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RESUMO

A encefalomielite autoimune experimental (EAE) € um modelo pré-clinico
para estudos e testes terapéuticos de doencas neuroinflamatérias, refletindo
condicbes como a esclerose multipla em humanos (EM) e a
meningoencefalomielite de origem desconhecida (MUO) em cédes. AEM e a
MUO sédo condi¢Bes autoimunes que afetam o sistema nervoso central
(SNC), causando neuroinflamacéo, desmielinizacdo e neurodegeneracéo. O
tratamento desses pacientes geralmente envolve o0 uso de
imunomoduladores e imunossupressores, visando reduzir os sintomas. As
células estromais mesenquimais multipotentes (MSCs) tém despertado
interesse crescente na pesquisa de doencas neuroimunes devido as suas
propriedades imunomoduladoras e regenerativas. O objetivo deste estudo foi
avaliar a eficacia terapéutica das MSCs derivadas de tecido adiposo canino
(cAT-MSCs), no modelo experimental de EAE em camundongos divididos
em grupo nao imunizado (n=2), EAE (n=6) e EAE+CcAT-MSC (n=6) tratados

no 7° dia pés-inducao (DPI 7) com uma Unica dose intravenosa de 3x10°
cAT-MSCs. Foram realizadas analises diarias de peso, escore clinico e de
marcha até o DPI 29 e imunofluorescéncia da medula espinhal com
marcadores GFAP, Ibal e Sinaptofisina. O grupo EAE+cAT-MSCs
apresentou retardo no inicio dos sinais clinicos, menor variagdo de marcha
em membros pélvicos e uma cobertura sinaptica maior que o grupo EAE
(p<0,05). Nao houve diferenca na variacdo de peso, na populacéo glial, e na
variacao na analise de marcha em membros toracicos entre os grupos EAE
e EAE+CAT-MSCs. Nossos resultados demonstram que a terapia com cAT-
MSCs no DPI 7 retarda o inicio da doenca clinica, e apresenta efeitos
relacionados a manutencgéo da cobertura sinaptica dos motoneuronios.

Palavras-chave: Terapia celular; imunologia; meningoencefalite
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ABSTRACT

Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is a preclinical model used
for the study and therapeutic testing of neuroinflammatory diseases, mirroring
conditions like multiple sclerosis (MS) in humans and meningoencephalomyelitis
of unknown origin (MUO) in dogs. Both MS and MUO are autoimmune conditions
affecting the central nervous system (CNS), leading to neuroinflammation,
demyelination, and neurodegeneration. Treatment for these patients typically
involves the use of immunomodulators and immunosuppressants to alleviate
symptoms. Multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs) have garnered
increasing interest in the research of neuroimmune diseases due to their
immunomodulatory and regenerative properties. The goal of this study was to
evaluate the therapeutic efficacy of canine adipose tissue-derived MSCs (CAT-
MSCs) in the EAE experimental model in mice. The study involved three groups:
a non-immunized group (n=2), an EAE group (n=6), and an EAE+cAT-MSC
group (n=6), which were treated on the 7th day post-induction (DPI 7) with a
single intravenous dose of 3x10° cAT-MSCs. Daily assessments of weight,
clinical score, and gait were performed until DPI 29, along with spinal cord
immunofluorescence analysis using markers GFAP, Ibal, and synaptophysin.
The EAE+cAT-MSC group exhibited a delay in the onset of clinical signs, less
gait variation in pelvic limbs, and greater synaptic coverage compared to the EAE
group (p<0.05). There was no difference in weight variation, glial population, or
gait variation in thoracic limbs between the EAE and EAE+cAT-MSC groups. Our
results demonstrate that therapy with cAT-MSCs on DPI 7 delays the onset of
clinical disease and presents effects related to the maintenance of synaptic

coverage of motor neurons.

Keywords: Cell therapy; immunology; meningoencephalitis



1. INTRODUCAO

As lesbes inflamatérias do sistema nervoso central (SNC) séo
particularmente incapacitantes, tanto para a espécie humana como para 0s
animais domésticos (FRIESE et al, 2014). Dentre as enfermidades
neuroimunes mais comuns nestas espécies, destacam-se a esclerose
multipla (EM) em seres humanos e as meningoencefalomielites de origem
desconhecida (MUO) em caes (COATES & JEFFERY, 2014; FRIESE et al,
2014). Como modelo animal para a EM, a encefalomielite experimental
autoimune (EAE) tem contribuido para o entendimento da fisiopatologia das
doencas neuroimunes, principalmente no contexto da medicina translacional
para desenvolvimento de novos farmacos (STROMNES & GOVERMAN,
2004).

Devido a limitada capacidade regenerativa do SNC, o potencial
terapéutico das células estromais mesenquimais multipotentes (MSCs) tem
sido estudado em vérias condi¢cdes neuroldgicas, como degenerativas e
inflamatorias crénicas, assim como de dano neuronal agudo (KASSIS et al,
2013; de Freitas et al, 2022).

Embora ainda existam lacunas na compreensao dos mecanismos de
acado das MSCs, sabe-se que a terapia com MSCs pode desempenhar um
papel importante no controle das enfermidades neuroimunes, devido as suas
atividades troficas e sua capacidade em estimular a angiogénese, reduzir a
inflamacéo, recrutar células progenitoras residentes e minimizar a fibrose
podendo, assim, regenerar ou fornecer suporte para a sobrevivéncia das
células existentes parcialmente danificadas (PERONI & BORJESSON, 2011,
KASSIS et al, 2013). Essas células apresentam importante capacidade de
diferenciacdo celular, regeneracdo, imunomodulacdo e neuroprotecao
(KASSIS et al, 2013; de Freitas et al, 2022). Alem de desempenharem papel
direto, a secrecao de substancias e fatores bioativos pelas MSCs, como as
vesiculas extracelulares (EVs) incluindo os exossomos, apresentam grande
importancia terapéutica (CLARK et al, 2019, HU et al, 2022).

Diferentes disturbios neurolégicos em seres humanos tém chamado
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a atencdo para o uso da terapia celular, de forma que muitos estudos em
modelos animais e pré-clinicos tém sido conduzidos (em ratos,
camundongos, coelhos, caes e em humanos), tais como para a doenca de
Parkinson, acidente vascular encefélico, doenca de Huntington, esclerose
lateral amiotréfica, doenca de Alzheimer, esclerose multipla e para lesbes da
medula espinhal, demonstrando efeitos benéficos (COHEN, 2013; KASSIS
et al, 2013; CLARK et al, 2019).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS MULTIPOTENTES
(MSCs)

As MSCs séo células progenitoras, isoladas de diversos tecidos adultos
ou fetais com habilidades proliferativas, de diferenciacédo e terapéuticas (ZUK
et al, 2001; VIDAL et al, 2007). As MSCs derivadas do tecido adiposo (AT-
MSCs) provém de uma fonte acessivel e sdo encontradas em diversas
espécies (CREMONESI et al, 2011).

Critérios minimos foram definidos para a caracterizacao e identificacédo
das MSCs humanas in vitro: aderéncia ao plastico, potencial diferenciacéo
para as linhagens mesodermais osteogénica, condrogénica e adipogénica,
e expressao de marcadores mesenquimais (DOMINICI et al, 2006). Diversos
trabalhos tém revelado um perfil de expresséo de antigenos de superficie
celular CD semelhante entre as AT-MSCs caninas e humanas, conforme
descrito pela Sociedade Internacional para Terapia Celular (KISIEL et al,
2012; SCREVEN et al, 2014). Entre eles, a expressao dos marcadores
CD29, CD44, CD90 e a auséncia de expressédo de CD34, CD45, CD146 e
MHC-I1I (KISIEL et al, 2012; SCREVEN et al, 2014).

A produgéo de fatores imunomoduladores soluveis secretados por meio
dos exossomas pelas MSCs in vitro, como: fator de transformacdo do
crescimento B1 (TGF-B1); fator de crescimento de hepatécitos (HGF);

prostaglandina E2 (PGE2); indoleamina 2,3 deoxigenase (IDO); 6xido nitrico

12



(ON); fator de crescimento endotelial vascular (VEGF); e interleucina 6 (IL-
6) foi demonstrada em diversas espécies animais (CARRADE &
BORJESSON, 2013). Estudos in vitro e in vivo tém reportado os efeitos de
TGF-B, HGF, PGE2, IDO e IL-10 na supressao da proliferacao e regulacao
de linfocitos T pelas MSCs humanas (ATOUI & CHIU, 2012). Kol et al. (2016)
evidenciaram que, assim como as MSCs humanas e murinas, as MSCs
caninas também possuem capacidade de inibir a polarizacdo dos linfocitos
Treg 17 (Th17) in vitro. Por outro lado, as MSCs humanas podem modular a
resposta imune pela inibicdo da proliferacdo e diferenciacdo dos linfocitos B
e das células natural killer (NK) (SPAGGIARI et al, 2008). A supressao da
atividade citotoxica das células NK foi relacionada a diminuicdo da producéo
de IL-1 e IL-15 e producao de PGEZ2, IDO, TGF-B pelas MSCs (SPAGGIARI
et al, 2008; JACOBS et al, 2013). Spaggiari et al. (2009) observaram que
através da PGE2, as MSCs humanas interferem na diferenciacdo dos
mondcitos para células dendriticas, alterando a sua funcdo e maturacgéo e,
consequentemente, prejudicando a ativacdo dos linfécitos T19. Ainda, as
MSCs podem apresentar habilidade de migracéo, integracao e sobrevivéncia
em tecidos lesados (LIECHTY et al, 2000; ZHANG et al, 2005).

2.2. MECANISMOS DE ACAO DAS MSCs NA
REGENERACAO NERVOSA

Existem evidéncias de que as MSCs transplantadas no SNC migram
para a area lesada, como areas de hipOxia, apoptéticas, inflamadas,
degeneradas e em certas condicdes podem se diferenciar em células
neurais, melhorando a funcédo neurolégica, embora a diferenciagcdo das
MSCs em células da linhagem neural ndo seja o fator principal na
recuperacgdo funcional apos lesdo do sistema nervoso central ou periférico
(PARR et al, 2007; MALTMAN et al, 2011; PAUL & ANISIMOV, 2013).

Em linhas gerais 0os mecanismos terapéuticos das MSCs estao
relacionados com sua capacidade paracrina, nheuro/axonioprotetiva,
manipulagédo genética, contato célula-célula, angiogénese e modulagéao da
apoptose (ZHANG et al, 2005; ATOUI & CHIU, 2012; SANCHEZ et al,

13



2017). Estudos sugerem que os fatores neurotroficos produzidos pelas
MSCs podem gerar efeitos troficos, aumentar a sobrevivéncia neuronal e a
remielinizacdo endogena (BAI et al, 2009; SANCHEZ et al, 2017).

No contexto das enfermidades do SNC, principalmente as
neuroimunes, diversos estudos investigaram as propriedades terapéuticas
das MSCs, devido aos seus efeitos imunomodulatorios relacionados com a
secrecdo de HGF, TGF- p1, PGE2, IDO, NO, VEGF, IL-6, anti-inflamatérios
e de neuroprotecdo (CARRADE & BORJESSON, 2013; RAVANIDIS et al,
2015; LI et al, 2022). A secrecdo BDNF, NGF e neurotrofina 3 (NT-3) sdo
importantes efeitos terapéuticos das MSCs que promovem neurogénese e
conexdes sinapticas (RACCHETTI & MELDOLESI, 2021).

Estudos indicam que as células Treg desempenham um papel importante
ndo apenas na imunomodulacdo, mas também na promocdo da
diferenciacéo de oligodendrécitos e na (re)mielinizacdo. Essa descoberta é
significativa, pois as MSCs atuam estimulando as células Treg. (MELIEF et
al, 2013; DOMBROWSKI et al, 2017).

2.3. ENCEFALOMIELITE EXPERIMENTAL AUTOIMUNE (EAE)

A encefalomielite experimental autoimune (experimental autoimmune
encephalomyelitis, EAE) é induzida pela imunizacdo de camundongos
suscetiveis a proteinas associadas a mielina em um ambiente inflamatério
(STROMNES & GOVERMAN, 2004). A EAE é um dos modelos animais mais
estudados para as doencas neuroimunes humanas, como a Esclerose
Multipla (EM) (THOME et al, 2014; THOME et al, 2016; BERNARDES &
OLIVEIRA, 2017). A partir dos estudos com EAE, evidenciou-se que
linfécitos T CD4+ com fendtipos Thl e Thl7 (secretoras de IFN-y e IL-17,
respectivamente) perifericamente ativados sao dirigidos contra
autoantigenos no SNC em individuos suscetiveis, sendo os genes HLA de
classe | e Il os principais fatores de risco genético (FRIESE et al, 2014).

Linfocitos T CD8+, linfocitos B, células do sistema imune inato e microglias

14



estdo importantemente implicados na imunopatogénese da EM/EAE
(RACCHETTI & MELDOLESI, 2021). Por outro lado, a inflamacéo cronica,
resultante da producédo de espécies reativas de oxigénio, leva a uma cascata
de mecanismos degenerativos e falha dos processos
neuroprotetivos/regenerativos acarretando em degeneracgao retrograda
ou Walleriana e apoptose neuronal (FRIESE et al, 2014; RACCHETTI &
MELDOLESI, 2021).

2.4. SIMILARIDADES ENTRE ESCLEROSE MULTIPLA EM
HUMANOS E MENINGOENCEFALOMIELITE DE ORIGEM
DESCONHECIDA EM CAES

A EM humana é uma doenca autoimune, cronica e multifocal do SNC,
sendo a principal causa ndo-traumatica de incapacidade em adultos jovens
(FRIESE et al, 2014). Existem vérias formas clinicas de EM, cada uma com
caracteristicas diferentes em termos de progresséao e sintomas (CREE et al,
2016). A Sindrome Clinicamente Isolada (CIS) € um episddio Unico de
disfuncéo neurolégica com sintomas sugestivos de EM, mas gque ainda néo
atende aos critérios diagnésticos completos, podendo evoluir para formas
definitivas da doenca dependendo das lesGes observadas em ressonancia
magnética (CREE et al, 2016). A Esclerose Multipla Remitente-Recorrente
(EMRR) é a forma mais comum, caracterizada por surtos de sintomas
neuroldgicos seguidos de periodos de recuperacao parcial ou completa, sem
progressado continua entre os surtos (CREE et al, 2016). Na Esclerose
Multipla Secundéaria Progressiva (EMSP), os pacientes inicialmente
apresentam o padrdao de EMRR, mas ao longo do tempo desenvolvem uma
progressdo continua dos sintomas com menos ou nenhum surto definido
(CREE et al, 2016). A Esclerose Multipla Primaria Progressiva (EMPP)
caracteriza-se pela progresséao gradual da doenca desde o inicio, sem surtos
claros (CREE et al, 2016). A Esclerose Multipla Progressiva com Surtos
(EMPS) combina caracteristicas da EMPP, com uma progressao continua
dos sintomas, intercalada com surtos de exacerbacgao (CREE et al, 2016). A
Esclerose Mdltipla Benigna (EMB) é caracterizada por sintomas leves e

surtos infrequentes, com recuperacéao quase completa entre eles, resultando
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em pouca ou henhuma deficiéncia a longo prazo (CREE et al, 2016). Por fim,
o curso fulminante é uma forma rara e agressiva que progride rapidamente,
levando a incapacidades severas em um curto periodo de tempo (CREE et
al, 2016).

A meningoencefalomielite de origem desconhecida (MUO, do inglés
Meningoencephalomyelitis of Unknown Origin) € um grupo de doencas
autoimunes que afetam o SNC de caes, e possui trés subtipos:
Meningoencefalomielite  granulomatosa (MEG), Meningoencefalite
necrosante (MEN) e Leucoencefalite necrosante (LEN) (COATES &
JEFFERY, 2014). Os caes afetados manifestam sinais clinicos relacionados
a localizagdo das les@es inflamatdrias, como por exemplo, crises epilépticas,
ataxia, reducéo do estado de consciéncia e cegueira (COATES & JEFFERY,
2014). A associacdo genética do MHC-II encontrada em alguns cdes com
MUOs esta presente na EM (GREER et al, 2010). Sugere-se que a EM seja
mediada por linfécitos Thl e Th17, gerando desmielinizacdo e lesdo axonal
(FRIESE et al, 2014). Cdes com MUO apresentam caracteristicas
histopatoldgicas, clinicas e radiol6gicas semelhantes a EM, e além disso, as
variantes agudas fulminantes ou n&o-prototipicas da esclerose mdultipla,
como a variante de Marburg, a esclerose concéntrica de Bal6 (ECB), e a
encefalomielite disseminada aguda (EMDA) tém sido associadas a
meningoencefalite necrosante dos cdes (GREER et al, 2010). As formas
focal e disseminada da MEG, consistentes com uma reacdo de
hiperssensibilidade tardia, sdo também relacionadas com a EM (GREER et
al, 2010).

A MUO é altamente debilitante, progressiva e apresenta progndstico
desfavoravel (COATES & JEFFERY, 2014). Estudos recentes constataram
gue mesmo com o tratamento imunossupressor, 33% dos caes com MUO
vieram a 6bito em 3 dias (13/39) e 26% (30/116) em 7 dias ap0s o diagnostico
(COATES & JEFFERY, 2014; LONG et al, 2017). Segundo a meta-analise
de Granger et al. (2023), cdes com MUO tratados com corticosteroides
associados a citarabina apresentaram boa resposta, com sobrevida entre 8-
464 dias em comparacdo a 3-63 dias em caes que receberam apenas

corticosterdides. Conforme mencionado anteriormente, os farmacos
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imunossupressores favorecem temporariamente o prognostico, resultam na
remissdo parcial dos sinais clinicos e geralmente ocasionam efeitos
adversos graves (GRANGER et al, 2023). Os corticosteroides podem causar
ulceracbes gastrointestinais e hepatotoxicidade, e outros farmacos
imunossupressores, como a ciclosporina, a citarabina e a azatioprina podem
gerar hepato e mielotoxicidade (COATES & JEFFERY, 2014).

A terapia celular com MSCs dispde de um grande potencial para o
tratamento de doencas imunomediadas e inflamatérias do SNC (GLENN,
2014). A capacidade de homing em tecidos inflamados, associada as
propriedades imunomoduladoras/anti-inflamatorias e regenerativas, as torna
uma alternativa promissora para o tratamento das meningoencefalomielites
nao-infecciosas (ATOUI & CHIU, 2012). Por conseguinte, tem existido um
interesse crescente na terapia celular pela comunidade cientifica e indastrias
de biotecnologia, no entanto, estudos com rigor cientifico in vitro e in vivo
devem ser instituidos para direcionar o uso racional das MSCs e garantir a
sua eficacia e seguranga no ambito clinico (GLENN, 2014).

A partir dos mecanismos imunolégicos anteriormente mencionados, a
terapia com MSCs objetiva aumentar a eficacia terapéutica nas doencas
neuroimunes, dentre elas a EAE em camundongos, a MUO em cées e a EM
em humanos, visando a recuperacdo clinica, neurorradiologica, dos
parametros inflamatoérios do liquido cefalorraquidiano (LCR) e do tecido
nervoso, com a expectativa de favorecer o prognostico e de evitar os efeitos
adversos decorrentes dos farmacos imunossupressores (GLENN, 2014;
LEONE et al, 2023).

2.5. TERAPIA COM CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS
MULTIPOTENTES NOS MODELOS ANIMAIS DE
ENCEFALOMIELITE EXPERIMENTAL AUTOIMUNE

Véarios mecanismos podem estar envolvidos com os efeitos
terapéuticos do transplante de MSCs nos modelos de EAE. Um dos
mecanismos propostos € a imunomodulacéo periférica (FISHER-SHOVAL et

al, 2012). Apos o transplante IV de MSCs na EAE remitente-recorrente e/ou
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cronica-progressiva, observou-se recuperacdo clinica, diminuicdo de
infiltrados de células inflamatdrias e da perda axonal no SNC (ZHANG et al,
2005; BAI et al, 2009). Esses efeitos séo suportados pela supresséo in vitro
da atividade de linfécitos T pelas MSCs, associada a diminui¢cdo da producao
de TNF-a e TNF-B, reducéo das citocinas pro-inflamatorias IL-17, INF-y, IL-
2, IL-12 e TNF-a e incremento das citocinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-5 in
vitro, e supressao in vivo da infiltracdo de linfocitos B no SNC e da producao
de anticorpos patogénicos contra mielina (ZHANG et al, 2005).

Anderson et al. (2017) demonstraram in vitro e in vivo o efeito
imunossupressor das MSCs derivadas de tecido adiposo (AT-MSCs)
murinas e humanas na EAE crbnica em camundongos C57BL/6J. A
atividade de linfécitos T e células dendriticas foi suprimida pela via do 6xido
nitrico induzivel (iNOS) e da ciclo-oxigenase 1 e 2 (COX-1,2) in vitro e houve
a inibicdo da gravidade e progressdo da EAE, evidenciada pela diminui¢édo

da fungéo das células dendriticas e linfocitos T in vivo (GLENN, 2014).

O transplante intracerebroventricular (ICV) de células-tronco
mesenquimais derivadas de placenta (PMSCs) xenogénicas (placentarias
humanas) inibiu a progresséo da EAE crdnica e aumentou significativamente
a sobrevida dos camundongos, havendo reducao da expressao in vitro da
proteina anti-inflamatéria TSG-6 em resposta ao TNF-a, IL-1-B, e a0 meio
condicionado com astrdcitos ativados (FISHER-SHOVAL et al, 2012).

Adicionalmente, estudos sugerem que as MSCs podem contribuir com
a neurorregeneracgéo/remielinizagdo nos modelos de doengas neuroimunes
(FISHER-SHOVAL et al, 2012; CLARK et al, 2019; SANTOS et al, 2024).
Zhang et al. (2005) notaram reducao da desmielinizagcéo, aumento de BDNF
e proliferacdo de oligodendrécitos em camundongos transplantados com

MSCs derivadas de medula 6ssea humana na EAE cronica.

No contexto dos estudos sobre a EM, o modelo murino de EAE foi
fundamental para ampliar os conhecimentos sobre a fisiopatologia e
alternativasterapéuticas para a EM, incluindo o efeito benéfico das MSCs

por meio da supresséo de células T efetoras (ZAPPIA et al, 2008).
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3. JUSTIFICATIVA

A EM é uma doenca autoimune crbnica que afeta SNC, causando
desmielinizacédo e degeneracdo do SNC. Em modelos experimentais, como
a EAE em roedores, a doenca pode ser induzida, possibilitando o estudo de
novas terapias. As MSCs tém se mostrado promissoras como estratégia
terapéutica, devido a sua capacidade de regenerar tecidos, modular a
resposta imune e promover a remielinizacdo. Em medicina veterinaria, as
MUOs em cées sdo um grupo de doencas inflamatdrias que compartilham
semelhancas patolégicas com a EM em humanos, ambas caracterizadas por
processos autoimunes do SNC. A falta de terapias eficazes e o progndstico
reservado para as MUOs torna urgente o desenvolvimento de novas

abordagens terapéuticas imunomoduladoras.

Neste cenario, o estudo das MSCs de cdes em modelos murinos de
EAE é uma estratégia para explorar seu potencial terapéutico em doencas
neuroinflamatdrias, permitindo avaliar a seguranca, eficacia e compreender
melhor os mecanismos da resposta terapéutica. Além disso, o modelo
oferece um ambiente controlado para monitorar a progresséo da doencga e 0s
efeitos das MSCs ao longo do tempo.

Nossa hipotese € que o tratamento dos camundongos induzidos a
EAE com cAT-MSCs promove efeitos imunomoduladores e neuroprotetores,

refletindo na evolucéo clinica e no ambiente neuroinflamatério do SNC.

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver uma modalidade terapéutica imunomoduladora e
neurorregenerativa para as MUO em caes, a partir da avaliacdo do potencial
terapéutico das cAT-MSCs na EAE em camundongos como modelo animal

para enfermidades neuroimunes.
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4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar a inducdo da EAE no modelo murino, a fim de obter evolucao
homogénea da doenga nos animais;

¢ Avaliar os efeitos terapéuticos das cAT-MSCs no modelo murino de EAE,
por meio de avaliacéo clinica e pesagens diarias e analises de marcha;

e Avaliar a neuroinflamacao, populacao glial e cobertura sinaptica por meio
da andlise por imunofluorescéncia dos cornos ventrais da intumescéncia
lombar com os marcadores GFAP, Ibal e Sinaptofisina;

e Correlacionar os achados da imunofluorescéncia com parametros clinicos

e de marcha da EAE.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. COMITE DE ETICA ANIMAL

Todas as etapas deste estudo foram conduzidas de acordo com o0s
Principios Eticos em Experimentacdo Animal e foram aprovadas pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), Campinas, Brasil, de acordo com o protocolo nimero 6026-
1/2022.

5.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 14 camundongos C57BL/6J (modelos da EAE
cronica- progressiva), livres de patégenos, com 9 semanas de idade,
fémeas, foram adquiridos do Centro Multidisciplinar para Pesquisa Biolbgica
na Escola de Animais de Laboratério (CEMIB) da Universidade de Campinas
(UNICAMP). Os camundongos foram alocados em gaiolas (trés animais em
cada gaiola, identificados com marcagdes na cauda), com alimento, agua ad
libitum, em ambiente com fotoperiodo controlado (ciclo de 12h/12h,
escuro/claro), temperatura de 21°C e uma umidade relativa do ar de 50%,

no biotério do Laboratorio de Regeneracdo Nervosa (LRN/UNICAMP,
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Campinas, SP, Brasil).

Os animais foram divididos em 3 grupos: Controle, EAE e EAE+CAT-
MSC, em que a doenca foi induzida apenas nos grupos EAE e EAE+CAT-
MSC. A doenca foi induzida de maneira ativa nos camundongos de acordo
com um protocolo previamente descrito (STROMES & GOVERMAN, 2004;
THOME et al, 2016). Os animais foram imunizados com 100 pg de peptideo
MOG35-55 (Genscript, Piscataway Township, New Jersey, EUA)
emulsionado em adjuvante completo de Freund (CFA; Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA) por via subcutanea (SC) em ambos os flancos. Nos
momentos 0 e 48h apds a imunizacédo, foram aplicados por via intraperitoneal
200ng de toxina pertussis para potencializar a progressao da doenca (Ptx;
Sigma, St. Louis, Missouri, EUA) (STROMES & GOVERMAN, 2004; THOME
et al, 2016). No sétimo dia pés- inducdo (DPI 7), os camundongos do grupo
EAE foram tratados pela via intravenosa (veia caudal) com 100uL de PBS, e

0 grupo EAE+cAT-MSC com 3x10° cAT-MSCs (Figura 1). A partir do DPI 8,
0s animais destes grupos foram submetidos a andlise de marcha pelo
CatWalk XT, até o DPI 29, e eutanasiados no dia seguinte (DPI 30) para
coleta da regido de interesse medular e posterior andlise por
imunofluorescéncia. Os animais do grupo controle foram eutanasiados e
suas medulas utilizadas para imunofluorescéncia comparativa com 0s outros

grupos.
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Figura 1. Delineamento experimental demonstrando a selecdo dos
grupos, inducdo da EAE e posterior tratamento com cAT-MSC (criado no

BioRender.com).

Os camundongos foram pesados e examinados diariamente para a
identificacdo dos sinais clinicos neurolégicos da doenca. Os sinais foram
graduados de acordo com Stromes & Goverman (2004), com a seguinte

escala:

e Grau 0,5: Flacidez da ponta da cauda;

e Grau 1: Flacidez da cauda;

e Grau 2: Dificuldade na marcha e paresia de membros pélvicos;
e Grau 2,5: Monoplegia de um dos membros pélvicos;

e Grau 3: Paraplegia (Figura 2);

e Grau 3,5: Paraplegia e paresia dos membros toracicos;

e Grau 4: Tetraplegia,;



e Grau 5: Moribundo/Morte.

Figura 2. Camundongo C57BL/6J classificado com escore clinico 3 da
EAE, de acordo com Stromes & Goverman (2004), apresentando

paraplegia. (arquivo pessoal)

53. EXPANSAO E AVALIACAO DA VIABILIDADE
DAS POPULACOES DE AT-MSCS CANINAS

Foram selecionadas células previamente isoladas e caracterizadas do
banco de células-tronco do Nucleo Translacional de Medicina Regenerativa
(NUTRAMERE) da FMVZ/UNESP - Botucatu, em passagem P4. As cAT-
MSCs foram descongeladas, colocadas em garrafas de T75 e expandidas
durante cinco dias, previamente a aplicacdo no modelo experimental em
estufa a 37°C em atmosfera umida, contendo 95% de ar e 5% CO2. O meio
de cultivo utilizado foi de 90% de Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) (Gibco, Waltham, Massachussets, EUA) 10% de soro fetal bovino
(SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA) e foi trocado apds as primeiras 48 horas. As células foram
tripsinizadas (trypsin, 0,25%, Invitrogen, S&o Paulo, Brasil) quando atingiram

80-90% de confluéncia e posteriormente contadas em camara de Neubauer
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e ressuspendidas em PBS estéril para aplicacdo endovenosa no modelo
experimental. A viabilidade celular foi avaliada em cultivo de cinco dias
(mesmo periodo de expanséo) sobre laminula em placas de 12 pocos, por
meio do LIVE/DEAD® Cell Viability Assay (Thermo Fisher, Waltham,
Massachusetts, EUA), e quantificado com o software ImageJ (verséo 1.54i,
National Institutes of Health, EUA).

5.4. TRANSPLANTE DE AT-MSCS CANINAS

O transplante celular ou aplicacdo de PBS foi realizado no DPI 7,
antes do desenvolvimento dos sinais clinicos, pela via intravenosa nos

camundongos com EAE. Logo apOs preparo e antissepsia da regido da

cauda, 3x10° cAT- MSCs ressuspensas em 100ul de PBS e 100ul de PBS
puro foram injetados lentamente via endovenosa nos grupos EAE+CAT-MSC
e EAE, respectivamente. As injecbes na veia da cauda foram realizadas
usando seringas de 1mL conectadas a um sistema hipodérmico padrédo de

agulhas.

5.5. AVALIACAO DA MARCHA PELO CATWALK XT®

Foram avaliados trés parametros separadamente e depois agrupados
entre membros toracicos e pélvicos: max contact (%), max intensity (%) e
base of support (BOS) (cm). Além disso, 0 parametro step sequence

regularity index (%) foi calculado com base nas passadas com 0s quatro

membros. dos animais foram adquiridos a partir do sistema CatWalk XT®
(Noldus Inc., Holanda), e a classificacdo foi realizada com o auxilio do
software CT System versdao XT 10.6 (Noldus Inc., Holanda) a partir de um
ponto de tempo basal (antes da inducdo) e diariamente a partir do dia

seguinte as aplicacbes, até o DPI 29. Foram registradas trés corridas por

animal diariamente. O sistema CatWalk XT® é uma plataforma de analise
de marcha automatizada e computadorizada, frequentemente utilizada em
estudos pré-clinicos para avaliar a locomogédo em animais, como ratos e

camundongos. Consiste em uma passarela transparente e iluminada, onde



0s animais caminham livremente enquanto sdo gravados por uma camera
de alta velocidade posicionada abaixo da passarela (GARRICK et al, 2021).
Durante o movimento, as pegadas dos animais sao registradas pela camera,

com o auxilio de luz infravermelha para melhorar a visibilidade das pegadas

(GARRICK et al, 2021). O software CatWalk XT® (Figura 3) é entdo
utilizado para analisar os dados coletados, permitindo a quantificacdo de
uma variedade de parametros da marcha, como duracéo e intensidade das
pegadas, comprimento e largura da passada, contato da pata com a
superficie, entre outros (BERNARDES & OLIVEIRA, 2017; GARRICK et al,
2021). Essa analise € automatizada, reduzindo a necessidade de

intervencdo manual e aumentando a precisdo e eficiéncia da avaliacao

(GARRICK et al, 2021). O CatWalk XT® ¢é aplicado para estudar disturbios
neuroldgicos, lesdes na medula espinhal, doencas musculares, efeitos de

drogas e terapias de reabilitacdo, entre outros (GARRICK et al, 2021).

Classification

Tril & Fun Selection

Tasl0001 [1/1) (eumel000), Pastaly sccured, Claafied)

Figura 3. Interface do sistema CatWalk XT®. A: Explorador de
experimentos, B: Explorador de perfis, C: Area de trabalho, D: Barra de
navegacao. (NOLDUS, 2013).
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5.6. PROCESSAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO E
ANALISE DE DADOS

5.6.1. Processamento tecidual

No DPI 30, todos os animais foram anestesiados por uma mistura
de xilazina (Anasedan, Ceva, Paulinia, Brasil) e cetamina (Dopalen, Ceva,
Paulinia, Brasil) nas doses de 80mg/kg e 400mg/kg respectivamente, e foram
submetidos a toracotomia, seguida de perfuséo transcardiaca com solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,38), seguido por solu¢do tampéo
de paraformaldeido a 4%. Para investigar a eficacia das cAT-MSCs na EAE
murina, a intumescéncia lombar (segmentos L4-L6) foi selecionada, devido a
progressdo das lesdes da medula espinhal associadas ao modelo e o
processamento tecidual foi realizado conforme descrito anteriormente
(SILVA et al, 2014). Apos a eutanésia e dissec¢éo das regides medulares de
interesse dos camundongos, estas foram preparadas para o congelamento
com solucdo de sacarose 30%, posteriormente incluidas em meio de
criopreservacado (Tissue-Tek Optimal Cutting Temperature Compound,
Sakura, Japdo) e congeladas em n-hexano liquido, numa temperatura
variando de -30 e -40°C durante 5 minutos. O material contendo o fragmento
medular foi estocado em -20°C até o momento da criotomia. Se¢cdes de 12um
foram realizadas com o auxilio de um criostato (Leica CM1860, Leica
Biosystems, Nussloch, Alemanha) foram realizados e depositados em
laminas de microscopia gelatinizadas previamente com uma solugéo de
gelatina purificada e sulfato de cromo e potédssio dodecahidratado. Quatro
secOes foram colocadas por lamina gelatinizada. As laminas foram mantidas
a -20°C até o uso para os protocolos de imunofluorescéncia (SILVA et al,
2014).

5.6.2. Imunofluorescéncia e quantificacao

O protocolo de imunofluorescéncia e quantificacdo foi realizado de

acordo com descricdo anterior (SILVA et al, 2014). As laminas foram
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aclimatadas a temperatura ambiente por 15 minutos e depois lavadas em
tampéao fosfato (PB) (3 vezes de 5 minutos cada). Apos incubacao por 45
minutos com solugéo de bloqueio contendo 3% de albumina de soro bovino
(BSA), as laminas foram incubadas overnight a 4°C com uma solucdo
contendo 1% de BSA, 0,2% de Triton e o anticorpo primario diluido. Anti-lbal
(molécula adaptadora de ligacéo de calcio ionizado 1; Rabbit, Wako, 1:750)
foi usada para avaliar a reacdo microglial, bem como a infiltracdo de
macrofagos derivados de mondcitos no microambiente da medula espinhal.
Anti- GFAP (proteina acida glial fibrilar; Rabbit, Abcam AB7260, 1:1000)
foi usada para avaliar a reacdo dos astrocitos e anti-sinaptofisina (Rabbit,
Novusbio, 1:1,000) para avaliar a cobertura singptica. Em seguida, as
laminas foram lavadas com PB e incubadas por 45 minutos com o anticorpo
secundario fluorescente (Alexa Fluor® 488, Goat anti-rabbit 1gG, Abcam,
ab150077, 1:500). Apds, as laminas foram lavadas novamente com PB e
incubadas e montadas usando uma mistura 1:3 de glicerol e PB e reservadas
a -20°C para posterior leitura. As [aminas imunomarcadas foram observadas
em um microscopio de fluorescéncia Leica DM 5500B acoplado a uma
camera Leica DFC 345FX. Para fins de quantificacéo, foram selecionados os
melhores cortes da medula em cada lamina e imagens das regifes ventrais
esquerda e direita, onde os motoneurénios somaticos estao localizados, na
lamina 1X, segundo Rexed (1954). As regides foram capturadas usando uma
objetiva de 20X para as se¢fes marcadas com anti-lbal e anti-GFAP, e
objetiva de 40X para as secdes marcadas com anti-sinaptofisina. Para a
quantificacdo, a densidade integrada de pixels (IDP) foi realizada usando o
software ImageJ (versao 1.54i, National Institutes of Health, EUA). Para Ibal
e GFAP, as medidas foram feitas em todas as fotos e para Sinaptofisina, a
medida foi restrita a oito pontos equidistantes de dois neurdnios por foto
(circulos de 24 pixels). A média IDP foi calculada para cada animal e entéo
a média das razdes para cada grupo * erro padréo foi estabelecida (SILVA
et al, 2014).
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5.6.3. Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad

Prism® 8.0.1 e os dados foram apresentados como média dos grupos + erro
padrdo. As andlises de peso diario, escore clinico e os parametros de marcha
do CatWalk XT entre os grupos foram submetidos ao teste t. Os valores de
IDP dos grupos Controle, EAE e EAE+cAT-MSC foram submetidos ao teste
ANOVA One- Way, e correcdo de multiplas compara¢des com Two Stage
Step-up de Benjamini, Krieger e Yekutieli, e em todos os casos, as diferencas
entre grupos foram consideradas significativas quando os valores de p foram

menores que 0,05.

6. RESULTADOS

6.1. EXPANSAO E VIABILIDADE CELULAR

As cAT-MSCs apresentaram morfologia fibroblastoide, aderéncia ao

plastico e proliferacéo, atingindo 80-90% de confluéncia em 5 dias de cultura

(Figura 4). Apoés realizacdo do ensaio LIVE/DEAD® com as cAT-MSCs e
posterior analise pelo software ImageJ, a viabilidade celular encontrada foi

em meédia 97% (Figura 5).
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Figura 4. Aparéncia microscopica das cAT-MSCs ap6s 5 dias de

cultura. Aumento de 10x. (arquivo pessoal)
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6.2. PESO DIARIO

A Figura 6 mostra a variacdo diaria dos grupos com relacao ao valor
de peso basal, e embora o Grupo Controle aparente sofrer uma variacao
mais drastica ao longo da progressao da doenca, principalmente durante o
pico da EAE (4-5 dias ap0ds inicio dos primeiros sinais), nao houve diferencas
estatisticas entre os grupos. E possivel observar uma reducéo significativa
dos pesos de ambos 0s grupos coincidindo com a piora clinica e evolucao
do quadro de EAE, e a recuperacdo gradual ao longo dos dias do

experimento.
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Figura 6. Gréfico representando a variacdo média de peso com relacdo ao
basal, ao longo da progressao da EAE. Nao houve diferenca estatistica

entre as médias dos grupos.

6.3. ESCORE CLINICO

Os valores diarios da evolucdo clinica da EAE estdo
representados na Figura 7. Foi observado um retardo no inicio dos sinais
clinicos no grupo tratado com as cAT-MSCs, porém ambos 0s grupos
atingiram escores semelhantes da EAE, e n&do houve diferenca
estatistica entre a média de escore clinico entre os grupos. O tempo

meédio de inicio dos sinais em cada um dos grupos também foi avaliado,
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e 0 grupo EAE+CcAT-MSC apresentou inicio mais tardio que o grupo

controle (A, na Figura 7).
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Figura 7. Gréfico representando o inicio e evolugao dos escores clinicos
dos camundongos conforme progressao da EAE. A: Representacao da
média de inicio dos sinais em cada grupo, com o grupo EAE+cAT-MSC
estatisticamente iniciando mais tardiamente a EAE clinica. B: Evolucéo
diaria dos sinais ao longo do experimento, note o desvio para direita do
grupo EAE+cAT-MSC, devido inicio tardio da sintomatologia da EAE,

mas com morfologia do grafico semelhante ao grupo controle. A média



de escore clinico entre os grupos nao diferiu estatisticamente ao longo

do experimento.
6.4. AVALIAQAO DA MARCHA

Os animais atravessaram uma passarela iluminada com piso de vidro
para a coleta dos dados. No entanto, com a progressdo da EAE, alguns
animais ndo conseguiram atravessar a passarela em alguns dos pontos do
experimento. Portanto, o nUmero de animais analisados em cada momento
€ descrito na Tabela 1. Os valores e graficos comparativos entre 0s grupos
estdo organizados na Figura 8. Tanto a comparacao entre max contact e de
max intensity dos membros toracicos entre 0s grupos ndo apresentaram
diferenca estatistica, porém, as mesmas avaliagdes dos membros pélvicos,
gue sao os mais afetados ao longo do curso da EAE, apresentaram valores
maiores no grupo de camundongos controle, e apds avaliacdo estatistica,
houve diferenca entre os grupos observados. A comparacdo entre o
espacamento entre membros (BOS) ndo apresentou diferenca estatistica

entre 0s grupos avaliados.

Tabela 1. Tabela representando a quantidade absoluta e em

porcentagem dos animais avaliados no CatWalk XT® em cada momento

experimental.

DPI EAE EAE+cAT-MSC
Basal 6 (100%) 6 (100%)
8 6 (100%) 6 (100%)
9 6 (100%) 6 (100%)
10 6 (100%) 6 (100%)
11 6 (100%) 6 (100%)
12 8 (100%) 6 (100%)
13 6 (100%) 6 (100%)
14 3 (50%) 6 (100%)
15 6 (100%) 6 (100%)
16 4 (67%) 6 (100%)
17 6 (100%) 6 (100%)
18 8 (100%) 4 (67%)
19 6 (100%) 6 (100%)
20 6 (100%) 3 (50%)
21 6 (100%) 3 (50%)
22 6 (100%) 4 (67%)
23 6 (100%) 3 (50%)
24 6 (100%) 3 (50%)
25 6 (100%) 6 (100%)
26 8 (100%) 6 (100%)
27 6 (100%) 6 (100%)
28 6 (100%) 6 (100%)
29 8 (100%) 6 (100%)
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Figura 8. Valores analisados pelo CatWalk XT agrupados

separadamente em membros toracicos e pélvicos para os parametros

max contact, max intensity e base of support (BOS), enquanto que step

sequence regularity index foi calculada a partir da analise entre os quatro



membros. A, C e E: A comparacdo entre max contact (%), max intensity
(%) e base of support (cm) de membros toracicos dos grupos néo
apresentou diferenca estatistica, e é possivel observar um aumento
destes parametros conforme a doenca atinge seu pico maximo de escore
clinico. B, D e F: A comparacao entre max contact (%) e max intensity
(%) de membros pélvicos dos grupos diferiu estatisticamente, com o
grupo EAE apresentando uma média maior ao longo do curso da doenca,
porém a comparacdo entre o valor de base of support (cm) néo
apresentou diferenca entre os grupos. G: A comparacao regularity index
(%) apresentou diferenca entre 0s grupos, com o0 grupo EAE

apresentando valores superiores.

6.5. IMUNOFLUORESCENCIA DA MEDULA ESPINHAL

A Figura 9 mostra as imagens capturadas pelo microscopio de
fluorescéncia dos trés marcadores utilizados: GFAP, Ibal e Sinaptofisina. A
populacdo e reatividade astrocitaria e microglial dos grupos EAE e
EAE+cAT- MSC apresentaram diferenca estatistica e um aumento
consideravel em relacdo ao grupo sem doenca (controle), porém os valores
de densidade integrada de pixels ndo variaram estatisticamente entre o
Grupo EAE e EAE+cAT-MSC. A avaliacdo da cobertura sinaptica do
motoneurdnio pelo marcador anti- Sinaptofisina demonstrou diferenca
estatistica apenas entre o grupo controle e EAE, indicando reducdo das
sinapses dos motoneurdnios em camundongos com EAE nédo tratados,
enguanto que os que receberam cAT-MSCs nao diferiram do grupo controle
e apresentaram diferenca quando comparados ao grupo EAE, com uma

cobertura sinaptica mais proxima do normal.
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Figura 9. Reatividade glial e cobertura sinaptica no corno ventral da
intumescéncia lombar comparativa entre camundongos controle, EAE e
EAE+cAT-MSC. A: Imagens representativas da imunofluorescéncia com os
marcadores identificados GFAP, Ibal e Sinaptofisina. B: Grafico comparativo
da quantificacdo da IDP de astrécitos marcados com anti-GFAP, em que se
nota diferenca estatistica entre os grupos com EAE e controle, porém néo
houve diferengca entre os grupos EAE e EAE+cAT-MSC. C: Gréfico
comparativo da quantificacdo da IDP da populagao microglial marcada com
anti-lbal, em gque s6 houve diferenca estatistica entre os grupos com EAE e
o controle. D: Gréafico comparativo da quantificacdo da IDP da cobertura
singptica dos motoneurdnios marcados com anti-Sinaptofisina. O grupo
EAE+cAT-MSC ndao diferiu do grupo controle, porém apresentou diferenca
estatistica entre o grupo EAE, enquanto que o grupo EAE apresentou
diferenca quando comparado ao grupo controle, com uma cobertura sinaptica

estatisticamente menor. *p < 0,05.

7. DISCUSSAO

O modelo EAE, a EM em humanos e as MUOs em cées estao inter-

relacionadas como condi¢cdes que envolvem o SNC e compartilham
caracteristicas inflamatdrias e autoimunes. Usar a EAE como modelo
permite explorar os mecanismos imunopatol6gicos subjacentes as MUOs e
avaliar potenciais terapias imunomoduladoras e neuroprotetoras, Como 0 uso
de MSCs. As MUOs apresentam prognéstico reservado e temos poucas
opcOes terapéuticas eficazes disponiveis atualmente, criando uma demanda
para pesquisa com potenciais métodos terapéuticos com modelos

experimentais que mimetizam um ambiente neuroinflamatario.

No presente estudo, utilizando-se das metodologias descritas, as
CAT- MSCs utilizadas apresentaram oOtima viabilidade e caracteristicas de
proliferacdo e morfologicas satisfatorias. O tratamento com cAT-MSCs no

sétimo dia pos- inducdo foi possivel observar retardo no inicio dos sinais



clinicos no grupo EAE+cAT-MSC, porém ndo demonstrou diferenca na
evolucéo clinica quando comparado ao grupo EAE. O tratamento no dia pos-
inducéo 7 (DPI 7) é considerado profilatico, pois nenhum camundongo deve
apresentar sinais clinicos nessa etapa da inducdo (CONSTANTINESCU et
al, 2011; RANGACHARI & KUCHROO, 2013). O tratamento

As variagfes de peso ndo apresentaram diferenca estatistica entre os
grupos, porém, pode-se observar uma atenuagao na perda de peso nos dias
de inicio da doenca, com menor perda no grupo EAE+cAT-MSC, sugerindo
gue a terapia celular pode auxiliar de maneira preventiva na perda de peso
no inicio da EAE. Os linfécitos T CD4+ séo ativados por antigenos da mielina
(MOG) apresentados pelas células apresentadoras de antigeno (APCSs),
como as células dendriticas (GLENN, 2014). Estes linfocitos T se
diferenciam em subpopula¢des especificas, incluindo linfocitos Thl e Thl7,
que desempenham papéis importantes na patogénese da doenca. As MSCs
tém a capacidade de modular a resposta imunoldgica, promovendo um
ambiente anti-inflamatorio, além de inibir a ativacdo de linfécitos T e a
producdo de citocinas pré- inflamatorias, como IL-17 e IFN-y, que
desempenham um papel crucial na patogénese do EAE (STROMNES &
GOVERMAN, 2004). O HGF produzido pelas MSCs foi demonstrado
modulando fungBes de recuperacdo motora em um modelo de EAE (BAI et
al, 2012).

A falta de atenuacdo clinica da EAE no grupo EAE+cAT-MSCs pode
ter sido influenciada por diversos fatores, entre eles a dose de células
utilizadas e o fato de ter sido uma Unica aplicacao, a sobrevivéncia das MSCs
apos a administracao, que pode variar dependendo da via de administragao,
o tipo de células utilizadas (autélogas, alogénicas e xenogénicas), as
condi¢cdes do ambiente do hospedeiro e a resposta imunoldgica (BAI et al,
2012). Outro fator pra se levar em consideracao, seria a capacidade das cAT-
MSCs em modular o ambiente inflamatorio agudo, mas talvez nédo o
suficiente para reverter o processo de hiperssensibilidade tardia e
autoimunidade caracteristicas do modelo, sendo observado posteriormente
o desenvolvimento da doenca de maneira semelhante ao grupo controle (BAI
et al, 2012, GLENN, 2014).
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As andlises max contact e max intensity realizadas pelo CatWalk XT
séo calculadas da superficie da pata em contato com o vidro e a intensidade
da pisada, respectivamente, e ambas sao relacionadas com a duragao
destes eventos, resultando em um valor percentual (BERNARDES &
OLIVEIRA, 2017; GARRICK et al, 2021). Valores aumentados destas duas
analises podem representar paresia € déficits neurologicos, em que o animal
mantém as patas na superficie com 4&rea, intensidade e por tempo
aumentados (GARRICK et al, 2021). Nao houve diferenca entre os grupos
guando apenas os membros toracicos foram avaliados, provavelmente
devido a progressdo da EAE nesse experimento ndo ter alcancado escores
clinicos muito altos, que correspondem a alteragcbes motoras graves dos
membros toracicos (STROMNES & GOVERMAN, 2004; GARRICK et al,
2021). Quando comparados os membros pélvicos, que sdo 0s principais
afetados devido a neuroinflamacéo na intumescéncia lombar, o Grupo EAE
apresentou resultados estatisticamente superiores, indicando niveis de

paresia maiores e mais duradouros ao longo da evolucdo da doenca.

\

O BOS foi calculado em relacdo a distancia entre membros,
representado em centimetros (cm). Os membros toracicos e pélvicos foram
comparados entre 0s grupos, e ndo apresentaram diferenca estatistica,
todavia, na analise do grafico se nota uma persisténcia de membros pélvicos
mais afastados no grupo EAE, correlacionando-se com os dados de marcha
encontrados nas analises previamente realizadas, sugerindo uma paresia
em membros pélvicos mais duradoura quando comparados ao grupo EAE +
cAT-MSC.

Outra analise envolvendo a marcha foi o step sequence regularity
index, que avalia a coordenagdo de membros e o padrdo de marcha em
valores percentuais, entre 0 (sem padréo) e 100% (coordenado) (GARRICK
et al, 2021). O grupo EAE + cAT-MSC apresentou resultados menores com
relacdo ao grupo EAE, porém o valor amostral em varios pontos ao longo do
experimento foi menor para o grupo EAE+cAT-MSC, devido a incapacidade
de alguns camundongos em atravessar a plataforma nos respectivos dias.

Esse valor esta mais relacionado a fungéo proprioceptiva, e se observa grave
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ataxia em membros pélvicos durante a evolucédo da EAE, principalmente em
escores clinicos acima de 2 (GARRICK et al, 2021).

A avaliacdo da populacdo astrocitaria foi realizada com o marcador
anti- GFAP, e mostrou aumento consideravel no corno ventral da medula
espinhal nos grupos EAE e EAE+cAT-MSC quando relacionados ao
controle. O grupo EAE- cAT-MSC também apresentou resultados maiores
que o grupo controle, indicando astrogliose mais intensa. Os astrécitos sdo
células gliais encontradas no SNC e desempenham varias funcdes
essenciais para o seu funcionamento, além de modularem a inflamacéo,
influenciar a integridade da barreira hematoencefélica, interagir com células
imunes, participar da resposta de reparo tecidual e contribuir para a
neuroinflamacédo cronica (FRIESE et al, 2014). Uma astrogliose quando
analisada de maneira exclusiva pode estar igualmente relacionada com
lesdo ou reparacdo tecidual do SNC (FRIESE et al, 2014). As microglias
podem ser interpretadas de maneira similar no contexto da inflamacéo,
podendo exercer o papel lesivo ou reparador (LI & ZHANG, 2016).
Analisando a marcacdo com anti-lbal, houve diferenca estatistica apenas
entre 0s grupos experimentais e controle, sugerindo uma diferenca funcional
e nao quantitativa da populacdo microglial entre os grupos (LI & ZHANG,
2016). Estes argumentos podem ser reforcados quando se leva em
consideracdo a analise da cobertura sinaptica pelo marcador anti-
Sinaptofisina, em que o grupo EAE-cAT- MSC diferiu do grupo EAE, mas
nao do controle, indicando uma preservacéo e neuroprotecédo da arquitetura

sinaptica dos motoneurdnios.

Quando comparamos os dados adquiridos no experimento de
maneira simultanea, podemos sugerir que embora a populacao glial do Grupo
EAE+cAT- MSC se mantenha semelhante ao Grupo EAE, sua fungao pode
diferir nos animais tratados com cAT-MSC na mesma janela terapéutica. A
EAE no modelo murino C57BL/6J apresenta uma evolugcdo crbnica-
progressiva, em que apos o inicio dos sinais, um pico de piora clinica ocorre
em 4-5 dias, e logo em seguida ha uma atenuagéo dos sinais clinicos até um
valor estavel (STROMNES & GOVERNOR, 2004). Todos os animais do

presente experimento foram eutanasiados no mesmo dia (DPI 30), porém, a
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doenca se iniciou primeiro no grupo EAE, e consequentemente,
apresentaram uma meédia de escore clinico menor que do grupo EAE-CAT-
MSC, que ainda estava no processo de regressao até a fase clinica mais
estavel do modelo, podendo ter influenciado os resultados das

imunofluorescéncias.

A duragdo de células xenogénicas no modelo de EAE murina néo é
bem estabelecida, e apenas um transplante (dose Unica) durante o
experimento de 30 dias pode ndo representar precisamente todo o potencial
imunomodulador e neuroprotetor das cAT-MSCs. Portanto novos ensaios
pré-clinicos com diferentes posologias de tratamento e ampliagdo dos
parametros analisados, como diferentes areas de SNC, analises funcionais
motoras e sensitivas, avaliacbes das subpopulacdes de linfocitos T
(CD4/CD8, Thl1l/Th2, Treg), expressdo genica e proteica de citocinas,
quimiocinas e fatores neurotroficos, devem ser realizados para se obter mais
dados sobre os efeitos terapéuticos das MSCs neste modelo experimental,
proporcionando-nos maior conhecimento translacional sobre as doencas
semelhantes de ocorréncia natural, como a EM nos humanos e a MUO nos

caes.

Uma abordagem terapéutica diferente, como por exemplo, tratamento
no mesmo dia da inducdo da EAE, poderia apresentar resultados mais
positivos, devido a acdo das cAT-MSCs logo no inicio da sensibilizacéo,
podendo ter a supressao dos linfécitos como um potencial atenuador dos

sinais clinicos e menor gliose na avaliacédo por imunofluorescéncia.

Contudo, a partir dos resultados obtidos neste estudo e na literatura,
podemos afirmar que a terapia celular com MSCs representa uma alternativa
promissora no tratamento e controle da EAE, EM e da MUO (ZEIRA et al,
2015; GRAMLICH et al, 2020; ISLAM et al, 2023), assim como em outras
doencas neuroimunes (LEONE et al, 2023), abrindo caminho para o
desenvolvimento de protocolos terapéuticos, especialmente em caes

acometidos por MUO.
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8. CONCLUSOES

O tratamento com cAT-MSCs, em dose Unica, em camundongos com
EAE no sétimo dia pdés-inducéo retarda o inicio da doenca clinica e apresenta
efeitos neuroprotetores, principalmente relacionados a manutencdo da
cobertura singptica dos motoneurénios, e atenua as altera¢cbes de marcha

em membros pélvicos ao longo do curso da doenca.
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10. ARTIGO CIENTIFICO

Trabalho a ser enviado para a revista Stem Cell Research & Therapy
Therapeutic Potential of Multipotent Canine Mesenchymal Stromal Cells in

Experimental Autoimmune Encephalomyelitis

ABSTRACT

Background: Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is a preclinical
model for studying and testing therapies for neuroinflammatory diseases,
reflecting conditions such as multiple sclerosis in humans and unknown origin
meningoencephalomyelitis in dogs. Both MS and MUO are autoimmune
conditions that affect the central nervous system, leading to neuroinflammation,
demyelination, and neurodegeneration. Treatment typically involves
immunomodulators and immunosuppressants to reduce symptoms.
Mesenchymal stem cells have increasingly attracted attention in neuroimmune
disease research due to their immunomodulatory and regenerative properties.
This study aimed to evaluate the therapeutic efficacy of canine adipose tissue-
derived mesenchymal stem-cells (CAT-MSCs) in the EAE model in mice.
Methods: Mice were divided into control (n=2), EAE (n=6), and EAE+CcAT-MSC
(n=6) groups. On day 7 post-induction (DPI 7), the EAE+CcAT-MSCs group was
treated with a single intravenous dose of 3x107"5 cAT-MSCs. Daily analyses
included weight, clinical score, gait assessment, and spinal cord
immunofluorescence with markers GFAP, Ibal, and Synaptophysin.

Results: The EAE+cAT-MSCs group showed delayed onset of clinical signs, less
variation in gait analysis of the pelvic limbs, and greater synaptic coverage
compared to the EAE group (P<0.05). No differences were found in weight
variation, glial population, or gait analysis of the thoracic limbs between the EAE
and EAE+cAT-MSCs groups.

Conclusions: Our results demonstrate that therapy with cAT-MSCs on DPI 7
delays the onset of clinical disease and provides neuroprotective effects, primarily
related to the maintenance of synaptic coverage of motor neurons.

Keywords: Cell therapy; immunology; meningoencephalomyelitis of unknown

origin
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BACKGROUND

Inflammatory lesions of the central nervous system (CNS) are particularly
debilitating, affecting both humans and domestic animals [1]. Among the most
common neuroimmune diseases in these species are multiple sclerosis (MS) in
humans and meningoencephalomyelitis of unknown origin (MUO) in dogs [1,2].
As an animal model for MS, experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)
has contributed to understanding the pathophysiology of neuroimmune diseases,
particularly in the context of translational medicine for the development of new
drugs [3].

Due to the limited regenerative capacity of the CNS, the therapeutic potential of
multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs) has been studied in various
neurological conditions, including chronic degenerative and inflammatory
diseases, as well as acute neuronal damage [4,5]. Although there are still gaps
in understanding the mechanisms of action of MSCs, it is known that MSC
therapy can play a crucial role in controlling neuroimmune diseases due to their
trophic activities and ability to stimulate angiogenesis, reduce inflammation,
recruit resident progenitor cells, and minimize fibrosis. This could help regenerate
or support the survival of existing, partially damaged cells [4,6]. These cells
exhibit  significant capacities for cell differentiation, regeneration,
immunomodulation, and neuroprotection [4,5]. In addition to their direct role, the
secretion of bioactive substances and factors by MSCs, such as extracellular
vesicles (EVs), including exosomes, is of great therapeutic importance [7,8]
Various neurological disorders in humans have drawn attention to the use of
cellular therapy, leading to numerous studies in animal and preclinical models
(including rats, mice, rabbits, dogs, and humans). These studies have shown
beneficial effects for conditions such as Parkinson's disease, strokes,
Huntington's disease, amyotrophic lateral sclerosis, Alzheimer's disease, MS,

and spinal cord injuries [4,7,9].

METHODS

Animal study

Fourteen pathogen-free female C57BL/6J mice (chronic-progressive EAE
models), 9 weeks old, were used in the study. They were obtained from the

Multidisciplinary Center for Biological Research in Laboratory Animal Science
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(CEMIB) at the University of Campinas (UNICAMP). The mice were housed in
cages (three per cage, marked with tail identifiers) with food and water ad libitum,
under controlled light cycles (12h/12h light/dark), at a temperature of 21°C and
relative humidity of 50%, in the animal facility of the Nerve Regeneration
Laboratory (LRN/UNICAMP, Campinas, SP, Brazil).

The animals were divided into three groups: Control, EAE, and EAE+cAT-MSC.
The disease was induced only in the EAE and EAE+cAT-MSC groups. The
disease was actively induced in the mice following a previously described
protocol [3,10]. Mice were immunized subcutaneously on both flanks with 100 pg
of MOGss-s5 peptide (Genscript, Piscataway Township, New Jersey, USA)
emulsified in complete Freund's adjuvant (CFA; Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA). To enhance disease progression, 200 ng of pertussis toxin (Ptx;
Sigma, St. Louis, Missouri, USA) was administered intraperitoneally at 0 and 48
hours post-immunization [3,10].

On the seventh day post-induction (DPI 7), the EAE group was treated
intravenously (via tail vein) with 100 pL of PBS, while the EAE+cAT-MSC group
received 3x10"5 cAT-MSCs. Starting from DPI 8, these groups underwent gait
analysis using the CatWalk XT system until DPI 29. The mice were euthanized
the following day (DPI 30), and their spinal cords were collected for
immunofluorescence analysis. The spinal cords of the control group were also
used for comparative immunofluorescence analysis with the other groups.

The mice were weighed and examined daily to identify clinical neurological signs
of the disease. The signs were graded according to Stromnes & Goverman [3]
using the following scale: Grade 0.5: Flaccidity of the tail tip; Grade 1: Flaccidity
of the tail; Grade 2: Difficulty in gait and paresis of the hind limbs; Grade 2.5:
Monoplegia of one hind limb; Grade 3: Paraplegia; Grade 3.5: Paraplegia and
paresis of the forelimbs; Grade 4: Tetraplegia; Grade 5: Moribund/Death.
CAT-MSCs preparation

Pre-isolated and characterized cells from the Stem Cell Bank of the Translational
Nucleus of Regenerative Medicine (NUTRAMERE) at FMVZ/UNESP - Botucatu,
at passage P4, were selected. The cAT-MSCs were thawed, placed in T75 flasks,
and expanded for five days prior to application in the experimental model, in an
incubator at 37°C in a humid atmosphere with 95% air and 5% CO2. The culture
medium used consisted of 90% Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
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(Gibco, Waltham, Massachusetts, USA), 10% fetal bovine serum (FBS), and 1%
penicillin/streptomycin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA), and was
changed after the first 48 hours. The cells were trypsinized (0.25% trypsin,
Invitrogen, Sao Paulo, Brazil) when they reached 80-90% confluence, then
counted using a Neubauer chamber and resuspended in sterile PBS for
intravenous application in the experimental model. Cell viability was assessed
after five days of culture (the same expansion period) on coverslips in 12-well
plates, using the LIVE/DEAD® Cell Viability Assay (Thermo Fisher, Waltham,
Massachusetts, USA), and quantified with ImageJ software (version 1.54i,
National Institutes of Health, USA).

EAE mice treatment

Cell transplantation or PBS application was performed on DPI 7, before the onset
of clinical signs, via intravenous injection in the mice with EAE. Following
preparation and antisepsis of the tail region, 3x10"5 cAT-MSCs resuspended in
100 pL of PBS and 100 pL of pure PBS were slowly injected intravenously into
the EAE+cAT-MSC and EAE groups, respectively. The tail vein injections were
carried out using 1 mL syringes connected to a standard hypodermic needle
system [10].

Gait analysis

Three parameters were evaluated separately and then grouped between
forelimbs and hindlimbs: max contact (%), max intensity (%), and base of support
(BOS) (cm). Additionally, the step sequence regularity index (%) was calculated
based on the movements of all four limbs. Data from the animals were obtained
using the CatWalk XT® system (Noldus Inc., Netherlands), and classification was
performed with the help of the CT System software version XT 10.6 (Noldus Inc.,
Netherlands) from a baseline point (before induction) and daily from the day after
the injections until DPI 29. Three runs per animal were recorded daily.

The CatWalk XT® system is an automated and computerized gait analysis
platform frequently used in preclinical studies to evaluate locomotion in animals
such as rats and mice. It consists of a transparent and illuminated walkway where
animals walk freely while being recorded by a high-speed camera positioned
below the walkway [11]. During movement, the animals' footprints are captured
by the camera, with the aid of infrared light to enhance the visibility of the
footprints [11]. The CatWalk XT® software is then used to analyze the collected
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data, allowing for the quantification of various gait parameters such as footprint
duration and intensity, stride length and width, and paw contact with the surface,
among others [11]. This analysis is automated, reducing the need for manual
intervention and increasing the accuracy and efficiency of the assessment [11].
The CatWalk XT® is applied to study neurological disorders, spinal cord injuries,
muscle diseases, drug effects, and rehabilitation therapies, among other
applications [11].

Tissue processing

On DPI 30, all animals were anesthetized with a mixture of xylazine (Anasedan,
Ceva, Paulinia, Brazil) and ketamine (Dopalen, Ceva, Paulinia, Brazil) at doses
of 80 mg/kg and 400 mg/kg, respectively, and underwent thoracotomy followed
by transcardiac perfusion with phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.38),
followed by 4% paraformaldehyde solution. To investigate the effectiveness of
cAT-MSCs in the murine EAE model, the lumbar intumescence (L4-L6 segments)
was selected due to the progression of spinal cord lesions associated with the
model, and tissue processing was carried out as previously described [12]. After
euthanasia and dissection of the spinal regions of interest, they were prepared
for freezing with a 30% sucrose solution, subsequently embedded in
cryopreservation medium (Tissue-Tek Optimal Cutting Temperature Compound,
Sakura, Japan), and frozen in liquid n-hexane at temperatures ranging from -30
to -40°C for 5 minutes. The tissue samples were stored at -20°C until cryostat
sectioning. Sections of 12 um were cut using a cryostat (Leica CM1860, Leica
Biosystems, Nussloch, Germany) and mounted on pre-gelatinized microscope
slides with a solution of purified gelatin and chromium and potassium sulfate
dodecahydrate. Four sections were placed on each gelatinized slide. The slides

were kept at -20°C until used for immunofluorescence protocols [12].

Immunofluorescence

The immunofluorescence protocol and quantification were performed as
previously described [12]. Slides were acclimated to room temperature for 15
minutes and then washed in phosphate buffer (PB) (3 times for 5 minutes each).
After incubation for 45 minutes with a blocking solution containing 3% Bovine
Serum Albumin (BSA), the slides were incubated overnight at 4°C with a solution
containing 1% BSA, 0.2% Triton, and the diluted primary antibody. Anti-lbal
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(ionized calcium-binding adaptor molecule 1; Rabbit, Wako, 1:750) was used to
assess microglial reaction and infiltration of monocyte-derived macrophages in
the spinal cord microenvironment. Anti-GFAP (glial fibrillary acidic protein; Rabbit,
Abcam AB7260, 1:1000) was used to assess astrocyte reaction, and anti-
synaptophysin (Rabbit, Novusbio, 1:1,000) was used to assess synaptic
coverage. The slides were then washed with PB and incubated for 45 minutes
with the fluorescent secondary antibody (Alexa Fluor® 488, Goat anti-rabbit IgG,
Abcam, ab150077, 1:500). The slides were washed again with PB, mounted with
a mixture of 1:3 glycerol and PB, and stored at -20°C for later reading.
Immunostained slides were observed using a Leica DM 5500B fluorescence
microscope equipped with a Leica DFC 345FX camera. For quantification
purposes, the best spinal cord sections on each slide were selected, and images
of the left and right ventral regions, where somatic motoneurons are located in
lamina IX, according to Rexed [13], were captured. The regions were captured
using a 20X objective for sections stained with anti-lbal and anti-GFAP, and a
40X objective for sections stained with anti-synaptophysin. For quantification,
integrated density of pixels (IDP) was measured using ImageJ software (version
1.54i, National Institutes of Health, USA). For lbal and GFAP, measurements
were made on all images, while for synaptophysin, measurements were restricted
to eight equidistant points of two neurons per image (24-pixel circles). The mean
IDP was calculated for each animal, and the mean ratios for each group *
standard error were then established [12].

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism® 8.0.1 software, and
the data were presented as mean + standard error of the mean. Daily weight,
clinical score, and CatWalk XT gait parameters among the groups were subjected
to Two-way ANOVA. The integrated density pixel (IDP) values for the Control,
EAE, and EAE+CcAT-MSC groups were analyzed using One-Way ANOVA, with
multiple comparisons corrected by the Two-Stage Step-up procedure of
Benjamini, Krieger, and Yekutieli. In all cases, differences between groups were

considered significant when p-values were less than 0.05.
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RESULTS

CAT-MSCs Viability

The cAT-MSCs exhibited fibroblast-like morphology, adherence to plastic, and
proliferation, reaching 80-90% confluence within 5 days of culture (Figure 1). After
performing the LIVE/DEAD® (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) assay with the cCAT-MSCs and subsequent analysis using

ImageJ software, the average cellular viability was found to be 97% (Figure 2).
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Fig. 2 Evaluation of cell viability with the LIVE/DEAD® assay (Magnification 40x).
Daily weight variation

Figure 3 shows the daily variation of the groups relative to the baseline weight
value. Although the Control Group appears to experience a more drastic variation
throughout the progression of the disease, especially during the peak of EAE (4-
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5 days after the onset of the first signs), no statistical differences between the

groups were observed. A significant reduction in the weights of both groups

coincides with the clinical worsening and progression of EAE, followed by a

gradual recovery over the course of the experiment.

Fig. 3 Representation of average weight variation relative to baseline throughout
the progression of EAE. No statistical difference between the group means was

observed.

Daily clinical score

Daily values of EAE clinical progression are shown in figure 4. A delay in the
onset of clinical signs was observed in the group treated with cCAT-MSCs;
however, both groups reached similar EAE scores, and no statistical difference
was found between the average clinical scores of the groups. The average time
to onset of signs in each group was also assessed, with the EAE+cAT-MSC group

showing a later onset compared to the control group (A, in figure 4).
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Fig. 4 Representation of the onset and progression of clinical scores in mice as
EAE progresses. A: Representation of the average onset of clinical signs in each
group, with the EAE+cAT-MSC group showing a statistically delayed onset of
clinical EAE. B: Daily progression of symptoms throughout the experiment; note
the rightward shift in the EAE+cAT-MSC group due to the delayed onset of EAE
symptoms, but with a similar overall pattern to the control group. The average
clinical score did not differ statistically between the groups throughout the

experiment.
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Gait analysis

The animals crossed a lit walkway with a glass floor for data collection. However,
as EAE progressed, some animals were unable to cross the walkway at certain
points in the experiment. Therefore, the number of animals analyzed at each time
point is described in figure 5. The comparative values and graphs between the
groups are organized in figure 6. Both the comparison of max contact and max
intensity for the forelimbs between the groups did not show statistical differences.
However, for the hindlimbs, which are more affected throughout the course of
EAE, the control group had higher values, and statistical analysis revealed
differences between the observed groups. The comparison of the base of support

(BOS) did not show statistical differences between the evaluated groups.

DPI EAE EAE+cAT-MSC
Basal 6 (100%) 6 (100%)
8 6 (100%) 6 (100%)
9 6 (100%) 6 (100%)
10 6 (100%) 6 (100%)
11 6 (100%) 6 (100%)
12 6 (100%) 6 (100%)
13 6 (100%) 6 (100%)
14 3 (50%) 6 (100%)
15 6 (100%) 6 (100%)
16 4 (67%) 6 (100%)
17 6 (100%) 6 (100%)
18 6 (100%) 4 (67%)
19 6 (100%) 6 (100%)
20 6 (100%) 3 (50%)
21 6 (100%) 3 (50%)
22 6 (100%) 4 (67%)
23 6 (100%) 3 (50%)
24 6 (100%) 3 (50%)
25 6 (100%) 6 (100%)
26 6 (100%) 6 (100%)
27 6 (100%) 6 (100%)
28 6 (100%) 6 (100%)
29 6 (100%) 6 (100%)

Fig. 5 Representation of the absolute number and percentage of animals

assessed in the CatWalk XT® at each experimental time point.
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Values analyzed by CatWalk XT® grouped separately for forelimbs and hindlimbs

for the parameters max contact, max intensity, and base of support (BOS), while

step sequence regularity index was calculated from the analysis of all four limbs.

A, C, and E: The comparison of max contact (%), max intensity (%), and base of

support (cm) for forelimbs across groups did not show statistical differences, with



60

an increase in these parameters observed as the disease reaches its peak clinical
score. B, D, and F: The comparison of max contact (%) and max intensity (%)
for hindlimbs showed statistical differences, with the EAE group having higher
averages throughout the disease course; however, the comparison of base of
support (cm) did not show differences between groups. G: The comparison of
regularity index (%) showed differences between groups, with the EAE group

having higher values.

Spinal cord immunofluorescence

The astrocytic and microglial populations and reactivity in the EAE and EAE+CAT-
MSC groups showed statistical differences and a considerable increase
compared to the disease-free control group. However, the integrated density
values did not vary statistically between the EAE and EAE+CAT-MSC groups.
The assessment of synaptic coverage of motoneurons using the anti-
Synaptophysin marker demonstrated statistical differences only between the
control group and the EAE group, indicating a reduction in motoneuron synapses
in untreated EAE mice. In contrast, mice that received cAT-MSCs did not differ
from the control group and showed differences compared to the EAE group, with

synaptic coverage closer to normal (Figure 7).
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Fig. 7 Glial reactivity and synaptic coverage in the ventral horn of the lumbar
enlargement, compared between control mice, EAE, and EAE+cAT-MSC. A:
Representative images of immunofluorescence with the identified markers
GFAP, Ibal, and Synaptophysin. B: Comparative graph of the quantification of
integrated density pixels (IDP) of astrocytes marked with anti-GFAP, showing
statistical differences between the EAE groups and the control, but no differences
between the EAE and EAE+cAT-MSC groups. C: Comparative graph of the
quantification of IDP of the microglial population marked with anti-lbal, showing
statistical differences only between the EAE groups and the control. D:
Comparative graph of the quantification of IDP of synaptic coverage of
motoneurons marked with anti-Synaptophysin. The EAE+cAT-MSC group did not
differ from the control group but showed statistical differences compared to the

EAE group, which had statistically lower synaptic coverage. p < 0.05.

DISCUSSION
The EAE model, MS in humans, and MUO in dogs are interrelated conditions that

involve the CNS and share inflammatory and autoimmune characteristics. Using
EAE as a model allows for exploring the immunopathological mechanisms
underlying MUO and evaluating potential immunomodulatory and
neuroprotective therapies, such as the use of MSCs. MUO has a poor prognosis,
with few effective therapeutic options currently available, creating a demand for
research on potential therapeutic methods using experimental models that mimic
a neuroinflammatory environment.

In the present study, using the described methodologies, the cAT-MSCs
demonstrated good viability, proliferation, and satisfactory morphological
characteristics. Treatment with cAT-MSCs on the seventh day post-induction
showed a delay in the onset of clinical signs in the EAE+cAT-MSC group.
However, no difference was observed in clinical progression compared to the
EAE group. The treatment on post-induction day 7 (DPI 7) is considered
prophylactic since no mouse should exhibit clinical signs at this stage of induction
[14,15].

Weight variations showed no statistical difference between groups, though there
was an attenuation in weight loss at the onset of the disease, with less weight

loss in the EAE+CAT-MSC group. This suggests that cellular therapy may help



63

prevent early weight loss in EAE. CD4+ T lymphocytes are activated by myelin
antigens (MOG) presented by antigen-presenting cells (APCs) such as dendritic
cells [16]. These T lymphocytes differentiate into specific subpopulations,
including Thl and Th17 cells, which play crucial roles in the disease
pathogenesis. MSCs can modulate the immune response by promoting an anti-
inflammatory environment, inhibiting T cell activation, and reducing the
production of pro-inflammatory cytokines such as IL-17 and IFN-y, which are key
players in EAE pathogenesis [3]. HGF produced by MSCs has been shown to
modulate motor recovery functions in an EAE model [17].

The lack of clinical attenuation of EAE in the EAE+CAT-MSC group may have
been influenced by several factors, including the cell dose used, the single
administration, MSC survival after administration (which can vary depending on
the route), the type of cells (autologous, allogeneic, or xenogeneic), host
environmental conditions, and the immune response [17]. Another factor to
consider is the cAT-MSCs’ capacity to modulate the acute inflammatory
environment, but possibly not enough to reverse the late hypersensitivity and
autoimmunity processes characteristic of the model, as the disease later
progressed similarly to the control group [16,17].

The max contact and max intensity analyses performed by CatWalk XT were
calculated from the paw surface in contact with the glass and the step intensity,
respectively. Both are related to the duration of these events, resulting in a
percentage value [11]. Increased values in these two analyses may represent
paresis and neurological deficits, where the animal maintains its paws on the
surface with increased area, intensity, and duration [11] No differences were
found between the groups when only the forelimbs were evaluated, probably due
to the EAE progression in this experiment not reaching high clinical scores that
correspond to severe motor changes in the forelimbs [3,11]. When comparing the
hindlimbs, which are primarily affected by neuroinflammation in the lumbar
intumescence, the EAE group showed statistically higher results, indicating
greater and more prolonged paresis during disease progression.

The BOS (base of support) was calculated based on the distance between limbs,
represented in centimeters. The forelimbs and hindlimbs were compared
between the groups and showed no statistical difference. However, in the graph

analysis, a persistent greater distance between hindlimbs was observed in the
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control group, correlating with the gait data from previous analyses, suggesting
more prolonged hindlimb paresis compared to the EAE+CAT-MSC group.
Another gait analysis, the step sequence regularity index, evaluates limb
coordination and gait pattern in percentage values, ranging from 0 (no pattern) to
100% (coordinated) [11]. The EAE+cAT-MSC group showed lower results
compared to the EAE group. However, in several points of the experiment, the
EAE+cAT-MSC group had fewer sample points due to the inability of some mice
to cross the platform on respective days. This value is more related to
proprioceptive function, and severe hindlimb ataxia was observed during EAE
progression, especially in clinical scores above 2 [11].

The astrocyte population was evaluated using the anti-GFAP marker, showing a
significant increase in the ventral horn of the spinal cord in both EAE and
EAE+cAT-MSC groups compared to the control. The EAE-CAT-MSC group also
had higher results than the control, indicating more intense astrogliosis.
Astrocytes are glial cells in the CNS that perform various essential functions,
including modulating inflammation, influencing blood-brain barrier integrity,
interacting with immune cells, participating in tissue repair responses, and
contributing to chronic Neuroinflammation [1]. Astrogliosis, when analyzed
exclusively, may be related to either CNS injury or repair [1]. Microglia can also
be interpreted similarly in the context of inflammation, serving both harmful and
reparative roles [18]. Anti-lbal staining showed a statistical difference only
between the experimental and control groups, suggesting a functional, rather
than quantitative, difference in the microglial population [18]. These findings are
supported by the synaptic coverage analysis with the anti-Synaptophysin marker,
where the EAE-cAT-MSC group differed from the EAE group but not the control,
indicating preservation and neuroprotection of the motor neuron synaptic
architecture.

Comparing the acquired data suggests that, although the glial population in the
EAE+CcAT-MSC group remained similar to that of the EAE group, its function may
differ in the treated animals within the same therapeutic window. The C57BL/6J
mouse EAE model exhibits a chronic-progressive course, with clinical signs
peaking 4-5 days after onset, followed by clinical attenuation until reaching a
stable value [3]. All animals in the present experiment were euthanized on the

same day (DPI 30), but the disease began earlier in the EAE group, which may



65

have influenced the immunofluorescence results.

The survival duration of xenogeneic cells in the murine EAE model is not well
established, and a single transplant (single dose) during a 30-day experiment
may not fully represent the immunomodulatory and neuroprotective potential of
cAT-MSCs. Therefore, further preclinical trials with different treatment regimens
and expanded parameters, such as analyzing various CNS areas, motor and
sensory function, T cell subpopulations (CD4/CD8, Th1l/Th2, Treg), cytokine
gene and protein expression, chemokines, and neurotrophic factors, should be
conducted to provide more data on MSCs' therapeutic effects in this experimental
model. This would enhance our translational understanding of similar naturally
occurring diseases, such as MS in humans and MUO in dogs.

Based on this study's results and the literature, we can affirm that MSC cellular
therapy represents a promising alternative for treating and controlling EAE, MS,
and MUO [19-21], as well as other neuroimmune diseases [22], paving the way
for the development of therapeutic protocols, especially for dogs affected by
MUO.

CONCLUSIONS
A single-dose treatment with cAT-MSCs (canine adipose tissue-derived

mesenchymal stromal cells) in mice with EAE on the seventh day post-induction
delays the onset of clinical disease and exhibits neuroprotective effects, primarily
related to the preservation of synaptic coverage of motor neurons.

LIST OF ABBREVIATIONS

APC: Antigen-presenting cell

BOS: Base of support;

CAT-MSC: Canine adipose tissue-derived mesenchymal stromal cells;
CD: Cluster of differentiation;

EAE: Experimental autoimmune encephalomyelitis;
EV: Extracellular vesicles;

MS: Multiple sclerosis;

PDI: Pixel Integrated Density;

IV: Intravenous;

IL: Interleukin

HGF: Hepatocyte growth factor

MSC: Mesenchymal stromal cells;

MUO: Meningoencephalomyelitis of unknown origin;
SC: Subcutaneous;

CNS: Central nervous system.
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