolos de acordo
com orientacGes do fabricante. Como controles nagatas células foram plaqueadas com

protocolos iguais empregados na diferenciacdonperé meio de cultura DMEN F-12.

5.4.4.1 Diferenciacdo Adipogénica

Para diferenciacdo adipogénica, 1 X &6lulas-tronco isoladas de epitélio olfatério
fetal canino foram cultivadas em meio de culturasi@& StemXVivo™ Human/Mouse
Osteogenic/Adipogenic (CCMO0Zpm 1% de penicilina/estreptomicina e trocado acad
dias. Ao atingir 100% de confluéncia, o meio basfob suplementado com meio de
diferenciacdo StemXVivo Adipogenic Supplement (CQAM0 e trocado a cada 4 dias no
total de 21 dias. ApOs este periodo ocorreu aathfgacdo pela identificacdo de células com
vacuolos lipidicos em seu citoplasma.

As células diferenciadas foram fixadas por 30 nugswd temperatura ambiente com
paraformaldeido a 4% e lavadas 3 vezes com sotag§uio PBS. Para coloracao, elas foram
incubadas a temperatura ambiente por cinco mirasiwsSudan Black e o excesso do corante

foi retirado com algumas lavagens com solugao tampéa
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5.4.4.2 Diferenciagao Osteogénica

Para diferenciacdo osteogénica, as células prewieneiltivadas foram plaqueadas
em 03 placas de 35 mm em uma densidade inicial de I’ em 2mL meio base
StemXVivo™ Human/Mouse Osteogenic/Adipogenic Baslid (R&D Systems, Catalog. #
CCMO007)com 1% de penicilina/estreptomicina e trocado achuds dias. Ao atingir 70% de
confluéncia, o meio basico foi substituido pelo onele diferenciacaaStemXVivo™
Osteogenic Supplemeriledia Supplement for Human MSC Osteogenesis (Gatdo
CCMO008) com 1% penicilina/estreptomicina e trocadmda 04 dias.

Apés 21 dias de cultivo, as placas de diferenciaggieogénicas foram lavadas com
solucdo tampéo PBS e fixadas durante 30 minutosparaformol a 4%. Apos a fixagcdo, as
placas foram lavadas novamente com tampdo PBSa dmgpiilada e corada com Alizarim

Red por 15 minutos.

5.4.4.3 Diferenciacdo Condrogénica

Para diferenciacéo condrogénica 2,5 % délulas derivadas de epitélio olfatério fetal
canino foram ressuspendidas em 5mL de meio basteon)&/ivo™ Human/Mouse
Chondrogenic (R&D Systems, n° cat. CCMO005) adicitmacom 1% de antibiotico
(penicilina/estreptomicina). As células foram cédagadas a 303 g por 5 minutos. O meio
basico foi descartado e o pellet ressuspendido @ml de meio de diferenciacdo (meio
basico suplementado co®temXVivo™ Human/Mouse Chondrogenic Supplerivieadia
Supplement for Human and Mouse MSC ChondrogenBgi® (Systems, N° cat. CCMO006),
Os pellets foram mantidos em tubos conicos de 1%aditionados de 0,5 mL de meio com
diferenciador, trocado a cada trés dias até ocardifierenciacao (21 dias). Apos este periodo,
as ceélulas foram fixadas por 30 minutos a tempexambiente com paraformaldeido 4%,
com posterior processo de desidratacéo e imersdpaesfina. Os blocos foram cortadados
em secOes de 5 pm com posterior processo de catoiEgm os corantes Alcian Blue e

Tricomo de Masson.
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5.4.4.4 Diferenciagdo Neurogénica

Para este procedimento, foi utilizado 3 X B@lulas proveniente do cultivo celular
que foram plaqueadas em placas de seis pocos, cpmesanca de uma laminula de
microscopia no fundo. Apds a identificacdo de 8@eanfluéncia celular, foi adicionado 0,5
L monoetilglicerol (3 — mercapto-1, 2-propanedidh6145, Sigma) em cada pogo. Apos
24hs realizou-se a fixacdo da cultura em parafateidb a 4%, procedendo-se o protocolo
para imunocitoquimica conforme item 5.3.5.1 paraseguintes marcadores de expressao
neuronal como proteina glial fibrilar acida GFAPBERFNestin [SP103] e Neuron specific
beta 11l Tubulin.

5.4.5 Métodos celulares

5.4.5.1 Caracteriza¢do imunofenotipica por Imuegecitmica

Para realizacdo do teste para imunocitoquimicacéhslas foram cultivadas em
laminulas de microscopia em placas de cultivo aeldé 6 pocos numa densidade de 3x10
células por poco. Apos atingirem 80% de confluérfoim efetuadas as lavagem do cultivo
com tampao PBS 3 vezes e a fixacdo com parafod®) por 30 minutos. Logo em seguida
foi realizado a lavagem com 2 mL de TBS 0,1% trégeg por 5 minutos. Foi realizada a
permeabilizacdo com Triton 0,1% por 20 minutos.l@ybeio foi efetuado com BSA 0,4%
por 30 minutos a temperatura ambiente para posté@rmbacdo overnight a°@ com
anticorpo primario diluido a 0,2% de tamp&o BSA.eAapas subsequentes foram realizadas
na auséncia da luz. Apds este periodo foi realiaddsagem com TBS 0,1% trés vezes por 5
minutos. As células foram em seguida incubadas aatinorpo secundario conjugado a uma
substancia fluorescente, diluido em tampdo BSA 0,@%Wante 2 hora a temperatura
ambiente. Lavou-se trés vezes com TBS 0,1% pombitos. Por fim foi efetuada a marcacao

especifica do nacleo com Hoechst (33342) na dituigéd 1:1000 por oito minutos com
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posterior lavagem com TBS 0,1% por um minuto. Lagas, foi realizada a montagem das

laminulas em l|aminas microscopia para posterioualizgacdo em microscopio de

fluorescéncia (Zeiss AXIO Imager. Al, Carl Zeiser@any; e Nikon Eclipse Ti-S, Nikon,

Japao). Nesta etapa foi testado o grau de expredsdonarcadores mesenquimais,

hematopoiéticos e neuronais com os anticorpositiesoa tabela 3 abaixo:

Tabela 3 — Especificacdo dos anticorpos primargpeeificos utilizados para a caracterizacdo de adares

mesenquimais e marcadores neuronais de célulasstomnepitélio olfatério fetal canino

Anticorpo Antigeno Empresa Cadigo Espécie Mono/poli Especificidade
Endoglin (CD105) 1gG2a Santa Cruz sc-71042 Rat Mono Mouse
CD34 IgG Santa Cruz sc-7045 Goat Poli Human/mouse/rat
Thy-1 (CD90) 19G Santa Cruz sc-6071 Goat Poli Human/mouse
CD45 1gG2a Santa Cruz sc-101839 Mouse Poli Cow
CD73 IgG Santa Cruz sc-14682 Goat Poli Human/mouse
CD79A 1gG1 Santa Cruz sc-20064 Mouse Poli Human
GFAP[GF5] 1gG2b Abcam Ab10062 Mouse Mono Mouse, rat, human
Nestin[SP103] 19G Abcam Ab105389 Rabbit Mono Human
Neuron specific beta IgG Abcam Ab18207 Rabbit Poli Mouse, Rat, Human,
Il Tubulin Marmoset
(common),
Dogfish/Catshark

Fonte: (PINHEIRO, A. O., 2014)
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Tabela 4 — Especificacdo dos anticorpos secundétitados na caracterizagdo de marcadores meseaigy

hematopoiéticos e neuronais de células-tronco iéliemlfatorio fetal canino

Anticorpo Antigeno Empresa Cadigo Espécie Mono/poli Especificidade

Goat anti- rabbit IgG Abcam ab6717 Goat Poli Rabbit
IgG (FICT)

Diluicdo 1:200

Goat anti- Mouse 1gG2b Abcam ah97249 Goat Poli Mouse
1gG2b

(FICT)Diluicao

1:200

Alexa Flaor 19G Invitrogen A21210 Rabbit Poli Rat
488(FICT)

Diliugédo 1:200

Alexa Fluor 488 19G Invitrogen A11078 Rabbit Poli Goat
(FICT)

Diliugdo1:200

Fonte: (PINHEIRO, A. O., 2014)

5.4.5.2 Caracterizacédo imunofenotipica por Citoiaete fluxo

Foi testado o padrdo de expressdo dos marcada@serésticos de células-tronco
mesenquimais e hematopoiéticas. As células emineigassagem (P3) foram distribuidas em
tubos eppendorf com a dicdo de 1 mL de tampéao B$% @or 40 minutos. Apds o periodo,
as células foram centrifugadas com BSA 0,1% contepos descarte do sobrenadante.
Foram ressuspendidas com 50 pL e adicionou-seicogid primario na concentracao de
(1:100) por 1 hora a temperatura ambiente. Apés patiodo foi adicionado 1 mL de BSA
0,1% e centrifugado a 600 g por 8 minutos com dtsck sobrenadante. Apos este periodo
foi adicionado o anticorpo secundario com conceédtade (1:300) por 1 hora em
temperatura ambiente. Transcorrido o periodo, hgdaséforam novamente centrifugadas a
600g por 8min com 1 mL de BSA 0,1% e retirado oresbdante. Nas amostras de controle
negativo foi adicionada apenas uma solucdo de BSI&4) ao invés do anticorpo. Apos este
periodo, as células foram lavadas com BSA 0,1% &iftegadas novamente para a lavagem e

remocao do excesso do anticorpo. O conteudo fuilaisdo em tubos tipo Falcon especificos
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para citometria de fluxo para posterior anélise 8L de paraformol 2%. A descrigdo dos
anticorpos estao relacionados nas tabelas 3 e 4.

5.4.6 Avaliagdo do potencial carcinogénico das cés-tronco de epitélio olfatério fetal

canino em camundongos imunossuprimidos — Balb/c Ned

Para analise do potencial carcinogénico das céltdaso de epitélio olfatorio fetal
canino, foram inoculados aproximadamente 3x#ulas na terceira passagem por cada via
de inoculagédo, diluidos em 0,2 mL de solugdo figjmwla com o uso de uma seringa e agulha
de insulina. Foram utilizados dois camundongoshBaNude) para inoculacéo de células e
um camundongo (Balb/c Nude) como controle negatovo aplicacao de 0,2 mL de solucao
fisiologica. @ As regibes inoculadas foram: regidervical dorsal, intraperitoneal e
intramuscular do membro pélvico esquerdo. Semamaénmes animais foram observados e
apos 60 dias foram submetidos a eutanasia em cé@lmayas seguindo as normas estipuladas
pelo Comité de Bioética Animal. Foram coletadosaralise histopatologica fragmentos de:
pele, musculo do membro pélvico esquerdo, encéfaltmao, coracado, figado, intestino
grosso e delgado, baco e rins.

Todo material coletado foi fixado em paraformol % famponado, e apdés 24 horas
processados em alcool 70 % e xilol, incluidos evodd de Leukart com a parafina (Paraplast®),
cortados com 5 mm de espessura em micrétomo LE|@wdelo 2165 e corados por métodos

de rotina (hematoxilina e eosina), para posteescdcao e documentacao.

5.5 TESTE PRE-CLINICO

Apds processo de a caracterizacao celular em M&@Qsdlizado o teste pré-clinico

com cdes com cinmose canina na fase neuroldgica.
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5.5.1 Animais e critérios de inclusao

Este experimento foi realizado com teste duplo-cpgd-clinico, que utilizou 10
animais da espécie canina, sem critérios de diiie sexo e raca, com protocolos de
imunizacdo inadequados ou nao-imunizados, subdédem dois grupos formados por no

minimo trés animais.

5.5.2 Grupos experimentais

Os grupos foram subdivididos em: Grupo Suporte (&$jrupo Suporte + Terapia
Celular (GSTC) que foram atendidos no Hospital adaddde Didatico Clinico Hospitalar
FZEA/USP, Campus Pirassununga, SP e clinicas plantés que sdo conveniadas com o
projeto. Estes animais foram provenientes de petipios domiciliados, canis ou
responsaveis por animais errantes da regiao, qaenfmcluidos no experimento atraves de
autorizacdo expedida pelo proprietario através awmd de Consentimento Livre e
Esclarecido e com autorizacdo do Comité de Bioétlea Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos/ USP -Campus PirassunuRga,S

5.5.3 Acondicionamento dos animais

Os animais participantes do experimento foram aemin@gdos em domicilio de acordo
com a apresentacdo clinica. Nos dias de coletaanesstras para realizacdo de exames
complementares foi realizado exame fisico e negraddnos paciente.
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5.5.4 Avaliacdo Clinico/Laboratorial

No dia do atendimento (dia 0), foram coletadas am®aurinarias e sanguineas dos
animais para realizacédo do teste de RT-PCR pararoan o diagnostico clinico dos animais
dos grupos GS e GSTC. As amostras urinarias forathidas através de sondagem
uretrovesical ou cistocentese com a utilizagdoguéhas e seringas estéreis e descartaveis, no
volume aproximado de cinco mL que foram acondidimsa em frascos estéreis e
descartaveis. As amostras sanguineas foram colaidags de venopuncéo de veia cefalica

ou jugular, com acondicionamento em tubos com ERTA5%.

5.5.5 Realizacdo de RT-PCR

As amostras de sangue e de urina foram coletadasm&enadas a -80°C até o
momento do processamento. Aliquotas de 300uL de wu sangue foram submetidas a
extracdo de RNA pelo método do TRIZOL® (Life Teclugoes, EUA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Foi utilizado como cdetqmositivo, a vacina Nobivac® Puppy DP
(MSD Saude Animal, Nova lorque, EUA) que contémuwirvivo atenuado da cepa
Onderstepoort e como controle negativo, 4gua tieraucleases.

Os primers foram selecionados para a amplificagégetie N de CDV por reacéo
de RT-PCR hemi-nested, de acordo com as recomeszslalghi Francesceet al., (2012) e
estdo descritos na tabela 1. A confirmacao da gasgiica foi realizada pela amplificagéo
de fragmento de 180pb do gene N da cepa Onderstgamouma reacdo de RT-PCR hemi-

nested.

Tabela 5 - Primers utilizados nas reagdes de RRP&a o Virus da cinomose canina

Nome Orientagéo Sequéncia (5’-3’) Gene Produto
cZ Senso AAGATCTGCCGGCAAAGTAAGCTCTG 3500h
REV1447F antissenso CGGTCATCGTCGTTTCCATC N P
Fw126f Senso CACTCAGAAAGATCCGAAGTCA N 180pb

Fonte: (DI FRANCESCO et al., 2012)
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Para a reagdo de transcricdo reversa, foi utilizadot ImProm-1I™ Reverse
Transcription System (Promega, EUA), segundo asmeadacodes do fabricante. Em linhas
gerais, em um microtubo livre de nucleases, 4utata amostra de RNA extraido e 1uL de
primer senso especifico para as reacfes de RT-EERa(10mM foram aquecidos a 70°C,
por 5 min, e em seguida resfriados em gelo, pomrb Bm seqUéncia, foram adicionados, em
ordem, 3,2uL de agua livre de nucleases, 4uL dpdanmProm-II™ 5X Reaction Buffer,
4,8uL de MgCI2, 1uL de dNTP Mix, 1uL de RecombinBhMasin® Ribonuclease Inhibitor e
lpL de enzima ImProm-lI™ Reverse Transcriptase. B&tura, totalizando 20uL, foi
homogeneizada e colocada em termociclador, seguimdorotocolo consistindo de 25°C por
5 min, 42°C por 60 min e 70°C por 15min. Como aaletnegativo, foi utilizada aliquota de
agua livre de nucleases.

Para as reacfes de PCR, foi utilizado o kit Go T&gdorless Master Mix
(Promega, EUA), segundo as recomendacdes do fatwiéan sintese, 1puL do produto da
transcricéo reversa (cDNA) foi misturado com 12,%jel GoTag® Colorless Master Mix 2X,
1,0pL do primer senso especifico (C2) ou para @dedemi-nested (FW1261) a 10uM,
1,0uL do primer antissenso especifico (REV1441)0aM e 9,5uL de agua livre de
nucleases, totalizando 25uL. Como controle negafoiautilizada aliquota de agua livre de
nucleases. O protocolo de termociclagem empregaddt(M MaxPro Thermal Cycler, Esco
Technologies Inc., EUA) para a primeira amplificacde baseou em 35 ciclos de:
desnaturacao a 94°C por 30s, anelamento a 48°45ppextensdo a 72°C por 45s e 5 minutos
finais de extensdo a 72°C. Para a reacdo hemidpesteprotocolo de termociclagem
compreendeu: desnaturacéo inicial a 94°C por 2seigyido de 25 ciclos de: desnaturacéo a
94°C por 30s, anelamento a 48°C por 45s, exteng@&3@ por 45s e uma extensao final a
72°C, conforme recomendado por DI FRANCESCO et(2012). Os amplicons obtidos
foram, na sequéncia, submetidos a eletroforese etrdegagarose a 1,5% em tampao Tris-
Acetato/EDTA (TAE 1X), num volume deuB por amostra, adicionado de um volume de
2uL de tampdo de carregamento (Blue/Orange Loading By, Promega, EUA). Na
sequiéncia, o gel foi submetido & coloragédo em &olde SYBR Gold nucleic acid gel stain
(Life Technologies, EUA). Em seguida, o gel foi ebvado a luz UV, utilizando-se sistema
de fotodocumentacdo L-Pix ST e software L-PixiImg@lgeccus Biotecnologia, Brasil). O
tamanho dos amplicons foi determinado pela comparagdo padrdo de migracdo

eletroforética de um marcador de peso moleculdi0dpb (Promega, EUA).
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5.5.6 Avaliacdo Hematologica

Para realizacdo do hemograma foram colhidas amasdrguineas apdés jejum de 8 hs
nos dia 0, 06, 09, 12 e 15 (intervalo de 03 dias) seringas e agulhas estéreis descartaveis,
no volume de aproximadamente trés mL através depustdo de veia cefalica ou jugular,
com acondicionamento em tubos com EDTA a 7,5%. Atagem total das hemécias,
leucécitos, plaquetas, taxa de hemoglobina e o téenite foram efetuadas utilizando um
aparelho hematologico automatico (BC 2800 Vet, vagd China) no Laboratério Clinico
Veterinario da Unidade Didatico Hospitalar FZEA/UP#assununga, SP. As contagens
diferenciais de leucdcitos e a avaliagdo morfolégios elementos figurados do sangue foram
feitas em esfregacos sanguineos corados com cétods; Rosenfeld (BIRGEL, 1982). Para
avaliar o estado anémico em detrimento da injurial,vfoi efetuada a contagem dos
reticulocitos mediante a incubacao durante 6mirteanperatura ambiente de uma mistura de
iguais quantidades de sangue e do corante azutedé brilhante (Laborclin, Brasil). Em
seguida foram preparados trés esfregacos e osléeitos foram contados em 1000 hemacias
e expressos em valores absolutos (reticulocitoslpofFERNANDEZ; GRINDEM, 2000).

5.5.7 Avaliacéo Bioquimica

Para realizacdo de bioquimica sérica renal (uréiaeatinina) e bioquimica sérica
hepatobiliar (Alaninatransferase - ALT, Fosfatabmlana — FA, gama-glutamiltransferase -
GGT, proteinas totais, albumina, globulinas) fo@thidas amostras sanguineas nos dias 0 e
15 com seringas e agulhas estéreis descartaveimlmme de aproximadamente cinco mL
através de venopuncdo de veia cefélica ou jugaan acondicionamento em tubos com
ativador de coagulo para a obtengcdo do soro e smgdons foram realizadas em analisador

bioquimico automatizado (BS 120, Mindray, Chinagndo kits comerciais (Labtest, Brasil).
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5.5.8 Avaliacgdo Urinaria

Para realizacdo de urinalise tipo | foram colhidasstras urinarias nos dias 0 e 15
através de sondagem uretrovesical ou cistocenteadagpor ultrassom através de seringas e
agulhas estéreis descartaveis, no volume de apadamente 10 mL, com acondicionamento
em frascos estéreis e descartaveis. A andliseinka eompreendeu o exame fisico, quimico e
sedimento urinario. O exame fisico foi baseadom@ise da cor, odor, aspecto e densidade
urinaria (método da refratbmetria). O exame quini@@a@omposto por determinacdes semi-
quantitativas de urobilinogénio, glicose, corpo®ros, bilirrubina, proteina, pH e sangue
oculto, realizadas com tiras reativas colorimégrigabtest, Brasil).

Para a andlise do sedimento urinério foi realizawha centrifugagcdo de um volume
padrdo de urina (5mL) em tubo cénico graduado porirtutos a 100g, o sobrenadante foi
descartado deixando-se cerca de 0,5mL de sedimemstdoi homogeneizado. Uma gota do
sedimento foi colocada numa lamina e coberto poa laminula para a realizacdo da
avaliacdo microscopica (presenca ou ndo de ceélubsorganismos, cilindros, cristais,
gordura, dentre outros elementos) (ZINKL, 2009).

5.5.9 Tratamento

O GS foi formado por cinco animais com sinais cbsi agudos, multissistémicos e
com alteracdes neuroldgicas recentes (até 10 djas)receberam tratamento de suporte e
sintomatico de acordo com a apresentacao clinreswdtados dos exames complementares.
As medicacfes propostas incluiram a administragiardieméticos em caso de pacientes
com émese (Cloridrato de metoclopramida na dosgxeng/kg/q8h/SC; Ondansetrona 0,22
mg/kg/q8-12h/EV), protetores de mucosa géstricanifRiéna dose de 2mg/kg/ql2h/SC;
Cimetidina dose 5 mg/kg/q6-8h/SC; Omeprazol 1,5 kaig24h/VO/EV), antipiréticos
(Dipirona soédica dose 25 mg/kg/q8-12h/SC), commexdaminicos (Vitaminas A dose
400U1/kg/q24h/VO; Complexo B dose 50-500 mcg/kg/IMjtamina C dose 100-500
mg/animal/g8h/VO e Vitamina E dose 5-10 mg/kg/q¥4dy, anticonvulsivantes
(Fenobarbital 2-4 mg/kg/q12h/VO/EV), fluidoterapendovenosa conforme desbalanco

hidroeletrolitico, uso de antimicrobianos sistémiamntra infeccdes secundarias conforme



54

apresentacao clinica e exames complementares (VIZRA7). O GSTC foi formado por trés
animais com sinais clinicos agudos, multissistémeEa@om alteracbes neuroldgicas recentes
(até 10 dias) que receberam tratamento suportetensitico descrito no GS que foram
administrados de acordo com a apresentacao cknieaultados de exames complementares.
Foi realizada aplicacéo endovenosa de 1.9xipde células-tronco de epitélio olfatdrio fetal
canino em dose Unica dois dias apGs o inicio dantranto sintomatico.

5.5.10 Acompanhamento clinico e laboratorial

Nos animais que participaram do experimento, falizado nos dias de colheita de
amostras, exame fisico e neurologico para mon#éiorata evolucdo clinica do paciente
(CHRISMAN, 1985). As amostras sanguineas para heanwg bioquimica sérica e urinalise

foram colhidas com intervalos médio de trés a cahas.

5.5.11 Andlise Estatistica

Os dados obtidos dos procedimentos experimentagsnfanalisados utilizando o
programa estatistico Statistical Analysis SystelA§S2011), com prévia verificacdo da
normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-iIRIROC UNIVARIATE). As variaveis
que ndo atenderam as premissas estatisticas fadamesdas a transformacédo logaritmica
[Log (X+1)]. Os dados originais ou transformadosamgdo este procedimento foi necessario,
foram submetidos a Andlise de Variancia. A ana&istatistica foi adicionada o fator medidas
repetidas no tempo, referentes aos diversos momeet@amostragem. As probabilidades de
interagdes com o tempo foram determinadas pele tessGreenhouse-Geisse, utilizando-se o
comando REPEATED gerado pelo procedimento MIXED QRRMIXED do SAS). As
analises por tempo somente foram realizadas quasmdtderacdes entre tempo e tratamentos
foram significativas. Em todas as analises estgsto nivel de significancia considerado foi
5%.
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RESULTADOS
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6 RESULTADOS

Os resultados foram baseados em testes de caracaicelular e teste clinico

realizado em caes com cinomose canina.

6.1 ESTABELECIMENTO DO CULTIVO CELULAR

O cultivo celular foi estabelecido de acordo cornoketa e isolamento de células de

epitélio olfatorio fetal canino.

6.1.1 Coleta, isolamento e cultivo de células-troaae epitélio olfatério fetal canino

As coletas de epitélio olfatorio fetal canino foraealizadas através de 20 fetos de
Uteros gravidicos de terco final gestacional demais procedentes de campanhas de
castracao. Apos a coleta, os envoltorios fetamsnfiocuidadosamente removidos (Figura 2A),
Foi realizado corte longitudinal mediano do créamis fetos com posterior coleta do epitélio
olfatério na porcdo superior da cavidade nasalixabda lamina crivosa do osso etmodide,
anteriormente ao bulbo olfatério (Figura 2C). Apdaceracdo e digestdo enzimatica (Figura
2D) as amostras foram centrifugadas para sepamgd@macado de um pellet, com posterior
ressuspensdo e emplacamento das células (FiguraA$@mostras foram acondicionadas e
cultivadas em condi¢cdes controladas (38,8 5% CO2) (Figura 2H e 1) com presenca de
aderéncia 24 hs apods cultivo. As células se apasen aderidas no fundo da placa com
morfologia fibroblastdide e foram mantidas em aaltaté atingirem a confluéncia de 80%
com posterior criopreservacdo nas passagens 0, 21 para realizacdo de testes de
caracterizagao e aplicacdo de terapia celular aoemes com cinomose canina (Figura 3A-
3D).
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Figura 2 —Coleta e processamento de amostras de epitélidrdfdetal canino

Fonte: (PINHEIRO, A. O., 2013)

Legenda: A) Feto canino de idade gestacional apraca de 60 dias; B) Cranio; C) Incisédo em plandaagediano do cranio canino para
coleta de epitélio olfatério fetal canino; D) Mamgfio mecénica da amostra com posterior dissociaepdonética; E)
Centrifugagdo das amostras; F) Formacéo de peltet a centrifugacdo; G) Ressuspenséo do pellet eim ae cultivo com
posterior deposi¢do em placa de petri. H e 1) Ad3egéio das placas de cultura em incubadora
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Figura 3 — Células-tronco mesenquimais em cultmadderentes passagens

Fonte: (PINHEIRO, A. O., 2013)

Legenda:Fotomicrografia das placas com célulasstranesenquimais em cultivo: A) Passagem PO 24 horas
apos cultivo 20x (Barra: 100um); B) Passagem PQOias dpds cultivo 20x (Barra: 100um); C)
Passagem PO 7 dias apés cultivo 20x (Barra: 100ppassagem P2 24 horas apés cultivo 20x (Barra
100 pm)

6.2 CARACTERIZACAO DAS CELULAS-TRONCO DE EPITELIOIGFATORIO FETAL
CANINO

As células de epitélio olfatério fetal canino foraaracterizadas de acordo com os

seguintes testes:
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6.2.1 Curva de crescimento das células de epitébbatorio fetal canino

Para a avaliacdo da curva de crescimento celubaf,8 células foram plaqueadas em
triplicatas em placas de 35 mm e monitoradas a @&deras (média de horas para obtencao
de confluéncia de 80%) durante varias passagensadm passagem celular, foi realizada a
tripsinizacdo e contagem celular em camara de NeabaApos sucessivas passagens, foi
possivel estabelecer um padrdo de curva de crastinggle demonstrou um crescimento
acelerado no inicio do cultivo celular (com predaimide proliferacdo em terceira passagem)
e reducdo gradativa dos indices de proliferagcdoodtva passagem (Gréfico 1A). O
Doubling timefoi calculado conforme Grafico 1B, observando-smento consideravel no
numero de dias necessarios para a duplicacao ic@leleeira passagem média de 1,621 dias
para duplicagdo comparado a oitava passagem coma aed5 dias). Verifica-se com isto, o

declinio gradativo da taxa de proliferacdo celd@acordo com as sucessivas passagens.

Gréfico 1 - Representacao grafica do perfil des@reento das células-tronco mesenquimais de eapitéli
olfatério fetal canino
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Fonte: (PINHEIRO, A. O., 2013)

Legenda:A) As células demonstraram um crescimeastebte acelerado durante as primeiras duas passage
uma posterior queda com uma tendéncia estaciorAjigGrafico Doubling time demonstrando o
nimero de dias necessarios para a duplicagdo deralde células emplacadas inicialmente. O nimero
de dias tende a aumentar a medida que o nimerasgagens também aumenta, alcancando o seu pico
em oitava passagem.
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6.2.2 Avaliacédo da capacidade de formacao de coléni

Foi utilizado 1x160 células em trés placas de petri para contagemUdégades
Formadoras de Colbnias fibroblastéides (CFU-F)agstlulas foram mantidas pelo periodo
de 11 dias até a visualizacdo da formacao de @ddApOs este periodo foram fixadas com
paraformaldeido 4% com posterior coloragdo com Géem

Os resultados obtidos encontram-se na tabela &alwmias fotografias macro e

microscopicas na figura 4.

Tabela 6 — Contagem do nimero de colénias comesgectiva média

Placa Numero de colbnias
1 121
2 125
3 109

Média 118,33

Fonte: (PINHEIRO, A. O., 2013).

Figura 4 — Visualizacéo das placas com formacambimias

Fonte: (Pinheiro, A.O., 2014)

Legenda - A) Fotomicrografia da placa com CFU-Odalst apds plagueamento das células mesenquimais de
epitélio olfatorio fetal canino com coloracdo deef@sa: B) 10x (BarralOOum); C) 20x (Barra:
50um); D) 40x (Barra20pm).
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6.2.3 Viabilidade celular

As amostras de células em triplicatas utilizadas pateste de viabilidade celular,
foram descongeladas ap0s uma semana de crioprgder@radas com azul de tripan e
contadas com auxilio da camara de neubawer, obnds seguintes valores demonstrados
na tabela 7. Ap6s contagem celular, as célulasmfoptaqueadas e observadas durante
sucessivas passagens, para avaliar o potenciatolifenacédo celular apés o processo de
criopreservacédo. As amostras foram mantidas af® patsagem, com observacéo de células

proliferativas aderentes (Figura 5).

Tabela 7 — Relacéo dos valores de células crioptasas antes e apos o descongelamento

Placa NUmero de Total de % mortas % Vivas
células células
1 1x10° 8x1(' 20% 80%
2 1x10 7.5x1d 25% 75%
3 1x10 4,5x1d 55% 45%
Média 6,6x1d 33% 67%

Fonte: (Pinheiro, A.O., 2014)

Figura 5 — Células em ¥@assagem apds processo de criopreservacio celular

Fonte: (Pinheiro, A.O., 2014)
Legenda: Células em 1passagem ap6s processo de criopreservacdo c@olserva-se células aderenfix
(Barral00 pm
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6.2.4 Diferenciacao In vitro

As culturas foram testadas quanto a diferenciacdo a@lulas adipogénicas,
osteogénicas, condrogénicas e neurogénicas.

6.2.4.1 Diferenciacao Adipogénica

As células em cultivo demonstraram gradativas agfiegs morfolégicas que foram
visualizadas durante o processo de diferenciacaml@acéo foi realizada com Sudan Black
aos 21 dias de cultivo celular. Na figura 6 obsewaa presenca de vacuolos
intracitoplasmaticos corados em negro e no contréadehouve a visualizacdo de formacgéao de
vacuolos.

Figura 6 — Diferenciacdo adipogénica

Fonte: (Pinheiro, A.O., 2014)

Legenda - Fotomicrografias das células submetiddi$edenciacéo adipogénica corada com Sudan Black
(acima) e controle (abaixo). A) 10x (Barrd00unm); B) 20x (Barra:50um); C) 40x (Barra:
20um); D) 10x (Barra100um); E) 20x (Barra50um); F) 40x (Barra20um)
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6.2.4.2 Diferenciacado Osteogénica

As células em cultivo demonstraram gradativas agfiegs morfolégicas que foram
visualizadas durante o processo de diferenciacaml@xacao foi realizada com Alizarim red
aos 21 dias de cultivo celular. Na figura 7 obsa®aa presenca de deposicdo mineral

extracelular corado em vermelho, no controle naoé@ visualizagdo de formagao mineral.

7 ;,,,_/A,‘

f//,,z

Fonte: (Pinheiro, A.O., 2014)

Legenda: Fotomicrografias das células submetidakfeienciacdo osteogénica corada com Alizarin Red
(acima) e controle (abaixo). A) 10x (Bard0um); B) 20x (Barra50um); C) 40x (Barra20um;
D) 10x (Barra:100um); E) 20x (Barra50um); F) 40x (Barra20pm).

6.2.4.3 Diferenciacdo Condrogénica

As células centrifugadas formaram um pellet no ¢udd tubo falcon visualizado
durante o processo de diferenciacdo. Nao houveraaf@o do pellet controle durante o

processo. A coloragdo das fibras colagenas foizeedd com Tricomo de Masson e Alcian



Blue aos 21 dias de cultivo celular. Na figura 8aria-se a presenca de fibras de colageno

coradas em azul.

Figura 8 - Diferenciagao condrogénica

Legenda: Fotomicrografias das células submetiddifeéenciacdo condrogénica coradas com. a) Fibras
de coldgenos coraradas com Tricomo de Massomergress coloracdo azul 10x (Barra:
100um); b) 20x (Barra:;50um); c¢) 40x (Barra:20um) d) Fibras de colageno coradas com

Alcian Blue expressas na coloracdo azul 10x (Bd@@um); e) 20x (Barra50um); f) 40x
(Barra:20um).

Fonte: (Pinheiro, A.O., 2014)

6.2.4.4 Diferenciacdo Neurogénica

As células em terceira passagem sofreram procesddetenciacdo apos a adicao de
0,5 pL monoetilglicerol (3 — mercapto-1, 2-propankdV-6145, Sigma). Apos 24 horas as
células demonstraram morfologia alterada com agnepto de células que formaram neuro-
esferas figura 9A-C. As células controle ndo aprasam alteracdes morfolégicas conforme
figura 9D-F.
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Figura 9 — Diferenciacdo neurogénica em terceisaqgem

TR AT

Fonte: (Pinheiro, A.O., 2014)

Legenda: Fotomicrografias das células submetidasliferenciagcdo neurogénica. a) Presenga de
agrupamentos celulares com formacao de neuroesfaps diferenciagdo neurogénica 10x
(Barra: 100pm); b) 20x (Barra:50pm); c) 40x (Barra:20pum); d) Amostras controle 10x
(Barra:100um); e) 20x (Barra50um); f) 40x (Barra20um)

6.2.5 Métodos celulares

Foram realizados imunofenotipagem celular que stinem testes de por

imunocitoquimica e ciotmetria de fluxo.

6.2.5.1 Caracterizacao imunofenotipica por Imumogcitmica

A analise foi realizada com amostras em triplicg@a avaliar a expressdo
imunofenotipica de marcadores mesenquimais e hewiétos. Esta linhagem de células
revelou expressao positiva de marcadores meseniguorao CD73, CD90 e CD105 (Figura
10) e auséncia de marcadores especificos parasdlamatopoéticas CD34, CD45 e CD79
(Figura 11). As andlises dos resultados imunocitoguos foram realizadas por meio de
microscoépio de fluorescéncia (Zeiss AXIO Imager, Barl Zeiss, Germany; e Nikon Eclipse
Ti-S, Nikon, Japao).



Figura 10 — Expressao positiva de marcadores maseaig de células em terceira passagem
-
-

Fonte: (Pinheiro, A.O., 2014)

Legenda: Fotomicrografias das células submetidasafise imunocitoquimica para marcadores mesendgiima
A) Marcagdo positiva para CD73 40x (Bars@um); B) Marcagdo dos nucleos celulares pelo Hoechst
40x (Barra:50um); C) Merge das imagens com expressdo positivarparaador CD73; D) Marcagéo
positiva para CD90 40x (Barr&0um); E) Marcagdo dos nucleos celulares pelo Hoedbist(Barra:
50um); F) Merge das imagens com expressdo positiva G&x@0 40x (Barra50um); G) Marcagao
positiva para CD105 40x (Barr&0um); H) Marcagao dos nucleos celulares pelo Hoedbst(Barra:
50um); I) Merge das imagens com expressao positiva axE05 40x (Barrab0um)
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Figura 11 — Expressao negativa de marcadores hpaiéticos de células em terceira passagem

E

Fonte: (Pinheiro, A.O., 2014)

Legenda:Fotomicrografias das células submetidasy@isa imunocitoquimica. A) Expressdo negativa do
marcador CD34 40x (Barrd&Oum); B) Marcacdo dos nucleos celulares pelo Hoechst (Barra:
50um); C) Marcacdo negativa para marcador CD45 40xréB&0um); D) Marcacdo dos nudcleos
celulares pelo Hoechst 40x (BarsOum); E) Marcagdo negativa para marcador CD79 40xréBar
50um); F) Marcagédo dos nucleos celulares pelo Hoedhs{Barra:50um)
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6.2.5.2 Imunocitoquimica de marcadores neuronais

Foi realizada a técnica de imunocitoquimica paracauores GFAP, nestin
tubulin. Foi identificada marcacdo positiva pgsatubulin e marcacdo negativa para

marcadores nestinfetubulin conforme figuras 12 e 13 abaixo:

Figura 12 — Expressao de marcadores neuronais

pTubulin

pTubulin

pTubulin

Legenda:Fotomicrografias das células submetidasadisa imunocitoquimica. A) Marcagdo positiva pfira
Tubulin 40x (Barra50um); B) Marcacdo dos nucleos celulares pelo Hoecbst(Barra:50um); C)
Merge das imagens com expressédo positiva mardgadabulin ; D) Marcacado negativa para GFAP 40x
(Barra: 50um); E) Marcacéo dos nucleos celulares pelo Hoecbist(Barra: 50um); F) Merge das
imagens com expressdo negativa para GFAP 40x (Bdpan); G) Marcacao negativa para Nestin 40x
(Barra: 50um); H) Marcacédo dos nucleos celulares pelo Hoechst (Barra: 50um); 1) Merge das
imagens com expressdo negativa para Nestin 40xa(B@um)
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Figura 13 — Controle negativo das amostras de marea mesenquimais, hematopoiéticos e neuronais

Fonte: (Pinheiro, A.O., 2014)

Legenda:Fotomicrografias dos controles negativas rdarcadores mesenquimais, hematopoiéticos e aéiror
das células submetidas a andlise imunocitoquimNc&ontrole Goat 40x (Barr&Oum); B) Marcacgéo
positiva dos nucleos celulares com Hoechst 40xrgBa0um); C) Controle Mouse 40x (Barr&0um);

D) Marcacgédo positiva dos nucleos celulares com histe¢0x (Barra50um); E) Controle 40x (Barra:
50um); F) Marcacdo positiva dos nlcleos celulares copeddst 40x (Barra50um); G) Controle
Rabbit 40x (Barrab0um); H) Marcacéo positiva dos nlcleos celulares caadist 40x (BarrasOum)
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6.2.4.3 Caracterizacdo imunofenotipica por Citoiaete fluxo

A andlise imunofenotipica por citometria de fluxoi frealizada com aparelho
FACSCalibur™, revelando marcacéo inespecifica paecadores mesenquimais e negativa

para marcadores hematopoiéticos conforme tabefgg8ra 14 abaixo.

Tabela 8 - Analise por citometria de fluxo da espé® dos marcadores mesenquimais e hematopoidéicos
células-tronco de epitélio olfatorio fetal canino

Marcador Especificidade de espécie Porcentagem madle

células positivas

CD73 Human/mouse 3,08%
CD90 Human/mouse 3,34%
CD105 Mouse 1,35%
CD34 Human/mouse/rat 1,90%
CD45 Cow 0,47%
CD79 Human 0,14%

Fonte: (PINHEIRO, A. O., 2014).
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Fonte: Fonte: (PINHEIRO, A. O., 2014).

Legenda: Histogramas da andalise em citometria a0 flda expressdo dos marcadores de superficie. Esta
linhagem respondeu com baixa expressdo aos maesadspecificos das MSCs (CD73, CD90 e CD105) e

marcadores hematopoiéticos (CD34, CD45, CD79). i&edramas representam o namero relativo de células

em relacdo a intensidade de fluorescéncia
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6.2.6 Avaliacdo do potencial carcinogénico das céds-tronco de epitélio olfatério fetal

canino em camundongos imunossuprimidos — Balb/c Ned

O teste de potencial carcinogénico foi realizado3esamundongos imunossuprimidos
(Balb/c - Nude). Foi realizada a inoculacdo de ufisiologica em um camundongo
controle e inoculacdo de células-tronco de epit@itatério fetal canino em dois
camundongos, pelas vias intramuscular (musculatareoxa do membro pélvico esquerdo),
regido subcutanea cervical e regido intraperitonespectivamente (Figura 15A-15F). Os
animais foram acompanhados semanalmente para abdervde possivel formacdo de
teratomas, mantendo-se higidos durante todo o gsocde experimentacdo. ApOs oito
semanas nao houve a formacéo de teratomas e osigfimam eutanasiados em camaras de
gas e os pontos de inoculacdo foram expostos aliiados para averiguar a possivel
formacdo de teratomas (Figuras 16A-16F). Macrosempente, ndo foram visualizadas
formac0Oes teratogénicas em pontos de inoculacdgd® dnternos. A analise histopatologica
dos fragmentos do musculo, encéfalo, pulméo, coraggado, rim, baco e intestino, nao

revelaram quaisquer alteragdes morfoldgicas (Figglivaa 19).

Figura 15 — Inoculagdo em camundongos Balb/c Nude

Fonte: (Pinheiro, A.O., 2014)

Legenda:Fotomicrografias das aplicagfes nos anicmigrole e inoculados com células-tronco. A) Visdo
externa da caixa de acondicionamento dos camundddaib/c Nude; B) Visdo interna da caixa de
acondicionamento; C) Seringa para inoculacdo emundongos controle e inoculados; D) Inoculagdo
pela via subcutanea em regido cervical; E) Ino@dagor via intermuscular em membro pélvico
esquerdo; F) Inoculacao em regido intraperitoneal
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Figura 16 — Eutanasia dos camundongos Balb/c Nohecoleta de amostras de tecidos

Fonte: (Pinheiro, A.O., 2014)
Legenda:Aplicacdo de MSCs em camundongo Balb/c NadeC,D) Visualizacdo do camundongo Nude; E,F)
Visualizacdo da regido subcuténea dorsal
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Figura 17 — Andlise histol6gica das amostras

Fonte: (Pinheiro, A.O., 2014)

Legenda:Fotomicrografias de diferentes érgdos (G&b tratado, Inoc: inoculado com células-troncd. A
Visualizacdo macroscépica do cérebro; B,C) Visaghio microscépica do cérebro; D) Visualizacao
macroscopica do coracdo; E.F) Visualizacdo de €ddagitudinais da musculatura cardiaca com
nucleos centralizados (m) miocardio; G) Visualizag@acroscopica do bago; H.l) Parénquima do baco
demonstrando areas de nédulos linfaticos (nl) cmualizacédo da polpa vermelha (pv) e polpa branca
(pb); J) Visualizagdo macroscopica do intestind)LYisualizagdo microscopica dos cortes histolégica
do intestino; B: 5x (Barra00 pum; C, H, L e M: 10x (Barral00um); E e F: 20x (Barral0O0um)
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Figura 18 - Analise histolégica das amostras

Fonte: (Pinheiro, A.O., 2014)

Legenda:Fotomicrografias de diferentes 6rgdos (@&b tratado, Inoc: inoculado com células-troncd. A
Visualizagdo macroscoépica do figado; B) Visualizacénicroscopica do figado com observagdo do
limen da veia porta (vp e hepatdécitos pelo parémguiepatico (h); C) Visualizacdo microscopica do
figado do animal inoculado com observacdo da veidral (vc) e sinusdides (s); D) Visualizacdo
macroscopica do pulméao; E) Observacdo microscdjncaulmdo do animal controle com a presenca
de estruturas como alvéolos (a), vasos sanguingos pronquiolos (b); F) Visualizacdo de corte
histolégico de pulmdo com a visualizacdo de eststicomo bronquiolo (b) e alvéolos (a); G)
Visualizacdo macroscépica do rim; H.l) Parénquirparich demonstrando areas com a presencao de
glomérulos (g), veias renais (v) e tabulos rent)s J) Visualizacdo macroscépica da musculatura do
membro pélvico esquerdo; L,M) Visualizagdo micrgsca dos cortes histolégicos longitudinais da
musculatura esquelética, com observacéo de dig@ibbicelular uniforme das fibras musculares (m);
B, E e I: 20x (Barral00um); C, F, L e M: 10x (Barrat00 pm); H: 40X (Barra;50 um)
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Figura 19 - Analise histolégica das amostras

Fonte: (Pinheiro, A.O., 2014)

Legenda:Fotomicrografias de diferentes 6rgdos (@& tratado, Inoc: inoculado com células-troncd. A
Visualizacdo macroscépica da pele da regido cdrguoe foi utilizada como local de inoculagéo
subcutanea; B, C) Visualizagdo microscopica da pedeus anexos com observagdo de extrato corneo
(ec), tecido adiposo (a) e glandulas sebaceas q@s) caracteristicas tipicas; D) Visualizacdo
macroscopica do estbmago E,F) Observacdo micrastdms corte histolégicos do estbmago; G)
Visualizacdo macroscOpica do estdmago, intestintpade, péncreas e intestino grosso; H,l)
Visualizagdo microscoépica do pancreBsE e F: 10x (Barrat00 pm); C, H e I: 20x (Barral00 un)
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6.3 TESTE PRE-CLINICO

Foram selecionados para este experimento 10 aniqags apresentavam sinais
clinicos sistémicos e neuroldgicos com evolucdatdel0 dias compativeis com a cinomose
canina, com idade variando entre dois meses anis e historico de vacinagdo incompleta
ou ausente. Destes animais apenas oito animaisiparam do experimento, devido ao 6bito
natural de um animal apdés o atendimento e um ctinsmmo negado por parte do
proprietario apdés o atendimento e selecdo realiz&stes animais foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos com teste duplo-aegopreendido por GS que contou com a
participacdo de quatro animais machos e um aniémkd, com idades variando entre trés
meses e 0ito anos e com resultado de RT-PCR pogi#ika quatro animais. O GSTC incluiu
a participacao de dois animais fémeas e um animaha entre as idades de dois meses a
dois anos de idade e com resultado de RT-PCR yomgitira um animal. Ambos os animais
nao participantes do experimento tiveram resultdedoRT-PCR positivo. Os animais que
apresentaram resultado negativo para o RT-PCR tandm@&m incluidos no experimento de
acordo com a observacdo de sinais clinicos carstites da doenca. Foram incluidos no
experimento animais que apresentavam esquema WMaausente, incompleto ou
desatualizado. Na tabela 9 segue relacdo dos anguaicompreenderam o experimento com

os referidos resultados de RT-PCR:
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Tabela 09 — Relacédo dos animais que compreendesagnupos experimentais de acordo com a idade, sexo,

raca, esquema vacinal e resultado do PCR

Grupo  Animal Idade Sexo Raca* Vacinagao PCR  Amostra
GS Costelina 3 meses M SRD Incompleta Positivo Urina
GS Cisquinho 2 anos M Fox Ausente Positivo  Sangue

Paulistinha
GS Lobinho 2 anos M  Blue Heeler Desconhecido PositivoUrina
GS Bily 4 anos M Pincher N&o ética Negativo Sangue
GS Rayla 8 anos F SRD Ausente Positivo Urina

GSTC Princesa 2 anos F SRD Ausente Negativo  Urina

GSTC Leleca 2meses F SRD Ausente Negativo Sangue

GSTC Tomy 2 anos M SRD Ausente Positivo Urina

Fonte: (PINHEIRO, A. O., 2014)
*SRD: sem raca definida
*PCR: Proteina C reativa

+: Amostra positiva

-: Amostra negativa

M: macho

F: fémea

6.3.1 Realizacdo de RT-PCR

No dia do atendimento (dia 0) foi coletada amostiaaria e sanguinea dos animais
para realizacdo do teste de RT - PCR para confior@giagnostico clinico dos animais dos

grupos GS e GSTC, que obteve os seguintes ressiltihoonstrados na tabela 10:
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Tabela 10 — Relagéo dos resultados de PCR dasrasdst animais dos GC e GSTC

GRUPO Positivo Negativo
GS 04 01
GSTC 01 02

Fonte: (PINHEIRO, A. O., 2014)

GS: Grupo suporte

GSTC: Grupo suporte + terapia celular
%: porcentagem

Figura 20 - Teste de RT- PCR das amostras

Fonte: (Alencar, A. L. F., 2014)
Legenda: Fotografia da andlise das amostras pealmdméle RT-PCR

6.3.2 Evolucéo da doencga de acordo com os sinaigiclos sistémicos e neurolégicos

Para selecdo dos animais neste experimento, fostabetecidos critérios de selecéo

baseados no historico vacinal, sinais clinico€sigtos e neurologicos de até dez dias de
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evolucdo. No GS foram incluidos animais escolhaleatoriamente, que apresentavam sinais
clinicos sistémicos e neuroldégicos. Entre os sis@temicos, cansaco facil, hiporexia e
secrecdo ocular (60%) foram as alteracfes observamla maior prevaléncia, seguidos de
alteracbes como secrecdo nasal e tosse (40%)gidiadlispnéia, hipodipasia, pustula
abdominais, hiperqueratose de coxim digital e psteamosa (20%). Dentre os pacientes que
participaram do GSTC, os sinais clinicos com mavaléncia foram émese (100%),
hiporexia, secrecdo nasal e ocular (33,3%). Dexidao observacao de todos os sinais clinico
em domicilio, por parte dos proprietarios, ndo poake excluir a possibilidade de indices de
prevaléncia maiores em relacdo a sintomatologiaprikgipais alteragcdes observadas estao
relacionadas na tabela 11 abaixo:

Tabela 11 — Relacéo dos sinais clinicos sisténubservados no primeiro atendimento

Sinais clinicos sistémicos GS GSTC
Cansaco facil 3 (60%)
Emese 3(100%)
Diarréia 1 (20%)

Dispnéia 1 (20%)

Hipodipsia 1 (20%)

Hiporexia 3 (60%) 1 (33,3%)
Secrecao nasal 2 (40%) 1 (33,3%)
Secrecao ocular 3 (60%) 1 (33,3%)

Tosse 2 (40%)

Puastulas abdominais 1 (20%)
Hiperqueratose de coxim digital 1 (20%)
Pele escamosa 1 (20%)

Fonte: (PINHEIRO, A. O., 2014).

GS: Grupo suporte

GSTC: Grupo suporte + terapia celular
%: porcentagem
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Dentre as alteracdes neurolégicas observadas caon pravaléncia no GS, podemos
citar a ataxia (100%), seguido de déficit de locoamo(80%), alteragcbes em nervos cranianos,
apatia, mioclonia e tremores (40%), andar em as;udtrofia muscular, balancar de cabeca,
choro noturno, desvio de cabeca, hipermetria, eyo#iabilidade, nistagmo, paresia e
diminuicdo de propriocepcédo (20%). No GSTC obsesmalteracdes neuroldgicas de déficit
de locomocédo (100%), ataxia, atrofia muscular, foiga, paresia, alteragbes em nervos
cranianos (66,6%), choro noturno, decubito perm@nesspasticidade de membros, trismo,
incontinéncia urinaria e sialorréia (33,3%). Asnpipais alteracdes neurologicas observadas

estao relacionadas na tabela 12 abaixo:



Tabela 12 — Relagao dos sinais neurolégicos obdesvao primeiro atendimento

Sinais clinicos sistémicos GS GSTC

Ataxia 5 (100%) 2 (66,6%)

Alteracbes em nervos cranianos 2 (40%) 2 (66,6%)
Andar em circulos 1 (20%)
Apatia 2 (40%)

Atrofia muscular 1 (20%) 2 (66,6%)
Balancar de cabeca 1 (20%)

Choro noturno 1 (20%) 1 (33,3%)
Decubito permanente 1 (33,3%)
Déficits de locomocéao 4 (80%) 3 (100%)

Desvio de cabeca 1 (20%)
Espasticidade de membros 1 (33,3%)
Trismo 1 (33,3%)

Hipermetria 1 (20%)

Hiperexcitabilidade 1 (20%)

Incontinéncia urinéria 1 (33,3%)
Mioclonia 2 (40%) 2 (66,6%)
Nistagmo 1 (20%)

Sialorréia 1 (33,3%)

Paresia 1 (20%) 2 (66,6%)
Tremores 2 (40%)
Diminuicéo da Propriocepcao 1 (20%)

Fonte: (PINHEIRO, A. O., 2014).

GS: Grupo suporte

GSTC: Grupo suporte + terapia celular
%: porcentagem
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De acordo com os sinais neurolégicos observadmemos identificar a localizacéo
das lesBes no sistema nervoso central. No GS enowrg lesbes em cerebelo e encéfalo
(100%), nervo periférico (40%), medula espinhaltvaos cranianos, sistema vestibular e
tronco encefalico (20%). Nos animais do GSTC olzaons lesdes em encéfalo e nervos
periféricos (100%), cerebelo, medula espinhal @,6ervos cranianos e tronco encefélico
(33,3%). A localizacao das lesdes estao relacianaddabela 13 abaixo:

Tabela 13 - Localizagdo das lesdes neurolégic&&NGD

Localizacdo das lesdes GS GSTC
Cerebelo 5 (100%) 2 (66,6%)
Encéfalo 5 (100%) 3 (100%)

Medula Espinhal 1 (20%) 2 (66,6%)
Nervo periférico 2 (40%) 3 (100%)
Il Par NC 1 (20%) 1 (20%)
Il Par NC 1 (20%) 1 (33,3%)
VIIl Par NC 1 (20%)
Sistema vestibular 1 (20%)
Tronco enceféalico 1 (20%) 1 (33,3%)

Fonte: (PINHEIRO, A. O., 2014).

GS: Grupo suporte

GSTC: Grupo suporte + terapia celular
%: porcentagem

NC: nervos cranianos
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Figura 21 — Principais sinais clinicos identificadms exames clinicos

,l.:,”AL.

Fonte: (Pinheiro, A.O., 2014)

Legenda:Fotografia dos principais sinais clinicdssesvados nos exames fisico: A) Animal apresentando
alteracdes neurolégicas como ataxia, trismo, mival® sinais sistémicos como ejecdo de vasos
episclerais; B) Secrecdo ocular mucopurulentadrdét D) Secrecdo ocular mucopurulenta unilateral
com presenca de anisocoria; D) Hiperqueratose sopodais; F) Presenca de pustulas em regido
abdominal; F) Secrecdo ocular mucopurulenta unidh&eanisocoria

6.3.3 Avaliacdo Hematoldgica

Os exames hematoldgicos foram analisados atravpsogoama estatistico Statistical
Analysis System (SAS, 2011), com prévia verificagdaanormalidade dos residuos pelo teste
de Shapiro-Wilk (PROC UNIVARIATE).

Os hemogramas foram colhidos nos dias 0, 6, 9, 18 de tratamento nos GS e
GSTC. Na analise em relacdo aos grupos foi redgstama variancia significativa nos
valores de plaquetas, eosindfilos e linfocitos. tGda esses parametros ndo obtiveram
variacao significativa nas analises em relacdceapt. Na andlise em relacdo ao tempo foi
registrada uma variancia significativa nos valareshiematdcrito e hemoglobina.

Embora néo exista uma diferenca estatistica, npogeantrole identificou-se no dia 0
anemia normocitica normocromica nos integrantesG& Em contrapartida no dia 15
observou-se aumento no numero total de hemaciamijooolitro com valores de referéncia
normais. Este fato pode estar relacionado a supl@géo vitaminica utilizada no tratamento

gue propiciou aumento da hematopoiese. Nos ca&sSAdC nao foi identificado alteracéo
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significativa nestes indices. Quanto ao numerd tigaleucocitos por microlitro no GSTC

observou-se diminuicdo na taxa de linfocitos. Gmairs iniciaram o tratamento com a taxa
de linfocitos dentro da normalidade e durante tatnanto desenvolveram um quadro de
linfopenia progressiva. Os dados referentes aosresl hemayoldgicos se encontram

expressos na tabela 14 e 15 abaixo:

Tabela 14 - Diferenca estatistica em relacdo agsogrna avaliacdo hematoldgica

GS GSTC

Média DP Média DP
Hemacias (x16 pL) 4,86 0,99 5,45 0,55
Hemoglobina (g/dL) 12,99 3,01 14,35 1,02
Hematdcrito (%) 35,48 8,21 38,56 2,77
Reticuldcitos % 0,24 0,78 0,00 0,00
VCM (fL) 72,91 5,56 72,54 6,54
HCM (fL) 26,62 2,39 26,46 2,71
CHCM (%) 36,61 1,60 36,55 1,37
Eritroblastos 1,18 2,36 0,14 0,36
Plaquetas (16/ pL) 301636,36*  206040,91 587928,57*  376874,69
Leucécitos (x1G L) 14815,38 10968,96 12280,00 4495,74
Bastonetes 31,77 114,55 543,33 705,93
Segmentados 11767,69* 8960,37 10203,60* 3798,11
Eosindfilos 69,69* 102,15 224,60* 232,69
Linfocitos 1497,23 1156,55 780,73 1183,28
Basofilos 5,85 21,08 7,47 28,92
Mondcitos 1443,15 1762,19 964,93 432,48

Fonte: (PINHEIRO, A. O., 2014)

Estatistica : teste de Tuken .

*Valores menores de (p>0,05) indicam diferencaificante entre grupos
GS: Grupo Suporte

GSTC: Grupos suporte + Terapia celular

DP: Desvio padrao

g/dL: gramas por decilitro

%: porcentagem

fL: fentolitros

pL: microlitros
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Tabela 15 - Diferenca estatistica em relagcao apdem avaliagdo hematolégica

Dias 0 6 9 12 15

Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
Hemécias (x16uL) 4,37 1,04 4,91 0,58 5,51 0,41 5,79 0,47 5,58 0,81
Hemoglobina (g/dL) 11,04 2,93 13,25 0,54 14,4% 1,44 15,28 1,43 15,38 0,90
Hematdcrito (%) 31,20 6,96 35,88 2,35 39,38 4,58 42,65 3,86 39,08 2,37
Reticulécitos % 0,43 1,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VCM (fL) 70,22 4,07 73,52 6,19 71,75 6,92 74,08 7,76 74,63 49 6
HCM (fL) 25,12 1,46 27,18 2,44 26,25 2,55 26,50 3,51 27,78 952
CHCM (%) 35,84 1,31 37,17 1,22 36,68 1,30 35,75 1,46 37,28 931
Eritroblastos 0,20 0,45 1,50 3,21 0,33 0,52 0,50 1,00 0,25 0,50

Plaquetas (18/ pL) 344200,00 292961,94 414000,00 339865,27 458833,33705,96 525000,00 358902,96 622750,00 544293,04

Leucdcitos (x1G uL)  14712,50 11628,71 12016,67  6772,12  15433,33  8627,5R175,00  4320,78 1142500  5653,54

Bastonetes 82,60 184,70 40,00 80,00 0,00 0,00 0,00 #DIV/O! ,800 753,79
Segmentados 11580,13 8632,94 9906,83 5847,65  12919,67  8027,120460,25  3966,62 8648,25 4665,03
Eosindfilos 85,38 159,34 112,83 115,28 267,17 325,74 241,50 9137 86,50 122,57
Linfécitos 1590,50 1736,92 976,67 1040,27 818,33 693,08 573,25688,56 1347,00 1295,44
Bastonetes 0,00 0,00 0,00 0,00 12,67 31,03 0,00 0,00 28,00 006,
Mondcitos 1423,63 1992,36 1020,33 1108,10 1388,83 960,59 0000, 689,65 947,75 174,30

Fonte: (PINHEIRO, A. O., 2014)

Estatistica: Letras minusculas diferentes em unmenmadinha significa diferenca estatistica entrdias, inde-
pendente do grupo analisado. Valores menores #8,0p) indicam diferenca significativa. Teste deliaé de
Tukey

DP: Desvio padrao

g/dL: gramas por decilitro

%: porcentagem

fL: fentolitros

pL: microlitros

6.3.4 Avaliacdo Bioquimica

As amostras sanguineas para avaliacdo bioquimiaenfoolhidas nos dias 0 e 15 de
tratamento e foi utilizado o mesmo método de agatiana andlise hematoldgica. Os
resultados ndo apontaram diferencas estatisti¢es gnmupo, dia da coleta ou interagcdo entre
dia e grupo. No GS foi encontrado alteracdo nosgiside ALT sanguinea que pode ser
justificada pelas lesdes causada por necrose dedogps. No GSTC foram identificadas

alteracdes nos indices de ALT devido a alterac@gsaticas causadas por necrose de
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hepatdcitos e nos indices de FA e GGT que podeaesada por obstrugdo de ductos
biliares.

6.3.5 Avaliacdo Urinaria

As amostras de urina foram colhidas em dois morsedtoante o tratamento dos
animais do GS e GSTC respectivamente nos diass0 @udando analisada a cor da urina ndo
foram observada alteracdes significativas, mas ei® a@nimais do GS e dois animais do
GSTC foi identificada alteracdo na cor (amareloopygue sugere a presenca de bilirrubina
urinaria, que foi confirmada através do exame qeonuirinario. Diante uma possivel lesédo
hepatica, foram analisados os resultados bioquémoosoro sanguineo que confirmaram a
leséo.

Quanto ao odor, todas as amostras asgaracteristicasui generis Quando
analisado o aspecto da urina, ndo foi encontradglolteelo significativo entre as amostras,
porém observamos que na primeira coleta realizéala, animais do GSTC apresentavam a
urina turva com presenca de bactérias e leucécii@gonstrando que 0s animais
apresentavam cistite bacteriana.

Os resultados da densidade urinaria ndo apresental@racfes laboratoriais e
clinicas, considerando os valores de referéncia p@es. Da mesma forma, os valores de pH
urinario também néo apresentaram alteracdes sigtifas entre os grupos. Quanto a analise
dos resultados do exame quimico urinario, ndo hoalteracdo nas concentracbes de
urobilinogénio, glicose e corpos cetdbnicos em ambesgrupos, com alteracbes nas
concentracdes de bilirrubina em dois animais doeGf® animal do GSTC que indica leséo
hepatica, que pode ser confirmada através da aribguimica hepatica do soro sanguineo.
Na avaliacdo das concentracdes de proteina, olosesvaalteracbes nos animais
diagnosticados com cistite, que justifica a preaateproteinas devido a degradacgéo celular e
bacteriana.

Na analise de sangue oculto, observamos a presemgpiatro animais do GS e dois
animais do GSTC que pode ser causada pela predermganoglobina ou heméacias.

Na analise dos sedimentos urinarios ndo foi enadatalteracdo significativas. Foi

identificada a presenca de células descamativaissit@o e renais dentro dos padrdes de
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normalidade. Quanto a presenca de cilindros, deintificado a presenca de cilindro
granuloso em um animal do GS no primeiro dia deaitd que ndo pode ser observado na
segunda colheita devido ao Obito do animal duranteatamento. O cilindro granuloso é
identificado em casos de lesdes renais em estéagoavancado.

A presenca de cristais estd associada principagnenpH urinario. Em um animal foi
observado a presenca de fosfato triplo em outrgs doimais de oxalato de calcio. A
presenca de fosfato triplo é identificada principaite em amostras com pH alcalino,
podendo ser encontrada também em amostras comuyitd 0@ levemente acido. Os cristais
de oxalato de célcio estéo relacionados a um phéuwio acido, assim como foi identificado
em ambos os casos. Devido ao 6bito dos animaisntdu@ tratamento ndo foi possivel
observar a formacéo de cristais na segunda caletaeayia realizada no dia 15.

Quanto a presenca de hemacias na urina apenasinmna abteve resultado positivo
na analise de sedimento urinério, sendo o animal fqu diagnosticado inicialmente na
primeira coleta com cistite bacteriana. Este achaofte estar relacionado a alteracdo do
epitélio vascular e tecidual que pode originar gogade hemorragia intra-vesical.

A presenca de leucdcitos foi verificada em um ahideaGSTC no segundo dia da
coleta, com presenca de bactérias e turbidez détecandizentes com cistite bacteriana.

No GSTC foi identificada a presenca de bactériasritea de todos os animais, que
pode ser justificada pelo método de coleta utitizade foi cateterismo ou mic¢ao natural.

6.3.6 Tratamento e acompanhamento clinico laboratal

Os animais participantes do experimento foram aemm@dos por 15 dias e
receberam tratamento sintomatico de acordo consepi@cao clinica sistémica e neuroldgia,
com acompanhamento domiciliar e ambulatorial radlizcom intervalo de trés dias. No dia
dos atendimentos, foram realizadas as avaliagdegad dos pacientes através de exame
fisico e neuroldgico e coleta de amostras pardzega@lo de exames complementares. Os
animais que compreenderam o GS receberam tratansémimmatico que consistiu na
administracéo de antipiréticos (Dipirona sodicaed®s mg/kg/q8-12h/SC) (60%), complexos
vitaminicos (Vitaminas A dose 400Ul/kg/q24h/VO; Quaexo B dose 50-500 mcg/kg/IM,
Vitamina C dose 100-500 mg/animal/g8h/VO e VitamiBadose 5-10 mg/kg/q24h/VO)
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(100%) e antibidtico (sulfametoxazol + trimetoprirdase 20 mg/kg/VO) (100%), acido
folico (1 mL/10 kg/ql2h/VO) (40%) dos casos e fhtikapia endovenosa conforme
desbalanco hidroeletrolitico.

Os animais participantes do GSTC receberam a asimigiio de tratamento
sintomético de acordo com a apresentacdo clinica @ouso de complexos vitaminicos
(Vitaminas A dose 400UI/kg/q24h/VO; Complexo B dd#2500 mcg/kg/IM, Vitamina C
dose 100-500 mg/animal/qg8h/VO e Vitamina E dose0 5rg/kg/q24h/VO) (100%),
antibiotico (sulfametoxazol + trimetoprima dose 2@/kg/VO) (100%), acido folico (1
mL/10 kg/gq12h/VO) (66,6%) dos casos e fluidoterapralovenosa conforme desbalancgo
hidroeletrolitico. No terceiro dia de tratamentoi, fealizada a inoculagcdo endovenosa pela
veia cefélica de 1.0x20kg de células-tronco de epitélio olfatério fatahino em dose Unica.
Apoés a aplicacdo, os animais foram acompanhadosirpar hora para serem liberados. Os

resultados estao expressos na tabela 16 abaixo

Tabela 16— Relacdo do tratamento proposto nos gr@goe GSTC

GS GSTC

Dipirona sédica 3 (60%)
Vitamina A 5 (100%) 3 (100%)
Vitamina B 5 (100%) 3 (100%)
Vitamina E 5 (100%) 3 (100%)
Vitamina C 5 (100%) 3 (100%)
Sulfametoxazol + trimetoprima 5 (100%) 3 (100%)
Acido félico 2 (40%) 2 (66,6%)

Fluidoterapia 2 (40%)

Fonte: (PINHEIRO, A. O., 2014).

GS: Grupo suporte

GSTC: Grupo suporte + terapia celular
%: porcentagem

Apés o tratamento e acompanhamento dos animaigyesBe uma alta taxa de
mortalidade prevalente no GS e GSTC. No GS fordetismados cinco animais, com indice
de mortalidade durante o tratamento de (80%) ecéndie sobrevivéncia de 20% com
recuperacdo completa do paciente. No GSTC obteuesiedice de mortalidade de (66,6%)
com indice de sobrevivéncia de (33,3%) sem meltianeca consideravel (Tabela 17).



Tabela 17 — Relacéo da evolugao clinica de acardpactratamento proposto
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GRUPO Sobrevivéncia Obito
GS 01 04
GSTC 01 02

Fonte: (PINHEIRO, A. O., 2014)
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DISCUSSAO
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7 DISCUSSAO

Nos estudos realizados por Alves et al., 2007 ®lpiolfatorio canino apresenta uma
linhagem de células responsaveis pela renovacatacetugerindo que esta linhagem possa
ser responsavel pela reposicdo de células sustéarex e neurdnios olfatérios localizados
nesta regido. Baseados nestes resultados, busacamosste experimento caracterizar e
utilizar esta linhagem celular no tratamento de sca®m cinomose canina com
comprometimento neurolégico devido sua possivehddpde de diferenciacao vitro em
linhagens celulares.

Neste trabalho estabelecemos com sucesso a linhdgdsCs do epitélio olfatério
canino baseado na metodologia descrito por Alved. R009). Estas células apresentaram
morfologia fibrobastdide com aderéncia das célalauperficie plastica, que constitui uma
das caracteristicas de células-tronco mesenquaeaditas por Bydlowski et al. (2009).

Na analise da curva de crescimento o pico de ncagscimento celular foi registrado
na terceira passagem, com sucessivo declinio dadeaxproliferacdo apos esta passagem,
portanto, sendo 0 momento ideal para utilizacdo teste pré-clinico. Esses resultados
condizem com LOCKHART et al. (1971) e VIDANE et 2014) que citam que na analise
de curva de crescimento celular deve ser obsemmadosignificativa elevacdo do numero de
células durante as primeiras passagens, indicam#oealevada taxa de proliferacdo celular,
com posterior declinio nas sucessivas passagedsulle timedesta analise demonstrou um
crescente aumento no numero de dias para duplicagélar, fenbmeno este observado em
MSCs que sofrem desgaste e quiescéncia a medidawpentam o nimero de passagens
(VIDANE et al., 2014.

As células foram avaliadas quanto a sua capaciademar coldnias, observando-se
a formacéo de inUmeras coldnias celulares. Estet@éeconsiderado um meio de quantificar
0 numero de células-tronco mesenquimais que po@enrersontradas em diversos tecidos
quando inoculadas (BEYER; MEIRELLES, 2006).

Através deste experimento, obtivemos resultadossgatentam a hipotese de que as
células-tronco de epitélio olfatério podem ser mréservadas por longo periodo sem perder
sua capacidade de alta proliferacao celular apdsisscongelamento, podendo ser formado
um banco de células-tronco para aplicacdo em faitestudos pré-clinicos. Estes resultados
podem ser confirmados por Edamura et al. (2014)e omode-se comprovar a elevada

capacidade proliferativa por varias passagens @op@gssso de descongelamento.
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Para realizacdo da imunofenotipagem de marcadoeessnquimais e neuronais, foi
realizada a imunofenotipagem através da técniamndrocitoquimica e citometria de fluxo.
Na analise imunocitoquimica para marcadores megeadg) foi observada marcacao
positiva para marcadores CD105, CD73 e CD90 e iveggbara marcadores CD34, CD45 e
CD79. Na andlise por citometria de fluxo foi obsel® marcagcdo inespecifica para
marcadores mesenquimais CD90, CD105 e CD73 e n#@rcaggativa para marcadores
hematopoiéticos CD34, CD45 e CD79A conforme retajaar Alves (2009). Este resultados
contradizem os resultados reportados por Domingtirdl. (2006) e Bydlowski et al. (2009)
gue relatam a expressao positiva para marcadoreD%;0CD73 e CD90 e expresséo
negativa para marcadores CD34, CD45, CD14 ou CDCLY9, ou CD19 e HIA-DR em
células-tronco mesenquimais. Este fato pode setifigaso pelo uso de anticorpos
inespecificos para MSCs na espécie canina. Na ioitogoimica de marcadores neuronais
foi utilizado a proteina glial fibrilar &cida (GFABue é o principal componente estrutural dos
astrocitos de individuos adultos (ORSINI et al.020 Nestin e B tubulin. Foi identificada
nesta técnica marcacéo positiva para marcfpdabulin e inespecifica para GFAP e Nestin.
Nos trabalhos de Alves (2009), foi identificada cagéo positiva para todos os marcadores
neuronais.

As células em terceira passagem foram submetidas aneio de diferenciagdo
condrogénica, osteogénica e adipogénica. Apos 24 die observacdo diaria, foi possivel
realizar coloracdo especifica e identificar altéesc morfologicas tipicas de células
adipogénicas, condrogénicas e osteogénicas cobelizerm as caracteristicas observadas nas
células-tronco mesenquimais (DOMINICINI et al., BORALVES, 2009; BYDLOWSKI et
al., 2009; WENCESLAU et al., 2011; TAGHI et al.,12) Vidane et al., 2014).

Para teste de potencial carcinogénico, foram idgstacélulas pelas vias subcutanea,
intramuscular e intraperitoneal para observar mégéo de possiveis teratomas no local da
inoculacdo. Utilizamos camundongos imunossuprim{@atb/c - Nude) devido a auséncia de
um sistema imune capaz de destruir as células laaas, podendo sobreviver no animal e
formar tumores benignos contendo todos os tiposlareks derivados das trés camadas
germinativas do embrido. Como esperado para atasélie epitélio olfatério ndo houve a
formacdo de teratomas com também descrito por VEencet al. (2011) e Vidane et al.
(2014) e em outras linhagens de células mesengaimai

ApoOs a realizacdo de testes de caracterizacdcacelutomprovada a seguranca das
células-tronco de epitélio olfatorio fetal caninajciamos o teste pré-clinico com céaes

infectados pelo virus da cinomose canina na faselaagom sinais neuroldgicos. Para
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Cyranoshi (2013) houve um grande aumento no uséldéas-tronco na medicina veterinaria,
embora a eficacia desses testes seja questionadtmigmente pela falta de comprovacéao,
devido a auséncia de grupos controle e avaliacato-aega. Apesar das regras de uso das
células estarem pendentes devido a auséncia deramaagpes, ndo ha uma legislacdo que
Impecga Seu uso.

Para a realizacdo do experimento, os animais faeletionados de acordo com 0s
sinais clinicos e resultado positivo para cinomoaeina através de Rt-PCR. Para o
diagndstico laboratorial, diferentes tipos de twespwdem ser utilizados ante mortem,
entretanto o diagnéstico definitivo permanece itccem alguns casos (CURTI et al., 2012).
As inclusbes citoplasmaticas denominadas CorpUscd® Lentz sdo visualizadas em
eritrocitos e leucdcitos na fase de viremia da daex quando identificadas, sdo seguramente
patognoménico da cinomose canina, mesmo sem diegaglinicas identificaveis
(ALMEIDA et al., 2009). Na avaliacdo dos esfregaglas amostras sanguineas, nao foi
observado a presenca de corpusculo de Lentz emclemTe leucdcitos, dificultando nosso
diagnéstico.

De acordo com Curti et al. (2012) o kit de imun@msromatografico para deteccéo
de antigeno (Ag) da cinomose em cdaes, ndo foizfieaa o diagndstico da cinomose na
forma neuroldgica quando comparado a técnica dgioe@am cadeia da polimerase precedida
de transcricdo reversa (RT-PCR). Diante estestasld utilizamos a técnica de RT-PCR
para a deteccao do virus da cinomose devido anuaske alteracées neurologicas em todos
0s animais do experimento. Os testes RT-PCR ddisipantes do GS e GSTC realizados em
Nosso experimento expressaram indice de positiei@acb%. Comparando o tipo de amostra
analisada verificamos indice de positividade de 8@ amostras urinarias e 20% das
amostras sanguineas analisadas. Estes resultadobaram com os dados obtidos por
Negrao et al. (2007) que relatou indice de podiige de 90,4% das amostras analisadas e de
70,4% das amostras sanguineas. Esses dados comfeirmaaior sensibilidade da amostra
urindria como material biologico em relacdo a amosanguinea (GEBARA et al., 2004,
NEGRAO et al., 2007; ALCALDE et al., 2013). De adorcom McCandlish (2001), os sinais
clinicos sao variaveis e podem ser influenciadasfatres intrinsecos e extrinsecos tais
como idade, condicdo fisica, estado imune e cep envolvida. A sintomatologia se
desenvolve poucos dias apods a infeccdo e acomieigippfmente o sistema respiratorio,
gastrointestinal e neurolégico (DIAS et al., 201@3. principais sinais clinicos identificados
sao: febre, linfoadenopatia, secrecdo oculonagahite, diarreia, conjuntivite, pneumonia,

tosse produtiva, hiperqueratose, pele escamosacesti, pustula abdominais, desidratacao,
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anorexia, hipoplasia de esmalte dentario (BEER8188CANDLISH, 2001; HOSKINS,
2004; SHERDING, 2008; MARTINS et al., 2009; NELSOBIQUTO, 2010). As descri¢cdes
desses autores corroboram com o0s resultados obgdosnosso experimento, onde
identificamos como principais sinais o0 cansacol,fagporexia e secrecdo ocular (60%) dos
casos, seguidos de alteragbes como secrecdo nagmse (40%), diarréia, dispneia,
hipodipasia, pustula abdominais, hiperqueratosea@n digital e pele escamosa (20%).
Dentre os pacientes que participaram do GSTC, rsstclinicos com maior prevaléncia
foram émese (100%), hiporexia, secrecdo nasallard@3,3%). Devido a ndo observacéo de
todos os sinais clinicos, a nivel domiciliar, partp dos proprietarios, ndo podemos excluir a
possibilidade de indices de prevaléncia maioresetagdo a sintomatologia.

De acordo com estudo realizado por Tudury et &97)1 em 81 cdes com sinais
clinicos, lesdes histoldgicas e corpusculos deugdd no sistema nervoso central foi
identificado como os principais sinais clinicoseed¢des das reacdes posturais (83,95%),
presenca de mioclonias (75,30%), paresias (69,E2&6njuntivite (56,79%). Os dados deste
estudo corroboram com os resultados encontradasosso experimento, com alteracdes na
locomocédo (80% no GS e 100% GSTC), mioclonias (4086GS e 66,6% no GSTC),
secrec¢Oes oculares (60% GS e 33,3% GSTC). A pdmasinal clinico menos evidente no
GS (20%) em contrapartida os indices do GSTC (6p6.68ccomparam ao resultado de
Tudury et al. (1997).

A incidéncia da ocorréncia de lesdes neurologidastificadas no sistema nervoso
central como encéfalo e cerebelo (100%) atravesvdiacao dos sinais clinicos, corroboram
com os resultados obtidos por Silva et al. (209, relacionou como as regides do sistema
nervoso central mais afetadas pelo virus da cinenuasina. Em contrapartida, nossos
resultados associam lesdes na medula espinhal @on mcidéncia no seguimento espinhal
L4-S3, contrapondo os resultados obtidos por Sitval. (2009) que estabelece o seguimento
C1-C5 mais prevalente. Baseados em nossos ressiljagaforam baseados em atendimentos
com baixa casuistica, ndo podemos descartar abpolsgie de lesbes em medula espinhal
mais prevalente em segmento C1-C5 conforme degmitoautor.

No GS encontramos lesdes em cerebelo e encéfaddoflMmervo periférico (40%),
medula espinhal, nervos cranianos, sistema veatileuironco encefélico (20%). Nos animais
do GSTC observamos lesdes em encéfalo e nervoErpers (100%), cerebelo, medula
espinhal e nervos cranianos (66,6%) e tronco ele{83,3%).

Com relacdo aos parametros sanguineos, a literatlada quadros de anemia

normocitica normocromica (MENDONCA et al., 2000gudocitose ou leucopenia e
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linfopenia (SILVA et al., 2005). Estes dados coo@m com os resultados encontrados em
nosso experimento, com quadros de anemia normeciticmocromica, neutrofilia nos
estagios iniciais do tratamento e linfopenia. Afdpenia Segundo Moro e Vasconcellos
(1998) é causada por uma destruicdo de linfocimgdd a replicacdo viral nos tecidos
linféides, causando uma deplecdo linféide sistémica

Os resultados de bioquimicas sanguineas sao inispeEm cdes com cinomose
canina de acordo com McCcandlish (2001). Em nossssltados verificamos alteracbes
hepaticas através do aumento de enzimas hepatloagatobiliares que pode ser justificada
pelo uso de antimicrobianos de metabolizacdo hmpatiomo a sulfametoxazol +
trimetoprima em ambos 0s grupos.

As alteracdes urinarias identificadas na cinom@sena sao inespecificas de acordo
com McCcandlish (2001) ndo possuindo valor diagodstNa analise dos resultados
encontrados na avaliagdo urinaria, a principaraéo identificada foi cistite bacteriana que
pode ser justificada devido aos quadros paresteagao urinaria identificado nos pacientes.

Quanto ao tratamento, os animais do GS e GSTC emebtratamento baseado na
sintomatologia clinica e alteracbes laboratoriaisie consistiu na administracdo de
antipiréticos, complexos vitaminicos, antibidtico fleidoterapia endovenosa conforme
desbalanco hidroeletrolitico. Essas media¢cdes séizaidas no tratamento da cinomose
canina para controle dos sinais clinicos até aiigecdo do paciente (SHERDING, 2008;
NELSON; COUTO, 2010; CURTI et al., 2012). Outra mamem proposta no tratamento da
cinomose é o uso de antivirais como a ribavirireoeisada ao DMSO. Em estudo realizado
por Mangia (2008), o DMSO demonstrou ser potermadior da ribavirina em sua acgao
antiviral, demonstrando possuir atividade efetigata o virus da cinomose em animais na
fase neurolégica com melhora sensivel do quadrocoli O GSTC recebeu associado ao
tratamento sintomatico, aplicacdo endovenosa paika cefalica de 1.0x106/ kg de células-
tronco de epitélio olfatério fetal canino em doséca. O uso de células-tronco pela via
endovenosa possui a desvantagem da perda do vokioiar devido ao efeito de primeira
passagem pulmonar, em que a microvascularizacdoopar realiza efeito de filtragem
evitando que as células atinjam em grande volugigalacdo arterial, como também o risco
de tromboembolismo pulmonar devido ao grande volaehgar inoculado (FISCHER et al.,
2009). Porém, neste estudo nao foi registrado merdfaito adverso do procedimento, pois
0os animais foram monitorados e néo foi registradahoma intercorréncia durante a
inoculacdo. Em contrapartida a via endovenosa &iarde aplicacdo que possui a vantagem

de ativar mecanismo paracrino, anti-inflamatérimsunomoduladores e anti-fibrética dos
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tecidos lesionados importantes na terapia baseadaétulas tronco (DEAK et al., 2009;
QUIMBY et al., 2013). Estudos estédo sendo realigatmintuito de quantificar o nimero de
células necessarias para exercer um efeito terapéu interior da area do 6rgao alvo para
diversas doencas. Em nosso experimento utilizameslas de 1 x 18Kg. Comparando os
tratamentos propostos nos GS e GSTC, identificaumsalto indice de mortalidade dos
pacientes durante o experimento. Esta alta taketal@ade pode estar relacionada ao estagio
agudo da sintomatologia clinica e neurologica eaaidade da doenca, que € considerada
reservada nas formas iniciais, mau na fase avaregadaroldgica podendo deixar sequelas
irreversiveis ou levar o animal ao 6bito (CORREARREA, 1979; BEER, 1988). Baseado
nestes dados Brito et al. (2009) relatou que anrahto realizado com cées na fase virémica
da doenca demonstrou ser ineficaz, sendo esteagsuondizente com Nnosso experimento.
De acordo com Martins et al. (2009), a vigilangédemioldgica € indispensavel na
identificagdo de variantes genéticas virais e otmtda eficacia de vacinas desenvolvidas na
atualidade, estando estes fatores diretamenteaedatos a diminuicdo da taxa de prevaléncia
dos casos da cinomose canina. Segundo os estudeSRIBIAL et al. (2014) sugerem que
uma variante genética nova diferente das cepasmeadas nas vacinas, foi identificada na
Bolivia e pode estar presente em outros paisesnti&iéa do Sul. Com isso conclui-se que
existem pelo menos trés tipos de cepas virais datss da cinomose canina em carnivoros
domésticos e selvagens da América do Sul. Embonzacisas serem utilizadas como o
principal meio de controlar a doenca, constanteensziaitam-se casos de cinomose em céaes
em animais vacinados (WEIKE et al., 2014). Mesmenii este fato, a cinomose canina,
tanto em animais domésticos, silvestres e animaiwvador econémico, esta diretamente
relacionada a falha de esquemas vacinais. De acordanossos resultados obtidos, que nos
demonstraram que (100%) dos animais participargste cexperimento ndo eram imunizados
ativamente, possuindo esquemas vacinais auseniasampletos, reforcamos a importancia
de esquemas vacinais completos e eficientes, mesmoa identificagdo de novas cepas
virais, pois a diminuicdo dos indices de prevaknei mortalidade estdo relacionados a

programas epidemioldgicos abrangentes.
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8 CONCLUSAO

* As células-tronco de epitélio olfatorio fetal camisdo células de dificil obtencéo
devido a dificuldade na aquisicdo do material eochétde coleta. Apesar destas
desvantagens, sdo células que possuem alta taxaedeimento, viabilidade
comprovada apos criopreservacao e caracteristiaa gescrevem como células-
tronco mesenquimais, tornando-se ideais para aafgionde um banco de células
para testes clinicos.

* No estudo preé-clinico, devido a gravidade da aptagéo clinica sistémica e
neurologica dos pacientes com cinomose canina sedguda, ndo foi possivel
acompanhar todos o0s pacientes até o término detprajevido aos Obitos,
demonstrando um resultado negativo a relagdo entgeupo suporte e grupo
suporte + terapia celular.

« Os animais que receberam tratamento sintomaticoat@mento sintomatico
associado a terapia celular, ndo apresentaram raeltimica e laboratorial
significantes.

* Devido a grande prevaléncia e infecciosidade dantaose canina, baseando-se
nos resultados obtidos dos tratamentos empregadatialidade, conclui-se que a
vacinagdo é a melhor forma de prevencao e dimiawsighificativa dos indices de
mortalidade.

» Baseado neste trabalho, concluimos que ha necdssidaestudos posteriores com
maior numero de casos para obtencdo de dados meva confirmacdo dos
resultados obtidos neste experimento, além de stedi@icos em pacientes
crénicos com sequelas neuroldgicas que sobreviviaseaaguda da doenca.

e O protocolo com células-tronco neuronal ndo € afitei para caes com cinomose

canina.
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