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CHIMENES, N.C. Priming com INF-Y e TNF-a aumenta potencial
imunomodulador de células tronco mesenquimais caninas in vitro. Botucatu,
2023. 103 p. Defesa (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO
A meningoencefalite de origem desconhecida (MUO) € uma enfermidade
neuroimune em caes, com grande potencial de se tornar um modelo animal natural
para a esclerose multipla. O priming in vitro das células tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo canino (cAd-MSCs) € uma estratégia para potencializar
a acado imunomodulatoria e imunossupressora das cAd-MSCs. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o priming com IFN-Y e TNF-a, LCR e soro de caes com MUO
nas cAd-MSCs. Para tanto, foi realizado o priming in vitro por 72 horas das cAd-
MSCs (P3-P4) em seis grupos: controle (C), com IFN-Y em associacdo com TNF-a
(IFN-Y+ TNF-a), soro controle (C-S), soro de cdes com MUO (MUO-S), LCR
controle (C-LCR) e LCR de cdes com MUO (MUO-LCR) e avaliada a expressao
génica para BDNF, GNDF, HGF, IDO, PTGEZ2, IL-10, IFN-Y e TNF-a por gPCR e
guantificacdo proteica de GM-CSF, IL-10, IL-2, IL-8 e MCP-1 por ensaio
multiplexado. Comparando todos os grupos com o grupo C, o IFN-Y+ TNF-a
apresentou aumento de HGF, IDO e TNF-a e IL-8 (p= <0,001), nos grupos C-LCR
e MUO-LCR houve aumento de IFN-Y e TNF-a e reducdo de BDNF e GNDF (p=
<0,001), os grupos C-S e MUO-S apresentaram reducéo na quantificacdo proteica
de IL-10 (p=<0,001), e o grupo C-S teve reducado de BDNF e GNDF (p= <0,001) e
0 grupo MUO-S teve reducao de HGF (p=<0,001). Diante dos resultados, a técnica
priming IFN-Y" + TNF-a demonstrou maior potencial de perfil imunomodulatério com

tendéncia anti-inflamatéria em comparacdo com os demais grupos.

Palavras-chaves: neuroimunes, citocinas, meningoencefalite, esclerose multipla.



CHIMENES, N.C. Priming INF-a and TNF-a enhances the immunomodulatory
potential of canine mesenchymal stem cells in vitro. Botucatu, 2023. 103 p.
Defesa (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Abstract
Meningoencephalitis of unknown origin (MUO) is a neuroimmune disease affects
dogs, with great potential to become a natural experimental model for multiple
sclerosis. In vitro priming of mesenchymal stem cells derived from canine adipose
tissue (CAd-MSCs) is a strategy to enhances the immunomodulatory and
immunosuppressive action of cAd-MSCs. The aim of this work is to evaluate the
priming with IFN-y and TNF-a, CSF and serum from dogs with MUO on cAd-MSCs.
Therefore, in vitro priming of cAd-MSCs was performed in six groups: control (C),
with IFN-a in association with TNF-a (IFN-a + TNF-a), control serum (C-P), serum
from dogs with MUO (MUO-P), CSF control (C-CSF) and CSF from dogs with MUO
(MUO-CSF) and evaluated gene expression for BDNF, GNDF, HGF, IDO, PTGEZ2,
IL-10, IFN- Y and TNF-a by gPCR and protein expression of GM-CSF, IL-10, IL-2,
IL-8 and MCP-1 by multiplex assay. In comparison with group C, the group with IFN-
y+ TNF-a showed an increase in HGF, IDO and TNF-a and IL-8 (p=<0.001), in the
C-CSF and MUO-CSF groups there was an increase in IFN -Y and TNF-a and a
reduction in BDNF and GNDF (p= <0.001), the C-S and MUO-S groups showed a
reduction in IL-10 (p= <0.001), and the C-S group had a reduction in BDNF and
GNDF ( p=<0.001) and the MUO-S group had reduced HGF (p=<0.001). In view of
the results, the IFN-y + TNF-a priming technique demonstrated a greater potencial
for immunomodulatory profile with an anti-inflmmatory tendency compared to the

other groups.

Keywords: neuroimmune, cytokines, meningoencephalitis, multiple sclerosis.
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1 INTRODUCAO

As doencas neuroimunes de cdes sdo subdivididas em varias categorias
baseado nos achados histopatoldgicos, em virtude dos achados clinicos
apresentarem limitacbes (COATES; JEFFERY, 2014). Diante disso, o termo
meningoencefalomielite de origem desconhecida (MUO) é adotado para se referir
as doencas inflamatorias nédo infecciosas, presumivelmente autoimunes, como as
meningoencefalomielites  granulomatosas (MEG), as meningoencefalites
necrosantes (MEN) e as leucoencefalites necrosantes (LEN) (COATES; JEFFERY,
2014; GRANGER; SMITH; JEFFERY, 2010).

A MUO pode acometer cées de qualquer raca ou idade, com localizagdo da
lesdo focal ou multifocal podendo acometer prosencéfalo, tronco encefélico,
cerebelo ou medula espinhal, os sinais clinicos variam conforme o local acometido
(GRANGER; SMITH; JEFFERY, 2010).

No sistema imune varias células atuam para prevenir sua superestimulacao,
incluindo células Treg (linfocitos T reguladores), Breg (células B reguladoras),
macréfagos e células dendriticas supressoras (JIANG; XU, 2020). Essas células por
sua vez modulam a reagdo imunoldgica por meio da secrecao de citocinas como
interleucina 10 (IL-10), fator de transformacdo do crescimento B (TGF-B) e
interleucina 35 (IL-35) (JIANG; XU, 2020).

Na patogenia das enfermidades neuroimunes as citocinas pro-inflamatorias
como interleucina 6 (IL-6), interleucina 18 (IL-1R), interferon gama (IFN-y) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) possuem um papel de destaque (COATES; JEFFERY,
2014). Os linfocitos T helper (Th) 1, por exemplo, secretam altas concentracdes de
IFN-y e TNF-a que ativam a microglia para um fendétipo proé-inflamatorio (M1)
(COATES; JEFFERY, 2014).

Em contrapartida, os linfécitos Th2 e Treg tendem a contribuir para a
neuroprotecao por meio da secre¢ao de citocinas anti-inflamatorias interleucina 4
(IL-4), IL-10, interleucina 13 (IL-13) que por sua vez, conduzem a microglia a um
fendtipo anti-inflamatoério (M2), suprimindo a funcdo das células T citotoxicas
(COATES; JEFFERY, 2014).
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Em humanos a doenca inflamatéria desmielinizante mais comum em adultos é
a esclerose multipla (EM), afeta mais de 2,5 milhdes de pessoas no mundo todo,
acometendo duas vezes mais mulheres do que homens, na idade entre 20 a 40
anos (THE LANCET NEUROLOGY, 2021).

Estima-se que no Brasil acometa em torno de 1,36/100.000 a 27,2/100.000
habitantes variando conforme a regido do pais, apresentando uma maior
prevaléncia no Rio Grande do Sul e uma menor prevaléncia em Pernambuco (DA
GAMA PEREIRA et al.,, 2015). Um outro estudo aponta ainda a ocorréncia de
esclerose multipla no Brasil em uma taxa de 1,68/100.000 habitantes
(VASANTHAPRASAD et al., 2022).

Caracterizada por uma desmielinizacdo multifocal ou em placa no encéfalo e
na medula espinhal, podendo acometer qualquer parte do sistema nervoso central
(SNC) em associacdo ou isoladamente, com preferéncia pelos nervos 6pticos,
tronco cerebral, medula espinhal, cerebelo e substancia branca perivascular, as
principais alteracdes patologicas na EM sdo: a inflamagéo que é o principal gatilho
para o dano ao tecido do SNC, a desmielinizacdo, a perda ou dano axonal e a gliose
(CONSTANTINESCU et al., 2011; HU; LUCCHINETTI, 2009).

A EM se desenvolve por meio de mecanismos imunomediados com fortes
evidencias de origem genética e apresenta desafios quanto sua resposta ao uso de
drogas imunomoduladoras ou imunossupressoras convencionais
(CONSTANTINESCU et al., 2011). Diante dessas caracteristicas ela tem sido
associada as encefalomielites autoimunes em varias espécies animais que sao
utilizadas como modelo experimental, com o objetivo de fornecer informacdes sobre
sua patogénese e permitir assim o desenvolvimento de novas alternativas
terapéuticas, inclusive avaliar o efeito das citocinas no SNC (CONSTANTINESCU
et al., 2011).

A encefalomielite autoimune experimental (EAE) em camundongos é o
principal modelo animal utilizado para estudo da EM, pois através desse metodo &
possivel induzir varias caracteristicas patologicas dessa doenca (BAKER; AMOR,

2014; CONG et al., 2020). E como modelo experimental natural para a EM encontra-



19

se a MUO, com caracteristicas clinicas e neuroimunoldgicas semelhantes entre si,
como a regulacao positiva da expressao de IFN-y, interleucina 17 (IL-17) e molécula
do complexo de histocompatibilidade de classe Il (MHC-II) no sistema nervoso e a
associacdo genética da acdo de MHC-Il (GREER et al., 2010; PARK; UCHIDA;
NAKAYAMA, 2013; SOSPEDRA; MARTIN; 2016).

Além disso mesmo que nao ocorra a desmielinizacdo na MUO o que é
observado na forma comum da EM, em sua forma aguda fulminante na EM ocorre
uma necrose cerebral extensa, cavitagdo ou tumefagdo e manifestacao de lesdes
cerebrais difusas e discretas resultando em morte dentro de semanas a meses
como na MUO (GREER et al., 2010).

O tratamento das doencas neuroimunes € comumente realizado com drogas
imunossupressoras isoladas ou em associacdo, em cées consiste no uso de
imunossupressores como: glicocorticoides, ciclosporina, azatioprina, e
antineoplasicos como: procarbazina, citosina arabinosideo, lomustina, vincristina,
leflunomida e micofenolato de mofetil, e dentre todos os efeitos colaterais ja
observados que essas medicacBes podem causar, a mielossupressao é comum a
todos eles (CORNELIS et al., 2019).

Em humanos para a EM utiliza-se corticoides nos casos de recaidas agudas,
terapias modificadoras da doenca como interferon beta, acetato de glatiramer,
teriflunomida, fumarato de dimetilo, fingolimod, siponimod, ozanimod, cladribina,
entre outras drogas, com os efeitos colaterais variando de reacgdes locais a
disturbios autoimunes, conferindo uma expectativa de 13,1 anos de vida (IRIARTE;
KATSAMAKIS; CASTRO, 1999).

Assim como a EM a MUO apresenta dificuldades quanto a uma resposta
adequada as drogas convencionalmente utilizadas, neste contexto as Células
Tronco Mesenquimais (MSCs) tem se tornado uma estratégia terapéutica
inovadora, uma vez que oferecem propriedades anti-inflamatorias e
imunomoduladoras, por meio da secrecao de citocinas em resposta aos estimulos

inflamatorios do microambiente e a interacdo com linfocitos B, linfocitos T, células
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natural killer (NK), células dendriticas (CD), macréfagos/mondcitos e neutrofilos
(GENC et al., 2019; PERONI; BORJESSON, 2011).

As MSCs interagem com células T (Thl, Th2, Thl7, T citotdxicas), podendo
inibi-las por meio de fatores como: prostaglandina E2 (PGEZ2), fator de crescimento
de hepatocito (HGF), TGF-3, IFN-y, IL-10, fator inibidor de leucemia humano,
antigeno leucocitario G (HLA-G) e indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) (CARRADE;
BORJESSON, 2013; PERONI; BORJESSON, 2011). Adicionalmente as MSCs
promovem a sobrevivéncia e inibem a proliferacdo e maturacdo de células B e
alteram o fenotipo das NK (CARRADE; BORJESSON, 2013; PERONI;
BORJESSON, 2011).

Quando comparado com as terapias habituais o uso das MSCs apresenta um
grande potencial para o tratamento de cdes com MUO. Em um estudo clinico com
grupos de 8 caes tratados, as MSCs se mostrarm segura e eficaz, demostrando
uma vantagem em relacdo ao uso de prednisona isoladamente ou em associacao
com citarabina, devido a ndo observacdo dos efeitos colaterais vistos nessas
medicacdes (ZEIRA et al., 2015).

Contudo varios fatores extrinsecos e intrinsecos das MSCs podem interferir no
seu efeito como enxerto insuficiente, baixa taxa de sobrevivéncia e a variacao
doador (LEE; KANG, 2020). Perante o exposto, para promover uma melhor eficacia
no uso dessas células tem sido desenvolvido estratégias de priming, uma técnica
gue visa aumentar o potencial imunossupressor das MSCs (SILVA-CARVALHO et
al., 2020).

O priming das MSCs pode ser realizado por diversas técnicas como o uso de
citocinas, fatores de crescimento, hipoxia, drogas farmacoldgicas, biomateriais,
além de diferentes condigBes de culturas (LEE; KANG, 2020; NORONHA et al.,
2019). Como exemplo tem se a estimulagcao de MSCs canina, com IFN-y e TNF-a
que foi capaz de induzir altas concentracdes de IDO e PGE2 (AMORIM et al., 2020)
e 0 uso de IFN-y que se mostrou eficaz em reduzir os sinais da doenga do enxerto
contra o hospedeiro aumentando assim a taxa de sobrevivéncia dos acometidos

quando comparado ao uso das MSCs sem a técnica priming ( KIM et al., 2018).
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O uso de fluidos bioldgicos como técnica priming de MSCs tem sido utilizado
por varios autores com o objetivo de aumentar o efeito imunossupressor das MSCs.
LEIJS et al. (2012) conseguiram aumentar os fatores imunomodulatorios das MSCs
a partir do liquido sinovial de pacientes com doencas articulares. SILVA-
CARVALHO et al. (2020) obtiveram bons resultados no tratamento da doenca do
enxerto contra o hospedeiro através do priming de MSCs a partir de plasma

sanguineo de pessoas doentes, ambos estudos foram realizados em humanos.

FARIVAR et al. (2015) descrevem que o uso de LCR no cultivo de MSCs
promoveu a expressao de genes (NESTIN, proteina 2 associada a microtubulos e
proteina glial fibrilar acida) que geraram uma melhor diferenciacdo neural dessas
células para o tratamento de doencas neurodegenerativas. LEE et al. (2019)
relataram que o uso de liquido cefalorraquidiano (LCR) de paciente com doenca de
Alzheimer no armazenamento de MSCs promoveu in vitro uma maior expressao
génica de acido ribonucleico mensageiro (MRNA) capaz de promover caracteristica
neuroprotetoras e neurotroficas se mostrando uma técnica boa para aumentar a

eficAcia das MSCs em pessoas doentes.
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1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Meningoencefalite de origem desconhecida (MUO)

O termo Meningoencefalite de Origem Desconhecida (MUO) é utilizado para
se referir a um conjunto de subtipos de doencas inflamatérias, idiopaticas, néo
infecciosas do SNC, que engloba as meningoencefalite granulomatosa (MEG),
meningoencefalite necrosante (MEN) e  leucoencefalite necrosante (LEN)
(CORNELIS; VOLK; DE DECKER, 2016). A MUO possui uma epidemiologia ainda
desconhecida, porém confere uma das principais causas de doencas inflamatorias
do SNC em cées, sendo apontada como responséavel por 47,5 % das doencas
inflamatorias que acometem o SNC desses animais na Inglaterra (GONCALVES et
al., 2022).

Por serem enfermidades cujo diagnéstico ante morten se baseia na
apresentacao clinica, caracteristicas de imagem avancada e andlise do LCR, essas
informacBes muitas vezes se sobrepdem, sendo possivel a diferenciacdo dos
subtipos de MUO apenas histopatologicamente no post morten (PORTERO et al.,
2019).

A MEG pode apresentar trés tipos de manifestagfes clinicas: focal,
disseminada e ocular, sendo a forma mais comum a disseminada caracterizada por
sinais clinicos multifocais de inicio agudo acometendo cérebro, tronco encefalico
caudal, cerebelo e/ou medula espinal, rapidamente progressivo (TALARICO;
SCHATZBERG, 2010). Ja a forma focal apresenta progresséo lenta, apresentando
lesbes parecidas com granulomas Unicos, podendo ser localizada em cérebro, fossa
craniana caudal e/ou medula espinal (TALARICO; SCHATZBERG, 2010).

A forma ocular se caracteriza por deficiéncia visual de inicio agudo, com
alteracdes pupilares e edema do disco 6ptico podendo apresentar mais raramente
coriorretinite (TALARICO; SCHATZBERG, 2010). Ragas toy e terriers sdo mais
predispostas a ocorréncia de MEG (CORNELIS et al., 2019), sendo a idade de maior
prevaléncia de 4 a 8 anos de idade, com fémeas demonstrando maior fator de risco
em relacdo aos machos (GRANGER et al., 2010).
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A MEN é caracterizada por sinais clinicos como convulsdo, depressao,
mudanca de comportamento, andar em circulos e déficits visuais devido a infiltragdo
de células mononucleares em leptomeninges. Cursa com quadro rapidamente
progressivo, sendo mais prevalente em fémeas e animais com menos de 4 anos
(BARBER et al., 2011; GRANGER et al., 2010). Essa enfermidade foi primeiramente
descrita em cées da raca Pug, sendo inicialmente denominada Encefalite do Pug.
No entanto ja existe descricdo de sua ocorréncia em racas de pequeno porte como
Bruxelas Griffons, Chihuahua, Coton de Tulear, Maltés, Papillon, Pequinés, Shih
Tzu, West Highland Terrier (COOPER et al., 2014; SCHRAUWEN et al., 2014).

Na LEN ocorre infiltrado de células inflamatdrias na substancia branca do SNC,
com consequente desmielinizacdo e necrose por cavitagdo associado a uma
importante reacao glial (EBERLY et al., 2015). Acomete principalmente caes com
até 4 anos de idade, podendo estar presentes em cdes de 4 meses a 10 anos, de
qualquer sexo, e ja foi descrito em racas como Yorkshire Terrier e Buldogue
Francés, podendo apresentar como sinais clinicos déficits visuais, depressao,

convulsdo, andar em circulos, ataxia e inclinacéo de cabeca (EBERLY et al., 2015)

1.1.2 Etiopatogenia

Embora ndo se saiba ainda sua etiopatogenia acredita-se que a MUO tenha
causa multifatorial, como predisposicdo genética, fatores ambientais e antigenos
infecciosos, embora nenhum agente infeccioso tenha sido identificado ainda como
causador da MUO (COATES; JEFFERY, 2014; CORNELIS; VOLK; DE DECKER,
2016; NESSLER et al.,, 2021). Além de fatores que promovem uma resposta
imunoldgica exacerbada, sendo considerada a suposicdo mais aceita como uma
enfermidade de carater imunomediado (COATES; JEFFERY, 2014; CORNELIS;
VOLK; DE DECKER, 2016; NESSLER et al., 2021).

As doencas autoimunes surgem da desregulacdo de um ou ambos 0s sistemas
de resposta imunoldgica inata ou adaptativa, a resposta a neurotoxicidade e
neuroprotecdo é conduzida por estados de ativacdo alterados por duas vias do
sistema imunoldgico, as células T e a microglia com macréfagos infiltrantes
(COATES; JEFFERY, 2014). Uma vez que a resposta autoimune ocorre,
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mecanismos através de citocinas agem com o intuito de amplificar essa resposta
promovendo a ativacdo de linfocitos autorreativos e a liberagdo de autoantigenos
de células danificadas levam a exacerbacdo da doenca (COATES; JEFFERY,
2014).

Mesmo que a neuroinflamacéo ja tenha sido investigada em varias doencas
neuroldgicas, a forma como ela se manifesta na MUO ainda nao foi determinada
(COATES; JEFFERY, 2014). No entanto ja sabe-se que a microglia possui um papel
muito importante nesse processo (COATES; JEFFERY, 2014). A micréglia possui a
funcdo de eliminar células mortas excedentes e realizar fagocitose sem
necessariamente ser ativada (PRINZ; JUNG; PRILLER, 2019).

Uma vez diante de uma infeccao ou inflamacéo do SNC as citocinas que vao
determinar um fendtipo pro-inflamatorio (M1), ou anti-inflamatério (M2), como por
exemplo niveis aumentados de IFN-Y', IL-17, TNF-q, interleucina 1 (IL-1) e outras
moléculas de sinalizacao derivadas de inflamacao ou lesdo aguda, faz com que a
micréglia passe de um estado inativado para um estado fagocitario ativado com
liberacdo de citocinas, TNF-a, IL-6, IL-1, espécies reativas de oxigénio (ROS) e
oxido nitrico (NO), e diminuicéo na producéo de fatores neurotréficos, levando a um
qguadro de citotoxicidade, ativacdo de astrocitos e neurodegeneracdo (Figura 1)
(COATES; JEFFERY, 2014; SUZUMURA, 2015).

Por outro lado, quando a micréglia € induzida por citocinas como IL-2, IL-13,
IL-10 e IL-4 ou complexos imunes, a M2 é ativada reduzindo as respostas pro-
inflamatédrias e levando a producéo de altos niveis de citocinas anti-inflamatoérias
como IL-10, TGF-B3 e fatores neurotréficos como fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) e fator neurotréfico derivado da glia (GDNF) (Figura 1) (COATES;
JEFFERY, 2014; SUZUMURA, 2015).
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Microglia

IFN-Y, IL-17,
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FIGURA 1. Esquema adaptado de (COATES; JEFFERY, 2014) representando as
influéncias das citocinas pré e anti-inflamatorias sobre a microglia. Quando a
microglia € induzida por IFN-Y', IL-17, TNF-q, IL-1 ela é ativada em um fendtipo pro-
inflamatorio M1, e quando induzida por IL-2, IL-13, IL-10 e IL-4 é ativada em um

fenétipo anti-inflamatorio M2.

Mesmo a MUO sendo ligada a uma enfermidade imunoimediada, estudos
sugerem um risco genético associado a ocorréncia de MUO em Pugs e Malteses
(BARBER et al., 2011; GREER et al., 2010; SCHRAUWEN et al., 2014). Devido a
semelhanca com meningoencefalites virais em outras espécies como as lesdes
causadas por herpesvirus humano, a possibilidade de a MUO ser causada por uma
infecc@o latente por herpesvirus ja foi considerada (TALARICO; SCHATZBERG,
2010).

Contudo nenhum agente infeccioso foi detectado até o momento como
causador da MUO, NESSLER et al. (2021) realizaram um sequenciamento de next
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generation, cuja técnica tem por objetivo obter uma analise metagenémica do
viroma em amostras de LCR de caes diagnosticados com MUO, e foi incapaz de
detectar um causador viral novo ou conhecido com potencial para infectar

mamiferos.

Outra possibilidade ainda apontada € que um patégeno como em infec¢bes
por flavivirus esteja presente, porém em niveis indetectaveis (TALARICO;
SCHATZBERG, 2010). Condi¢cdes mediadas por autoanticorpos ou células T
também ja foram consideradas, no entanto embora autoanticorpos contra a proteina
do acido fibrilar glial tenham sido detectados no LCR de cdes com MUO eles ndo
eram especificos (PARK; UCHIDA; NAKAYAMA, 2012).

1.1.3 Diagnéstico, tratamento e prognéstico

O diagnéstico clinico da MUO pode ser feito por meio de uma combinacao de
sinais neuroldgicos, alteracbes em exame de imagem avancada como
hiperintensidades intra-axiais multiplas Unicas ou difusas, ponderadas em T2 na
ressonancia magnética e analise do LCR com presenca de pleocitose com mais de
50% de mondcito/linfécito e exclusdo de agentes infecciosos (CORNELIS et al.,
2019). O método de diagndstico realizado através de bidpsia também € descrito e
embora nao tenha relatos de complica¢des graves, € de dificil implantagédo na rotina
clinica (CORNELIS et al., 2019).

Como o diagnéstico conclusivo de MUO sé € possivel a partir de exame
histopatolégico o uso de biomarcadores, tais quais proteinas de fase aguda,
anticorpos, citocinas e marcadores de neuroimagem, tem sido considerado como
uma alternativa diagnoéstica (ANDERSEN-RANBERG; BERENDT; GREDAL, 2021).
A proteina C reativa, por exemplo, embora se apresente em niveis normais na MUO,
pode servir como uma ferramenta importante para o descarte de meningite-arterite
responsiva a corticosteroides (ANDERSEN-RANBERG; BERENDT; GREDAL,
2021).

Um aumento de INF-Y na MEN e IL-17 na MEG podem atuar como um
marcador desses subtipos, e 0 uso de tomografia por emissdo de positrons para

identificacdo de granulomas e espectroscopia de ressonancia de protons capazes
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de identificar areas de necrose se mostraram promissores (ANDERSEN-
RANBERG; BERENDT; GREDAL, 2021).

Como base no tratamento da MUO a primeira escolha ainda é o uso de
glicocorticoides em associagdo com drogas imunossupressoras sendo a principal
utilizada a citosina arabinosideo, STEE et al. (2020) analisaram o uso da citosina
arabinosideo em associacdo com glicocorticoides por infusdo continua e
observaram que a sobrevida melhorou em 3 meses em comparacdo com a via
subcutanea. Outras drogas imunossupressoras também podem ser empregadas
como azatioprina, procarbazina e lomustina, vincristina e ciclosporina, Leflunomida
e micofenolato de mofetil (CORNELIS et al., 2019).

No entanto, o grande prejuizo no uso de tais farmacos sdo os seus efeitos
colaterais como alopecia localizada, dermatite, calcinose cutanea, piodermite
profunda, toxicidade gastrointestinal e mielossupressdo com citozina arabinosideo;
mielossupressdo e enterite hemorragica com procarbazina, leucopenia,
trombocitopenia grave e gastroenterite hemorrdgica com lomustina;
mielossupressao e piometra com vincristina e ciclofosfamida; diarreia hemorragica
com micofenolato de mofetil; mielossupresséo, cistite hemorragica e piometra com
vincristina e ciclofosfamida, pele fina, infec¢do do trato urinario, vomitos, Ulcera de
cOrnea, diabetes mellitus, insuficiéncia renal, ceratoconjuntivite seca, ruptura do
ligamento cruzado, massa hepatica, adenoma de glandula mamaria, linfoma, sarna

demodécica e sarna séptica com azatioprina (CORNELIS et al., 2019).

O tempo de sobrevida observado foi de 425 dias com procarbazina; 150-740
com lomustina; 198 dias com vincristina e ciclofosfamida; 250 dias com micofenolato
de mofetil; 1834 dias com azatioprina (CORNELIS et al., 2019); 1095 dias com
glicocorticoide e citosina arabinosideo (STEE et al., 2020); 1215 dias com apenas
glicocorticoide e quando associado com outro imunossupressor até 2469 dias
(LOWRIE; SMITH; GAROSI, 2013). LOWRIE; SMITH; GAROSI (2013) relataram
que a destruicdo dos sulcos cerebrais e a hérnia do forame magno na RM foi
relacionado a um alto fator de risco de mortalidade nas primeiras 12 semanas ap6s

o diagnastico.
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Um protocolo com uso de radioterapia foi demonstrado como mais uma opc¢ao
terapéutica adjuvante para controle da progressdao da doenca durante o seu
tratamento com glicocorticoides e imunossupressores, apresentando uma
sobrevida de mais de 250 dias (BECKMANN et al., 2015). Como fator progndstico
tem se apontado o uso da concentracéo de lactato no sangue e LCR de cédes com
MUO, animais que apresentam valores acima de 4 mmol/L de lactato no LCR e no

sangue estado associados a uma menor sobrevivéncia (PORTERO et al., 2019).

1.1. 4 Esclerose multipla (EM)

A EM é uma doencga neuroinflamat6ria crénica que acomete cérebro e medula
espinal, afeta milhares de jovens adultos, principalmente mulheres, em média entre
20 a 30 anos (MCGINLEY MP, GOLDSCHMIDT CH, 2021). E uma enfermidade
caracterizada pela infiltracdo de células imunes pela barreira hematoencefélica, que
ocasiona inflamacgéo, desmielinizacéo, gliose e degeneracdo neuroaxonal, sendo
considerada autoimune (DENDROU; FUGGER; FRIESE, 2015). Estima-se que
acomete em torno de 5 a 300 pessoas a cada 100 mil habitantes em todo o mundo
(MCGINLEY MP, GOLDSCHMIDT CH, 2021).

No Brasil acomete em torno de 1,36/100.000 a 27,2/100.000 habitantes com
maior prevaléncia no Rio Grande do Sul e uma menor prevaléncia em Pernambuco
(DA GAMA PEREIRA et al., 2015). Em um estudo comparando diversos paises do
mundo aponta que a ocorréncia de esclerose multipla no Brasil ocorre em uma taxa
média de 1,68/100.000 habitantes a menor prevaléncia observada nos paises
estudados (VASANTHAPRASAD et al., 2022).

A neuroinflamacao na EM ocorre a partir de linfocitos autorreativos que iniciam
0 processo promovendo uma resposta aberrante contra autoantigenos do SNC,
levando células Thl a producgéo de citocinas pro-inflamatérias como IL-1 e INF-Y/,
e Th1l7 a producédo de IL-17 (DENDROU; FUGGER; FRIESE, 2015; KLINEOVA;
LUBLIN, 2018).

Essa enfermidade pode se manifestar como uma sindrome clinicamente
isolada em que ocorre um quadro clinico agudo com acometimento de um ou mais
locais do SNC (DOSHI; CHATAWAY, 2016). E ainda na forma recorrente e
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remitente em que o paciente apresenta disfuncdo neuroldgica intercalada com
momentos de estabilidade, na forma priméria-progressiva em que a incapacidade
neuroldgica progressiva ocorre desde o primeiro momento, e na forma secundaria
progressiva em que a incapacidade neurologica ocorre mais tardiamente (DOSHI;
CHATAWAY, 2016).

Os sintomas observados na EM sao caracterizados por uma apresentacao
neurolégica com neurite Optica, manifestacdes sensoriais e/ou motoras de mielite e
sintomas do tronco cerebral, como oftalmoplegia interna, hemiparesia,
mono/paraparesia, hipoestesia, disestenia, parestesia, disfuncdo do esfincter
urinario ou fecal, diplopia, oscilospsia, entre outros (OH; VIDAL-JORDANA;
MONTALBAN, 2018). o diagnostico de EM é realizado a partir dos sintomas clinicos
relacionados a lesdes desmielinizantes associados com exames de imagem
compativeis com EM (OH; VIDAL-JORDANA; MONTALBAN, 2018; SAND, 2015).

O tratamento da EM feito em trés pilares, o manejo das recaidas agudas que
consiste no tratamento de doencas infecciosas concomitantes e uso de
metilpredinisolona associado a fisioterapia, o tratamento modificador da doenca e o
tratamento sintomatico (DOSHI; CHATAWAY, 2016). Dentre as drogas que podem
ser utilizadas estéo o interferon 1 beta, acetato glatiramero, teriflunamida, fumarato
de dimetila, fingolimode, natalizumabe, entre outros, contudo o grande desafio da
EM sédo os enormes efeitos colaterais provocados por tais medicacbes associado
com sua baixa efetividade sobre a doenca (DOSHI; CHATAWAY, 2016).

Devido aos desafios encontrados na busca por mais estudos a respeito da
etiopatogenia e desenvolvimento de opc¢des terapéuticas mais efetivas para a EM,
0 uso de modelos experimentais in vivo € in vitro tem se mostrado muito importantes
(PROCACCINI et al.,, 2015; TORRE-FUENTES et al., 2020). Uma dessas
abordagens € o modelo autoimune e/ou inflamatorio como a encefalite autoimune
experimental (EAE), nesse sentido a EAE induzida em camundongos se mostra
semelhante a EM devido a ativacdo da microglia, infiltracdo de células
perivasculares de linfécitos B e T na medula espinal, cerebelo e medula oblonga
(PROCACCINI et al., 2015; TORRE-FUENTES et al., 2020).
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Uma forte associacdo da MEN com os genes dog leucocyte antingen (DLA)
classe Il em caes da raca Pug aponta o papel do sistema imune nesse disturbio,
essa associacdo genética do MHC-Il se assemelha a observada na EM (GREER et
al., 2010). Além disso a MEN apresenta caracteristicas clinicas, patoldgicas e
radiolégicas em comum com a forma fulminante aguda da EM, dessa forma a MEN
se mostra um modelo animal de ocorréncia natural para a EM corroborando um
modelo ideal para estudos dos complexos fatores genéticos e ambientais

associados as encefalites imunes (GREER et al., 2010).

1.1. 5 Células Estromais/ Tronco Mesenquimais Multipotentes (MSCs)

A MSCs séao células multipotentes que podem ser isoladas de diversos locais
como tecido adiposo, medula o6ssea, corddo umbilical, sangue periférico,
endométrio, leite materno, placenta, liquido aminiotico, geleia de Wharton, sangue
do corddo umbilical, figado e raiz dentaria (ANDRZEJEWSKA; LUKOMSKA;
JANOWSKI, 2019; GAO et al., 2016). Possuem a capacidade de se diferenciar em
diversos tipos celulares como adipdcitos, ostedcitos, condrécitos, midcitos, células
das ilhotas pancreaticas e células neuronais (ANDRZEJEWSKA; LUKOMSKA;
JANOWSKI, 2019; GAO et al., 2016).

Para serem consideradas MSCs, as células precisam apresentar crescimento
in vitro aderente ao plastico, possuir um fenétipo CD 73, CD 90, antigenos de
superficie CD 105 e falta de expresséo de proteinas como CD 45, CD 34, CD 14,
CD 11b, CD79a ou CD19, ou antigenos do MHC de classe Il em humanos, além de
capacidade de diferenciacdo em osteoblastos, adipocitos e condroblastos
(ANDRZEJEWSKA; LUKOMSKA; JANOWSKI, 2019).

Outra caracteristica das MSCs € o seu potencial anti-inflamatorio e de privilégio
imunoldgico, séo células capazes de mediar a resposta imune das células T e B,
suprimir secrecao de citocinas e citotoxicidade, regular o equilibrio de Th1/Th2,
regular as células Treg, aumentar a viabilidade das células B, inibir sua proliferacéo,
inibir a maturacao, ativacao ou apresentacdo de antigenos das células dendriticas,
entre outras fungdes (Gao et al., 2016; Li e Hua, 2017). Seu efeito imunomodulador

depende do tipo de célula imune, do microambiente local e do estado da doenca,
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podendo interagir com as células do sistema imune por contato célula-célula ou por
meio de seu secretoma (GAO et al., 2016; LI; HUA, 2017).

O uso de MSCs tem sido apontado em varios estudos como uma boa opcéao
terapéutica a ser empregada em diversas doencas demonstrada em modelos
animais como osteoartrite, degeneracao do disco intervertebral, ceratoconjuntivite
seca, dermatite atOpica, doenca renal crbnica, cardiomiopatia dilatada, doenca
inflamatoria intestinal, em modelo animal de EAE como potencial tratamento para
EM e no tratamento de MEG (HARRIS et al.,, 2012; HOFFMAN; DOWB, 2016;
YANWU et al., 2020)

1.1. 6 MSCs e Neuroinflamacgéo

A resposta imune inata tem como objetivo detectar virus e parasitas e eliminar
células anormais e detritos por meio de receptores de reconhecimento como os Toll-
like (TRLs), que sdo muito expressos nas células da microglia como iniciador da
resposta inflamatoria (CHEN; WANG; CAO, 2018). Isso leva a producéo de citocinas
pro-inflamatorias e quimiocinas fundamentais na mediagéo da inflamag&o uma vez
que regulam a sobrevivéncia das células recrutadas e a comunicagao entre elas,
guando secretadas séo elas que conduzem ao inicio da neuroinflamacao (CHEN;
WANG; CAO, 2018).

Quando o sistema imunoldgico se encontra superestimulado as MSCs podem
ter efeito supressor afim de evitar o auto-ataque, apresentam capacidade de inibir
a ativacdo de macrofagos pro-inflamatérios, fazer com que as células se adaptem
a um fendtipo regulatério aprimorado com niveis elevados de IL-10, arginase-1, e
niveis reduzidos de TNF-qa, IL-1B e interleucina 12 (IL-12), e possuem efeitos
imunossupressores sobre as células T (Thl, Th2, Th17, T citotoxicas) por meio da
expressdo de NO, IDO, PGE2 e proteina do gene 6 induzivel por fator de necrose
tumoral (TSG6) (CHEN; WANG; CAO, 2018; JIANG; XU, 2020).

Dessa forma, elas podem anular infiltrados de células Th1/Th1l7 e regular
positivamente as células Treg, seu efeito terapéutico na EM tem sido associado a
secrecdo TGF-B, NO, IDO, TSG6, PGE2, IL-10, antagonista do receptor de IL-1 e
uma variante antagonica da quimiocina CCL2 (CHEN; WANG; CAO, 2018).
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As MSCs identificam sinais de perigo por meio dos TLRs, o TLR3 induz a um
fendtipo anti-inflamatério e o TLR4 a um fendtipo pré-inflamatdrio, na fase inicial da
inflamacéo, as MSCs agem realizando o recrutamento de neutrofilos, elas ativam
entdo as células T secretando quimiocinas e assim recrutando mais linfécitos, nesse
momento h& baixos niveis de TNF-a e IFN- Y que ndo sdo capazes se secretar
oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS) e IDO e suprimir os linfocitos (JIANG; XU,
2020). Contudo, quando os niveis de TNF-a e IFN- Y estdo altos as MSCs
conseguem secretar iINOS e IDO inibindo as células T e induzindo as Treg, quando
em ambiente inflamatério as MSCs podem ainda promover a mudanca de fenétipo
dos macrofagos de M1 para M2 por meio da IDO e PGE2 (JIANG; XU, 2020).

A capacidade terapéutica das MSCs € atribuida a sua capacidade de
diferenciacdo, modulacdo do sistema imunolégico e da secrecdo de moduladores
imunolégicos como IDO, PGE2, iINOS, TGF-B, IL-10, HGF, ligante de quimiocina 2
(CCL2), HLA-G, CD39, CD73, galectinas, ligante de morte 1 programado (PD-L1)
e ligante de morte 2 programado (PD-L2), heme oxigenase 1 (HO-1), TSG6 e
antagonista do receptor de interleucina 1 (JIANG; XU, 2020; NORONHA et al.,
2019).

1.1.7 Citocinas e Quimiocinas Pro-inflamatoérias
Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

E uma citocina produzida por macréfagos/mondcitos de carater inflamatorio
agudo, € uma proteina importante no combate de infecces e cancer, tem fungéo
de promover a necrose, apoptose celular, e imunoestimulacdo, tem acdo na
reprogramacdo de macrofagos de um estado reparador para um patogénico
inflamatorio na autoimunidade (WANG et al., 2022). O bloqueio da sua atividade
poderia levar a uma melhora na neuropatia clinica, infiltracdo de nervos periféricos
e desmielinizacéo, o IFN-y pode regular positivamente a expressdo de TNF-a em

macrofagos (WANG et al., 2022).
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Interferon gama (IFN-y)

O interferon é uma citocina com fung¢des antiviral, antiproliferativa e
imunomoduladora, que apresenta trés familias de citocinas as do tipo I, tipo Il e tipo
[ll, nesse contexto o IFN-y é o unico membro da familia de interferons do tipo Il, cuja
funcdo é induzir a sensibilidade central e ativar a microglia, é capaz de regular a dor
e infeccdo através de modulagdes neuroimunes (TAN et al.,, 2021). O IFN-y é
secretado por células NK, células gliais e células T ativadas, durante a infeccéo ou
inflamacdo do SNC, apresenta acao antiviral e € capaz de induzir ao fenotipo M1
dos macrofagos com liberacdo de citocinas pré-inflamatérias como IL-183, IL-12,
interleucina 23 (IL-23) e TNF-a (TAN et al., 2021).

Fator estimulador de col6nias de granul6citos-macrofagos (GM-CSF)

O GM-CSF é uma citocina indutora de desenvolvimento de macréfago e
monaocito, desempenhando uma regulacdo de populacdes de células mieloides
maduras em condi¢fes inflamatérias e nao inflamatérias, sao produzidos por células
hematopoiéticas como linfocitos e células ndo hematopoiéticas como fibroblasto,
durante reacdes inflamatérias/autoimunes (HAMILTON, 2019; USHACH; ZLOTNIK,
2016).

Sua expresséo € induzida por citocinas como interleucina 1 alfa (IL-1a), IL-1pB,
TNF-a e IL-12 e é suprimida pela IL-4, IL-10 e IFN-y, quando em ambientes
inflamatorios o GM-CSF tem efeito pré-inflamatério fazendo o recrutamento,
ativacdo e aumentando a sobrevivéncia de células mieloides, possui capacidade de
mudar o fendétipo de macréfagos para pré-inflamatérios por meio de inducéo de
citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias(USHACH; ZLOTNIK, 2016).

Em doencas inflamatérias/autoimunes GM-CSF foi associado a células Th17,
mas também podem ser produzidos por células Thl, Th2 e CD8+, sendo apontado
em papel importante no “feedback positivo” de citocinas pro-inflamatorias,
fundamentais nos disturbios de doencas inflamatdrias e autoimunes, dessa forma o
blogueio/neutralizacdo de GM-CSF poderia ser uma ferramenta terapéutica util em
individuos com EM ou MUO por exemplo (USHACH; ZLOTNIK, 2016).
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Interleucina 6 (IL-6)

A IL-6 é uma citocina pré-inflamatéria presente em inflamacdes cronicas e
doencas autoimunes multifatoriais, dentre as suas funcdes pode induzir a reacdes
de fase aguda, atuar na maturacdo de linfdcitos, estimular sintese e secrecdo de

véarias imunoglobulinas e induzir a proliferacdo de células T (KAUR et al., 2020).

Na EM a IL-6 encontra-se em niveis elevados no LCR e plasma em pessoas
doentes, e essa interleucina induz a manifestacdes neuropatolégicas como as
destruicdo de substancia cinzenta e branca, além de levar ao aumento na expressao
de IL-17 promovendo a desmielinizacdo axonal (KAUR et al., 2020). O bloqueio da
IL-6 pode levar a supressdo preventiva ou terapéutica do desenvolvimento da
doenca (TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014).

Interleucina 8 (IL-8)

A IL8 é chamada atualmente de (CXCL8), € uma quimiocina, produzida por
diversas células incluindo mondcitos, linfécitos e granulécitos em condi¢cdes
inflamatérias (HA; DEBNATH; NEAMATI, 2017).

A CXCLS8 possui atuacao pré-inflamatéria, é estimulada por citocinas como IL-
1, IL-6, CXCL12 e TNF-q, ela tem papel no recrutamento de neutréfilos e induz uma
explosdo oxidativa de neutréfilos e liberagdo de granulos nas doencas
neuroinflamatdrias, ocorre um infiltrado de neutroéfilos provocado pela quimiotaxia
anormal mediada pela CXCL8, estando presente em niveis mais elevados em
individuos doentes em comparacdo com saudaveis(HA; DEBNATH; NEAMATI,
2017).

Proteina quimioatraente de monécitos 1 (MCP-1 /CCL2)

A MCP-1 é também conhecida como CCL2 é uma quimiocina importante no
processo inflamatoério, levando a infiltracdo de células como mondcitos e
macrofagos e outras citocinas no ambiente inflamado (SINGH; ANSHITA;
RAVICHANDIRAN, 2021). A CCL2 desempenha um papel importante na

progressdo de processos neuroinflamatérios e na neurodegeneracdo, podendo
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contribuir para a migracdo de células gliais para os locais de neuroinflamacéo
potencializando essa resposta (GUTIERREZ et al., 2022).

Sdo quimiocinas expressas por MSCs, além disso as MSCs secretam
metaloproteinases que levam a clivagem das CCL2, tornando elas truncadas, dessa
forma ela age como um antagonista de receptor de quimiocina C-C tipo 2 e inibe a
migracdo de células imunes, o CCL2 truncado desempenha a supressdo de
autoimunidade pelas MSCs (JIANG; XU, 2020).

1.1.8 Citocinas Anti-inflamatorias

Interleucina 2 (IL-2)

A IL-2 é uma citocina que atua como fator de crescimento para as células T e
NK, altos niveis de IL-2 in vivo promovem a expansdo de células T citotoxicas e
baixos niveis promovem a proliferacdo, sobrevivéncia e atividade funcional de
células Treg, uma vez que a auséncia de IL-2 leva a apoptose dessas
células(MIZUI, 2019). Ela é também essencial para a formacao de células efetoras
e de memdria, estratégias de modificacdes na IL-2 tem sido considerada para o
tratamento de doencas autoimunes, com o intuito de aumentar o nimero de células
Treg e minimizar a geracao de células efetoras de memodria e NK (ABBAS et al.,
2018).

Interleucina 10 (IL-10)

A IL-10 possui funcdes anti-inflamatorias importantes, afim de limitar a resposta
imune a patégenos e dessa maneira evitar danos ao hospedeiro, € expressa por
células do sistema imune inato como CD, macrofagos, mastoécitos, NK, eosindfilo e
neutroéfilos, ela tem a capacidade de inibir a resposta do tipo Thl e suprimir a
resposta do tipo Th2 (SARAIVA; O’'GARRA, 2010).

E uma citocina que pode ser gerada pelas MSCs em sua forma quiescente,
possuem a capacidade de inibir a maturagdo de células apresentadoras de

antigeno, a expressao de MHC, proliferagdo de células T e formacédo de células T
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de memoria, suprir a geracado de Th1l7 e promover a formacdo de Treg, a PGE2
pode estimular a producao de IL-10 pelas MSCs (JIANG; XU, 2020).

Indoleamina -2,3- dioxigenase (IDO)

A IDO tem duas isoformas a IDO1 e a IDO2, a IDO é responséavel pela deplecdo
do triptofano por meio da sua catalisacdo, esse por sua vez € essencial para a
proliferacéo das células T, uma vez que ocorre a deplecéo do triptofano isso causa
uma mudanca da via metabdlica da glicolise para a fosforilagdo oxidativa, e leva a
supressdo das células T (GAO et al.,, 2016; JIANG; XU, 2020). Além disso o
triptofano reduzido provoca a ativacao de controle geral ndo depressivel 2 (GCN2)
e fator de iniciacdo da traducdo eucaribtica (IF2) que promovem a reducdo da
sintese de proteinas, inibicdo da proliferacéo celular e apoptose de linfocitos (GAO
et al., 2016; JIANG; XU, 2020).

O GCN2 ativado causa a diferenciacédo de Treg e inibe a conversao de Th17
por regulacdo negativa de IL-6, os metabdlitos do triptofano sé@o tdxicos para as
células Thl e T citotdxicas e menos toxicos para Th2, convertendo as células Thl
em Th2(JIANG; XU, 2020). A IDO é expressa por ceélulas apresentadoras de
antigenos e podem ser expressas por MSCs como forma de mediar a supressao
imunoldgica, no estado quiescente das MSCs elas ndo expressam IDO, no entanto
o0 IFN-Y pode induzir sua expressao e o PGE2 potencializa-la(JIANG; XU, 2020).

1.1.9 Fatores neurotroéficos

Fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)

O BDNF é uma neurotrofina com fungdes importantes no crescimento,
desenvolvimento, e plasticidade das sinapses glutamatérgicas e GABAérgicas,
além de influenciar na neurotransmissdo serotoninérgica e dopaminérgica
(COLUCCI-D’AMATO; SPERANZA; VOLPICELLI, 2020). E responsavel pela
sobrevivéncia neuronal, plasticidade e regulacdo de neurotransmissores, formacéo
de novas sinapses, ramificacdo dendritca e modulagcdo do perfil de

neurotransmissores excitatorios e inibitérios(LIMA GIACOBBO et al., 2019).
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A expressdo de BDNF na neuroinflamacéo é controlada por diversos estimulos
da sinalizag&o inflamatdria como estresse, lesdo cerebral e sinais pro-inflamatérios,
gquando esses estimulos sdo ativados varios eventos culminam no mal
funcionamento neuronal, apoptose e neurotoxicidade, como uma maneira de
amenizar os efeitos deletérios o fator Kappa B (NF-kB) é ativado induzindo a
expressao de diversos genes pro e anti-apoptéticos como o BDNF, dessa forma o
papel do BDNF na neuroinflamacédo é sua capacidade de ser induzido e induzir o
NF-kB (LIMA GIACOBBO et al., 2019).

Fator de crescimento de hepatocitos (HGF)

O HGF contém propriedades nos processos de neuroprotecao e atenuacéo da
neurodegeneracédo de oligodendrdcitos e/ou remielinizacdo, além de estar envolvido
em processo de reparo cerebral pos-isquémico, € um potente imunomodulador que
inibe as func¢des das células dendriticas e promove a diferenciacdo das células Treg
produtoras de IL-10, demonstrando potencial papel no tratamento de doencas
desmielinizantes imunomediadas como a EM (BENKHOUCHA et al., 2010). Além
disso é capaz de inibir a secrecdo de TGF-B, e esse por sua vez que é capaz de
inibir a progressao da EAE (BENKHOUCHA et al., 2010).

As MSCs podem expressar HGF que é um fator de crescimento anti-
apoptoético, com capacidade de reduzir a fibrose dos tecidos durante a regeneracao,
em humanos ja se sabe que as MSCs por meio da secrecdo de HGF podem induzir
monaocitos a um fendtipo imunomodulador, suprimir as fungdes e proliferacdo das
células T, mudando o perfil de Thl para Th2, estimular a secrecdo de IL-10 por
monacitos, além de inibir a atividade de CD e promover células Treg para IL-10
(CHEN et al., 2014; JIANG; XU, 2020).

Fator neurotrofico derivado das células da glia (GNDF)
O GNDF é responsavel pela diferenciacdo, manutengéo e sobrevivéncia de

neurbnios dopaminérgicos, sendo expresso pela microglia (ALDHSHAN et al.,
2022).
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1.1.10 Prostaglandina E 2 (PGE2)

E produzida pela ciclo-oxigenase 1 (COX1) e ciclo-oxigenase 2 (COX2) a partir
do acido araquidoénico, a PGE2 promove seu efeito anti-inflamatorio por meio da
interacdo com os receptores de prostaglandina 2 e receptor de prostaglandina 4
expressos na superficie de células imunoldgicas (JIANG; XU, 2020). Esses por sua
vez levam a ativagdo do AMP ciclico (cCAMP), que induz a expressao de interleucina
4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5) e IL-10 com propriedades anti-inflamatérias e inibe
fatores pré-inflamatérios como interleucina 12p70, TNF-q, ligante de quimiocina 3,

ligante de quimiocina 4 por meio da supresséo da via da IL-2 (JJANG; XU, 2020).

Além disso ela promove a diferenciacdo dos macrofagos para o fenétipo M2 e
Th2, ao mesmo tempo que inibe a proliferacdo de Th1l, baixos niveis de PGE2 tem
efeitos pré-inflamatérios por meio da maturacdo de células dendriticas e
proliferacdo de células T e altos niveis levam a um efeito anti-inflamatorio (GAO et
al., 2016; JIANG; XU, 2020). As MSCs expressam COX2 e produzem PGE2, essa
producado pode ser ainda mais estimulada por meio do TNF-a e INF- Y (JIANG; XU,
2020).

1.1. 11 Priming de MSCs

Embora o uso das MSCs tenha se mostrado promissor para o tratamento de
diversas doencas, varios fatores tém reduzido sua efcacia, como o enxerto
insuficiente, a baixa taxa de sobrevivéncia e a variacao das células dependentes do
doador (como idade, sexo, raca, condicao fisica, etc.) (LEE; KANG, 2020). Com isso
varias estratégias tem sido desenvolvidas para melhorar a eficacia terapéutica apos
o transplante das MSCs (LEE; KANG, 2020).

Dessa forma, surge a técnica de priming celular, também conhecida como pré-
condicionamento com mediadores inflamatdrios, podendo ser realizada por meio do
tratamento com citocinas, modificagdo do meio de cultura, modificacdo genética e
co-administracdo com materiais bioativos, a fim de aumentar a sobrevivéncia e
homing das MSCs in vivo, por meio da inducao de fatores envolvidos no trafego de
homing para o tecido alvo e na sobrevivéncia das MSCs (Figura 2) (LEE; KANG,
2020; NORONHA et al., 2019).
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FIGURA 2. Esquema adaptado de (LI et al., 2022) demonstrando as possibilidades

de técnica priming.

O priming de MSCs pode ser realizado com citocinas proé-inflamatérias ou
fatores de crescimento com o objetivo de melhorar a fungédo imunossupressora das
MSCs e aumentar a secrecao de fatores anti-inflamatérios e imunossupressores
(NORONHA et al., 2019). Nessa técnica pode ser desenvolvida a partir do uso de
IFN-Y (NORONHA et al., 2019) que ja demonstraram reduzir os sintomas da doenca
do enxerto contra o hospedeiro (GVHD) quando comparado a o uso das MSCs sem
a técnica priming (KIM et al., 2018).

Outro modelo é o uso de TNF-a que ja demonstrou aumento na eficacia
neuroprotetora nas células ganglionares da retina (MEAD et al.,, 2020), e a
combinagao de INF-Y' com TNF-a demonstrou um efeito sinérgico da atividade de
IDO e producdo de PGE2 (AMORIM et al., 2020). O uso da IL-17, combinado de
citocinas pro-inflamatérias, como por exemplo IL-1R3, IL-6 e IL-23 também sé&o
descritas (NORONHA et al., 2019).
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Outra técnica priming também realizada é a técnica por hipdxia celular
caracterizada por breves episodios intermitentes de hipoxia ou andxia, seguido pela
reoxigenacao celular com o intuito de melhorar a sobrevivéncia, proliferacédo e
potencial de diferenciacdo das MSCs ap0s o seu enxerto (MUSCARI et al., 2013).
O uso de medicamentos farmacoldgicos ou agentes quimicos tem sido usado como
uma forma de melhorar o enxerto das MSCs e sua sobrevivéncia nos tecidos
danificados, o uso de moléculas como o lipopolissacarideo (LPS), melatonina,
hormdnio diidrostestosterona, oxitocina, curcumina, entre outras também é descrito
(NORONHA et al., 2019).

O uso do sistema de cultura 3D € uma técnica que imita o microambiente
natural in vivo, fornecendo interacdes célula-célula aprimoradas, essa técnica inclui
cultura em esferoides multicelulares, esqueletos de sustentagéo e hidrogeis (LI et
al., 2022). A formacao de esferoide de MSCs pode ser realizada por meio da técnica
de gota suspensa, abordagem de baixa fixacdo e agregacdo forcada e visa
aumentar a proliferacdo, migracéo e eficacia de retorno das MSCs e aumentam a
haste e facilita a diferenciagéo delas em diferentes linhagens celulares (LI et al.,
2022).

No uso de esqueletos de sustentacdo, as células sdo ancoradas
mecanicamente por meio das integrinas, proteinas transmembrana, essa técnica
tem por objetivo fornecer o andaime necessario para 0 crescimento celular e
nutrientes essenciais, e o cultivo de MSCs em hidrogéis de alginato apresentam um
efeito imunodulador in vitro capaz de alterar o fenétipo de macréfagos para um

fenotipo anti-inflamatorio em M2 (LI et al., 2022).

Como técnica priming podemos citar a preparacdo das MSCs com drogas
como &cido valpérico em combinag¢édo com litio ou esfingosina-1-fosfato, acido all-
trans retindico, por exemplo, podem aumentar o homing, mobilizagéo e enxerto das
MSCs, drogas imunossupressoras como rapamicina, ciclosporina e everolismo
podem ser utilizadas para aumentar o efeito imunossupressor das MSCs
(ALAGESAN et al., 2022).
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Outras moléculas como LPS, melatonina, hormonio diidrotestosterona,
oxitocina, curcumina, entre outros sdo citadas também como técnica priming
(NORONHA et al., 2019). A modificacdo genética por métodos virais e ndo virais
com o intuito de aumentar as propriedades terapéuticas e sobrevivéncias das MSCs
também é descrito (ALAGESAN et al., 2022).

Ainda, o uso de fluidos biolégicos tem se mostrado promissor; nessa linha, a
utilizacado de plasma de pacientes com GVHD teve a capacidade de aumentar o
efeito imunossupressor das MSCs se mostrando uma técnica prospera para o
tratamento dessa doenca (SILVA-CARVALHO et al.,, 2020). O uso de liquido
sinovial a partir de pacientes com osteoartrite e artrite reumatoide aumentou a
expressao de RNA mensageiro RNAm, IL-6 e IDO das MSCs (LEIJS et al., 2012).

Além disso, o uso de vesiculas extracelulares das MSCs devido a sua
capacidade terapéutica para doencas autoimunes e neurodegenerativas associado
a sua melhor imunocompatibilidade e capacidade de atravessar a barreira
hematoencefélica tem se mostrado uma 6tima técnica alterativa ao uso das MSCs
(ZHOU et al., 2021).
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Hipdtese

A estimulagao in vitro das MSCs com INF-Y em associagdo com TNF-a, LCR
ou soro de cdes acometidos por MUO aumenta a expressao génica e a secrecao

de fatores neurotréficos e citocinas anti-inflamatoérias.

Objetivos

Objetivos gerais

O objetivo desse trabalho € avaliar in vitro o efeito do priming com INF-Y +TNF-
a, LCR ou o soro de cdes com MUO, na expressao génica e quantificacao proteica
de fatores neurotroficos e citocinas anti-inflamatérias e pro-inflamatérias das MSCs

caninas.

Objetivos especificos

e Caracterizar as células estromais/tronco mesenquimais multipotentes
derivadas do tecido adiposo canino (Ad-MSCs)

e Avaliar a viabilidade e a apoptose das MSCs caninas submetidas as
diferentes técnicas de priming (IFN-Y" em associacdo com TNF-a, soro de
céaes higidos, soro de cdes com MUO, LCR de cées higidos e LCR de cées
com MUO).

e Avaliar a expressao génica e o secretoma das MSCs caninas submetidas as

diferentes técnicas de priming in vitro.
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Priming with INF-Y and TNF-a enhances the immunomodulatory potential of

canine mesenchymal stem cells in vitro

Abstract

Background: Among neuroimmune diseases, multiple sclerosis (MS) is a
neuroinflammatory disease responsible for physical disability in young adults.
Meningoencephalitis of unknown origin (MUO) has been considered an important
naturally occurring model for the study of multiple sclerosis. Therefore,
mesenchymal stem cells (MSC), based on their immunomodulatory effects, have
become a therapeutic strategy for neuroimunes deseases. As a great alternative to
potentiate its immunomodulatory effect is MSC priming, which can be performed
using cytokines and biological fluids. The goal of this study is to evaluate the in vitro
priming with IFN-Y'+ TNF-a, liquid cerebrospinal fluid (CSF) or serum from dogs with
MUQ, in its ability to modify the polarization profile and secretome of such cells, what

may in turn be applicable to treat neurodegenerative diseases such as MS.

Methods: Isolation and characterization of tissue-derived MSCs were performed in
canine adipose tissue (CAd-MSCs), the viability and apoptosis of these cells and
cAd-MSCs were evaluated in six groups: control (C), IFN-Y (50 ng/mL) in
association with TNF-a (50 ng/mL) (IFN-Y+ TNF-a), control serum (C-S), serum from
dogs with MUO (MUO-S), control CSF (C-CSF) and CSF from dogs with MUO
(MUO-CSF). Afterwards, the viability and morphology of the cAd-MSCs were
evaluated after stimulation, and the gene expression of BDNF, GNDF, HGF, IDO,
PTGEZ2, IL-10, IFN-Y and TNF-a in Ad-MSCs was analyzed by RT-gPCR and the
protein secretion of GM-CSF, IL-10, IL-2, IL-8 and MCP-1 by multiplexed assay.
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Results: There was no impairment in the viability of Ad-MSCs in any priming group,
but the IFN-Y+ TNF-a, MUO-S and MUO-CSF groups showed better viability than
the other groups (p= <0.005). Comparing all groups with group C the IFN-Y+ TNF-
a group had higher HGF, IDO and TNF-a gene expression and higher IL 8 protein
quantification (p= <0.001), C-CSF and MUO-CSF groups had increased gene
expression of IFN-Y and TNF-a and reduced gene expression of BDNF and GNDF
(p= <0.001), while the C-S and MUO-S groups had reduction in IL-10 protein
quantification and the C-S group had a reduction in BDNF and GNDF gene
expression and the MUO-S group had lower HGF gene expression (p= <0.001).
Conclusions: In vitro priming with TNF-a + IFN-Y modulated the cAd-MSC towards
an antiinflammatory profile that may in turn be translated to the desease clinic. This
technique has the potential for better investigation of the inflammatory behavior and

therapeutic purposes of neuroimmune diseases.

Keywords: autoimmune, interleukins, meningoencephalitis, multiple sclerosis.

Background

Neuroimmune diseases emerge from disregulation of the innate and/or
adaptive immune system, leading to an inflammatory response directed at the
components of CNS cells; infections or other antigens are considered factors that
trigger this inflammatory process by causing disregulation of self-tolerance, with

consequent lymphocyte overstimulation (1,2).

In humans, multiple sclerosis (MS) is considered a chronic disease,
neuroinflammation of the brain and spinal cord and is often responsible for physical
disability in young adults(3). The clinical manifestation is provoked by immune cell
infiltration across the blood—brain barrier, promoting inflammation, demyelination,
gliosis and neuroaxonal degeneration(3). It affects approximately 5 to 300 people
in each 100,000 inhabitants throughout the world, being more common in women

with an average age of 20 to 30 years (4).
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Meningoencephalitis of unknown origin (MUO) is a general term used to refer
to granulomatous meningoencephalitis (GME), necrotizing meningoencephalitis
(NME) and necrotizing leukoencephalitis (NLE), which are histopathological
subtypes that are differentiated just postmortem (2). Despite presenting an unknown
epidemiology, MUO represents one of the main causes of CNS inflammatory
diseases in dogs; in England, MUO was responsible for 47.5% of inflammatory

diseases that affect the CNS in these animals (5).

MS and MUO profile neuroinflammation, although not fully elucidated, are
similar. They are characterized by infiltrates of macrophages, followed by TCD8+
and TCD4+, B cells and plasmocytes, with T helper (Th) 1 and Th17 lymphocytes
being the most active in the pathogenesis of these diseases (2,3). These cells
secrete high levels of interferon gamma (IFN-y), interleukin 17 (IL-17) and tumor
necrosis factor alpha (TNF-a), leading to microglial activation (2,3).
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FIGURE 3. Scheme represents MUO and MS neuroinflammation.
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Given the uncertainties still present in the etiopathogenesis of MS, the model
for understanding and developing new therapeutic options that has been proposed
is experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) induced in mice; however, this

model does not comprise all MS particularities (6).

Thus, MUO, as it affects more female than male, presents a condition of
neuroinflammation, a multifactorial pathogenesis, with an autoimmune basis
involving genetic and nongenetic factors, demonstrating characteristics that
resemble MS (3,6,7). When in the acute fulminant form MS resembles MEN, one
subtype of MUO (7).

Another relationship observed is that in severe MS variants, there is extensive
brain necrosis, cavitation or swelling and manifestation of mild and diffuse cerebral
lesions, resulting in death within weeks to months, as in MUO; therefore, MUO
disease similar to MS in human was appointed as a natural animal model for this
disease (3,6,7).

Neuroimmune diseases have a poor prognosis; however, there are treatments
aimed at improving the quality of life of patients and decreasing long-term disability
through immunosuppressive drugs that, in addition to producing adverse effects, do
not prevent degenerative processes of the CNS; therefore, the use of mesenchymal
stem cells (MSCs) is indicated as an alternative therapeutic for CNS autoimmune

diseases (8).

The use of MSCs as a treatment for neuroimmune diseases has shown positive
effects in experimental models due to their immunomodulatory and neuroprotective
properties(9). However, even with good results, several factors can influence MSC
effectiveness, such as the low survival rate, in vitro senescence, functional
quiescence after application and variation of donor-dependent cells (such as age,

sex, race, etc.) (10).

In view of this, several strategies have been proposed to optimize MSC

therapeutic potential, such as priming techniques, including hypoxia, 3D spheroid
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culture, use of pro-inflammatory cytokines, pharmacological drugs, use of molecules
such as melatonin and turmeric and biological fluids (11,12).

The use of biological fluid MSC priming techniques, such as plasma, synovial
fluid and cerebrospinal fluid (CSF), has already been suggested as a good option to
enhance MSC immunomodulatory and neuroprotective effects (13-15).

Therefore, the objective was to evaluate the effect of priming with IFN-y and
TNF-a, CSF and dog serum from canine adipose tissue (cAd-MSCs) with MUO,
herein we demonstrate that the priming of cAd-MSCs modifies the polarization profile
and secretome of such cells, what may in turn be applicable to treat

neurodegenerative diseases such as MS.

Methods

All experimental procedures involving animals were approved by the Ethics
Committee of the S&o Paulo State University (Unesp), School of Veterinary Medicine
and Animal Science, Botucatu (protocol n° 0171/2021). Collecting blood and CSF
were collected from dogs naturally affected by MUO treated at the FMVZ Veterinary
Neurology Service Unesp, and collection of canine adipose tissue was performed

according to the free and informed consent of the animal owners.

Experimental Design

Adipose tissue was collected from healthy dogs (n=5) for mesenchymal stem
cells derived from canine adipose tissue (CAd-MSC) isolation (description below),

differentiation and characterization.

cAd-MSCs five lineages were used to prime six groups in duplicate: control (C)
cultured with standard culture medium only; IFN-Y" in association with TNF-a (IFN-
Y+ TNF-a), with standard culture medium plus IFN-Y (50 ng/mL) (17) in combination
with TNF-a (50 ng/mL) (17); control serum (C-S) cultured with standard culture
medium supplemented with 10% processed serum from healthy dog blood; serum
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from dogs with MUO (MUO-S), cultivated with standard culture medium with 10%
serum processed from dog serum with MUO; control CSF (C-CSF), cultivated with
standard culture medium added with 10% of CSF collected from healthy dogs and
MUO (MUO-CSF), cultivated with standard culture medium added with 10% CSF
collected from dogs with MUO.

Priming was completed in 72 hours, and cAd-MSCs were observed for their
morphology at zero hours, 24 hours, 48 hours and 72 hours. cAd-MSC viability was
determined after 72 hours, and cAd-MSC gene expression of BDNF, GNDF, HGF,
IDO, PTGEZ2, IL-10, IFN-Y and TNF-a was analyzed by gPCR and protein secretion
of GM-CSF, IL-10, IL-2, IL-8 and MCP-1 by multiplexed assay.
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Figure 4. Experimental design. cAd-MSCs were isolated from 5 dogs, priming was
carried out in 6 groups (control (C), IFN-Y (50 ng/mL) in association with TNF-a (50
ng/mL) (IFN-Y'+ TNF-a), control serum (C-S), serum from dogs with MUO (MUO-S),
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control CSF (C-CSF) and CSF from dogs with MUO (MUO-CSF)), and after 72
hours, cAd-MSC gene expression for BDNF, GNDF, HGF, IDO, PTGEZ2, IL-10, IFN-
Y and TNF-a was determined by gPCR, and protein secretion of GM-CSF, IL-10, IL-
2, IL-8 and MCP 1 was determined by multiplexed assay.

Canine Adipose Tissue Collection, Isolation and Characterization of

Mesenchymal Stem Cells Derived from Canine Adipose Tissue (CAd-MSCs)
Adipose tissue samples were collected from healthy females aged 6 to 60

months weighing between 10 and 20 kg who were undergoing elective

ovariohysterectomy based on previously published studies (17).

After general anesthesia under aseptic conditions, up to 2 grams of adipose
tissue was collected from the abdominal inner wall, which was conditioned with 20
mL of Dulbecco's solution phosphate buffered saline (DPBS), 3% penicillin (10,000
units/mL) with streptomycin (10,000 yg/mL) and 0.5% amphotericin B (250 pg/mL)
(all from Nova Biotecnologia™, S&do Paulo, Brazil). The samples were then stored
refrigerated at 4°C for up to 24 hours. Therefore, the canine adipose tissue-derived
mesenchymal stem cell (cAd-MSC) isolation protocol was initiated as previously
described (17-19) with modifications.

Concurrently to the adipose tissue, 2 mL of blood was collected from the jugular
vein to perform qPCR for pathogens: Distemper virus, Toxoplasma gondii, Neospora
caninum, Cryptococcus sp., Ehrlichia sp. and Babesia canis. For MSC isolation,
enzymatic digestion was performed with collagenase IA (2 mg/mL) (Sigma Aldrich,
Darmstadt, Germany) and incubated at 37°C in a humid atmosphere containing 95%
air and 5% CO:z2 for 4 hours. The enzyme was blocked with standard culture medium
containing 90% Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), 10% fetal bovine
(SFB), 1% penicillin (10,000 units per mL) with streptomycin (10,000 pug/mL) and
0.5% amphotericin B (250 pg/mL) (all from Nova Biotecnologia™, Sao Paulo Brazil).

The suspension was centrifuged, and the pellet was resuspended in 2 mL of

standard culture medium and cultured and incubated in an oven at 37°C° in a humid
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atmosphere containing 95% air and 5% CO2. The isolated cells (passage zero, PO)
were subjected to enzymatic dissociation after confluence reached 80-90%. For the
formation of the cAd-MSC bank in different passages, the protocol was carried out

until several passages 1 to 3 (P1-P3) were obtained.

For cryopreservation, the cAd-MSCs were submitted to the trypsin protocol
after reaching 80% confluence, as described above. One milliliter of freezing medium
consisting of 90% FBS (Nova Biotecnologia™, Sdo Paulo, Brazil) and 10%
dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma—Aldrich, S&o Paulo, Brazil) was used. The
suspensions were conditioned cells in a -80°C freezer for 24 hours, followed by

permanent storage in liquid nitrogen.

cAd-MSCs were characterized by differentiation into osteogenic and
adipogenic strains and chondrogenic and immunophenotypic analysis by flow
cytometry according to previously described methods (20-22). The differences were
carried out according to the manufacturer's instructions (StemPro® Adipogenesis,
Osteogenic, Chondrogenic Gibco™, Life Technologies Corporation, Grand Island,
USA). cAd-MSC strains Immunophenotypic analysis was performed at passages
P2-P3 in reactions containing the following conjugated antibodies: CD 45 (FITC Rat
anti-dog, 11-5450-42) (eBioscience, Invitrogen™, Waltham, Massachusetts, USA),
CD 14 (APC Mouse anti-human, 561708) (BD, Pharmigen™, San Diego, CA, EUA),
CD 29 (APC Mouse anti-human, 17-0299-42) (eBioscience, Invitrogen™, Waltham,
Massachusetts, USA), HLA-DR MHC Il (FITC, Mouse anti-human, 555560) (BD,
Pharmigen™, San Diego, CA, EUA), CD44 (PE anti-mouse, 561860) (BD,
Pharmigen™,  San Diego, CA, EUA), and CD34 (PE Anti-dog, 559369) (BD,
Pharmigen™, San Diego, CA, EUA).

The analyses were performed on a BD FACSCalibur flow cytometer (Becton
Dickinson Company, San Jose, USA), standardizing a total of 3x10* events per tube,
and the data were evaluated with the software Cell Quest Pro and FlowJo® (Becton

Dickinson Company, San Jose, USA).
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Cell Viability and Apoptosis Rate of the MSC Bank

The evaluation of the cAd-MSC bank viability and proliferation was carried out,
and the analysis of the four cAd-MSC strains (n=4), out of the five belong to the cell
bank, in the P3-P4 passage was performed in reactions containing Annexin (APC,
550475) (BD, Pharmigen™, San Diego, CA, EUA) and propidium iodide (FITC,
BMS500PI) (eBioscience, Invitrogen™, Waltham, Massachusetts, USA).

The analyses were performed in a BD flow cytometer (Becton Dickinson
Company, San Jose, USA), standardizing a total of 3x10° events per tube, and the
data were evaluated with the software Cell Quest Pro and FlowJo® (Becton
Dickinson Company, San Jose, USA).

CSF Collection and Canine Serum Processing

CSF and blood were collected from healthy dogs and with MUO in the cistern
magna and jugular vein, respectively, and then the blood was centrifuged for 10
minutes at 1500 r.p.m. to serum separation. In these animals, the quantitative
reverse transcription real-time polymerase chain reaction (RT-gPCR) test was
performed with the CSF for viral pathogens: Distemper, Toxoplasma gondii,
Neospora caninum, Cryptococcus sp., Ehrlichia sp. and Babesia canis. CSF and
serum were stored frozen at -80°C until priming. As inclusion criteria, the dogs in the
group with MUO were selected based on previously established definitions (16)

(Supplementary material).

Before priming, the collected CSF and serum samples were separately
submitted to an evaluation of cytokine protein expression to determine the
inflammation profile of each sample to priming. Quantification of protein expression
of cytokines IL-6, interleukin 8 (IL-8), interleukin 10 (IL-10), GM-CSF and monocyte
chemoattractant protein 1 (MCP-1) was performed using the assay panel
multiplexado MILLIPLEX® (CCYTOMAG-90K, Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
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cAd-MSC Cellular Metabolic Activity Rate after Cultivation with CSF and
Canine Serum

Concentrations with CSF and serum of 5%, 10%, 15% and 20% were tested
regarding MSC metabolic activity to establish the best ratio for the experiment

(Supplementary material).

The cAd-MSCs were submitted to culture medium with canine blood serum and
canine CSF at different concentrations for a period of 72 hours for analysis. At the
end of the treatment period, the medium was removed, and the cAd-MSCs were
incubated in MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl tetrazoline bromide)

solution for 4 hours at 37°C in a humid atmosphere containing 95% air and 5% CO..

After removing the MTT solution, the cells were homogenized with 200 pL of
DMSO, and the absorbance was analyzed at 570 nm in an Asys Expert Plus®microplate
reader (BjoChrom). Thus, the concentration of 10% CSF and canine serum for priming

was standardized.

cAd-MSC Priming

Samples collected from control CSF (C-CSF), CSF from dogs with MUO (MUO-
CSF), control serum (C-S) and serum from dogs with MUO (MUO-S) were analyzed
for cytokines IL-6, interleukin 8 (IL-8), interleukin 10 (IL-10), GM-CSF and monocyte
chemoattractant protein 1 (MCP-1) used in priming cAd-MSCs (Supplementary
Marerial).

Ad-MSCs were divided into 6 priming groups: nonstimulated cells grown in
standard control culture medium (C); stimulated cells in médium standard culture
(previously described) with IFN-y (50 ng/mL, Kingfisher Biotech, Saint Paul, USA) in
combination with TNF-a (50 ng/mL, Kingfisher Biotech, Saint Paul, USA) as per
described (17) (IFN-y+ TNF-a); cells stimulated with standard culture medium with
10% control healthy animal serum (C-S); cells stimulated with medium standard
culture with 10% canine serum from animals with MUO (MUO-S); cells stimulated

with standard culture medium with 10% (100 p/mL) canine CSF control, animals with
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no history of neurological disease (C-CSF) and cells stimulated with standard culture
medium with 10% canine CSF from animals with MUO (MUO-CSF).

Aliquots of the cAd-MSC lineage (n=5) in P3 from the MSC bank were
submitted to the 6 priming groups. The aliquotes were submitted to rapid thawing,
plating and expansion in standard culture medium. A total of 1x10* cells’em2 ere
plated per well in a 24-well adherent plate, with 0.5 mL of total volume of standard
culture in duplicate. After reaching 70-80% confluence, the cells were primed for 72

hours. Then, the conditioned medium was collected.

For the secretory profile study of soluble factors, conditioned medium was
collected and cryopreserved at -80°C until further analysis. Next, 400 pL of TRIZOL
was added (TRIzol™, Invitrogen™, ThermoFisher Scientific, Sdo Paulo, Brazil) and
homogenized to loosen the cells. Then, the cAd-MSCs were collected and

cryopreserved at -80°C until further analysis.

Cell Viability Analysis of cAd-MSC Priming
At the same time, as priming, five cAd-MSC lineages (n=5) in P3 from the MSC
bank were analyzed for cell viability in the 6 priming groups. After 72 hours of
priming, the total cell number was counted, and the cell viability of the 6 groups was
determined using a 0.4% trypan blue solution (Sigma—Aldrich, Sdo Paulo, Brazil)

and a Neubauer chamber.

Gene Expression of Anti-inflammatory Cytokines and Neurotrophic
Factors Instimulated and Control cAd-MSCs

The gene expression profile of neurotrophic factors was evaluated using RT-
gPCR on cAd-MSCs. Ribonucleic acid (RNA) was extracted from the total number
of Ad-MSCs after priming using a TRIzol hybrid method (TRIzol™, Invitrogen™,
ThermoFisher Scientific, S&o Paulo, Brazil) and chloroform, followed by the RNA

extraction kit Mini RNAeasy™ (Qiagen, Sao Paulo, Brazil).

The RNA vyield was determined by spectrophotometry with the Thermo
Scientific NanoDrop 2000 equipment (ThermoFisher Scientific, Wilmington, USA).
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The RNA is diluted obtaining a volume of 10 pL for all samples. Complementary
deoxyribonucleic acid (cDNA) synthesis was performed with reagents from the High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™, Life Technologies
Corporation, Carlsbad, USA), according to the manufacturer's instructions and
reverse transcription for obtaining the cDNA with the Veriti 96 Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems™ ThermoFisher Scientific), under the following thermocycling
conditions: 10 minutes at 25°C; 12 minutes at 37°C; and 5 minutes at 85°C. The
cDNA obtained was diluted with RNA-free water to a total volume of 110 pL. Samples
were cryopreserved at -80°C until subsequent analysis by Quantitative Real Time
Polymerization Reaction (qPCR). 2 pL of cDNA and the enzyme PowerUp™
SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems™, ThermoFisher Scientific Baltics,
Vilnius, Lithuania) and the thermal cycler QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR
System (Applied Biosystems™, ThermoFisher Scientific) were used. The canine
primers used were drawn as stated in the GeneBank® database (Table 1).

Six canine reference genes were studied, corresponding to the enzyme
prostaglandin endoperoxidase synthase 2 (PTGES2); anti-inflammatory cytokines
IDO and IL-10; and neurotrophic factors brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
brain-derived neurotrophic factor (GDNF) and hepatocyte growth factor (HGF).
Three endogenous canine genes were used, which corresponded to hypoxanthine-
guanine phosphoriboxyltransferase (HPRT), ribosomal protein S5 (RPS5), and
ribosomal protein S19 (RPS19).

TABLE 1. Primers used in gPCRs. PTGES2, prostaglandin endoperoxidase
synthase 2. IDO, indoleamine-2,3-dioxygenase. IL-10, interleukin-10. BDNF, brain-
derived neurotrophic factor. GDNF, derived neurotrophic factor from glia. HGF,
hepatocyte growth factor. HPRT, guanine hypoxanthine phosphoriboxyltransferase.
GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. RPS5, S5 ribosomal protein.
RPS19, ribosomal protein S19.

Initiator Sequence (5’ -> 3’)
BDNF (F) GTGTCGAAAGGCCAACTGAAG
(R) CGTGTAACCCATGGGATTGC
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GDNF (F) GGTTTGCTACAGCCAGCAGTT
(R) CGCACCATGTTCAAAATCCA
HGF (F) ATGGTTCTTGGCGTCATTGTT
(R) AATGCCAGGACGATTTGGAA
IL-10 (F) CCCAGGATGGCAACTCTTCTC
(R) CGGGATGGTATTTTGCAGATC
IDO (F) TGTGGACCCAAGCACGTTTT
(R) AGTTGCCTTTCCAACCAGACA
PTGES2 (F) GCCTGCAGCTGACCCTGTA
(R) CACGGACCTTGCTGCAGAA
INF-Y (F) TCT CAC CAA GAT CCA ACC TAA
GG
(R) TGC GGC CTC GAA ACA GA
TNF- o (F) TGG AAT CAT TGC CCT GTAAGG
(R) TGA TCA AAG GGT CGG TTT GG
PRT (F) CGGCTTGCTCGAGATGTGAT
(R) GCACACAGAGGGCTATGT
RPS5 (F) GAGGCCTCAGGCTGTCGAT
(R) AGCCAAATGGCCTGATTCAC
RPS19 (F) GGGTCCTCCAAGCCCTAGAG

(R) CGGCCCCCATCTTGGT

Secretion Profile of Soluble Factors from the Conditioned Medium of cAd-MSC

Priming and Controls

The quantification of protein expression was performed using the cAd-MSC

culture supernatants using the multiplex assay panel MILLIPLEX® (CCYTOMAG-
90K, Merck KGaA, Darmstadt, Germany). The soluble factors GM-CSF, MCP-1, IL-
2, IL-8 and IL-10 were quantified in the medium conditioning of cAd-MSC cell

cultures in the control group and priming groups.
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The test was carried out according to the manufacturer's instructions and the
MAGPIX® 200™ (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) analyzer. The collected
images were quantified with Luminex XPONENT® 4.3 software, and the subsequent
plotting of the standard curves and data analysis were performed with MILLIPLEX®

Analyst 5.1 software.

Analysis of Results

For nonparametric variables, the Kruskal-Wallis test was applied followed by
Dunn's test to compare the median of each group within the same source, and
Tukey's test was used to compare the medians of sources within each group.
Repeated measures analysis of variance (ANOVA) was used to compare the
averages within each group. Statistical differences were considered when p < 0.05.

Analyses were performed using the Sigma Stat 3.5 program.

Results

cAd-MSC Isolation, Cultivation, Characterization, Viability and

Apoptosis

Ad-MSC strains (n = 5) reached 80-90% confluence at 7 days of culture. All
strains showed adhesion to the surface of the vial of culture and fibroblastoid
morphology (Figure 5). After reraising, the Ad-MSCs in passages P1-P3 reached

80% confluence in 5-6 days of culture.

The Ad-MSC strains showed the ability to differentiate into osteogenic,

adipogenic and chondrogenic cells in vitro (Figure 5).

cAd-MSC immunophenotypic analysis (Figure 5) demonstrated the expression
of the surface antigens CD29: 99.62% and CD44: 99.19%, associated with cells of
mesenchymal origin, and did not express the antigens hematopoietic CD45: 2.04%,
CD14: 1.71%, CD34: 1.59%, and the HLA-DR antigen (MHC class Il): 1,71%.
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The strains of As-MSCs in passage P3 presented an average viability of 97.6%
(dog 1), 97.8% (dog 2), 99.22% (dog 3), 98.04% (dog 4) and 98.8% (dog 5), with
late apoptosis rates of 1.19%, 1.04%, 0.5%, 0.89% and 0.93%, early apoptosis rates
of 0.25%, 0.14%, 0.6%, 0.15% and 0.25% and cellular necrosis rates of 0.96%,
1.03%, 0.22%, 0.93% and 0.74%, respectively (Figure 5) (Supplementary material).
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Figure 5. cAd-MSC immunophenotypic analysis (A-H), cAd-MSC viability and apoptosis (I-K) and cAd-MSC ability to
differentiate (L-O). Gate (A) of the cAd-MSCs analyzed (cell size versus granularity), control autoflowering (B), and the
histograms followed by the percentage of markers: CD29: 99.62% (C), CD44: 99.19% (D), CD45: 2.04% (E), CD14: 1.71%
(F), CD-34: 1.59% (G), HLA-DR (MHC class II): 1.71% (H). Differentiation osteogenic (L) after 21 days, through calcified
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matrix and trabeculae formation (Alizarin Red S staining) indicated by the white arrow, 10x magnification; Adipogenic
differentiation (M) after 14 days, by the formation of lipid deposits intracytoplasmic or lipid droplets (Oil Red O stain),
indicated by white arrows, 10x magnification; Appearance microscopic analysis of canine Ad-MSCs after isolation (N);
Chondrogenic differentiation (O) by micromass formation and presence of extracellular matrix glycosaminoglycans
(Toluidine Blue staining and Hematoxylin Eosin), indicated by the white arrows, 10x magnification. Osteogenic, adipogenic
and chondrogenic scale bars, 100 um. Gate (1), control autofluorescence (J) and cell viability (K). The histogram (K) shows
cell viability in the lower left quadrant, early apoptosis (annexin) in the upper left quadrant, late apoptosis (propidium iodide)

in the lower right quadrant and cell necrosis in the upper quadrant.
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cAd-MSC Priming

cAd-MSCs five lineages in duplicate, after 72 hours of culture in 24-well plates,
80-90% confluence was observed in the cAd-MSC priming and control groups. cAd-
MSCs demonstrated the formation of cellular aggregates in the IFN-y+ TNF-a group
compared to C group. The cAd-MSCs in the C-S and MUO-S groups showed a more
rounded cell morphology with growth in the cell cluster with the presence of few
spaces filled by cells in comparison with the C group, and the cAd-MSCs in the C-
CFS and MUO-CSF groups showed a more fusiform shape compared to C group
(Figures 6, 7 and 8).



FIGURE 6. Control and priming with INF-y and TNF-a of cAd-MSCs. Group C (A, B, C and D) at 0 h (A), 24 h (B), 48 h
(C) and 72 h (D) showed a smaller cell cluster than the cells of the IFN-y+ TNF-a group (E, F, G and H). Morphology of
the cAd-MSCs of the IFN-y+ TNF-a group at O h (E), 24 h (F), 48 h (G) and 72 h (H). 20x magnification. Scale bar, 100

pm.
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Figure 7. cAd-MSC priming with healthy and MUO dog serum. Groups C-S (A, B, Cand D) at 0 h (A), 24 h (B), 48 h (C) and
72 h (D) and the MUO-S group at 0 h (E), 24 h (F), 48 h (G) and 72 h (H) both showed a less fusiform morphology than

group C, with growth in clusters with spaces between cell groups, with or without cells. 20x magnification. Scale bar, 100

um.
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FIGURE 8. cAd-MSCs priming with CSF from healthy dogs and MUO. C-CSF group (A, B, C and D) with 0 h (A), 24 h (B),
48 h (C) and 72 h (D), and MUO-CSF group with 0 h (E), 24 h (F), 48 h (G) and 72 h (H) both groups showing a more
fusiform aspect of the cells compared to group C. 20x magnification. Scale bar, 100 pm.



74

Cell Viability Analysis of MSCs after Priming
Cell viability using 0.4% trypan blue solution and observed Neubauer chamber
averaged 90% in the C control group, 98.48% IFN-y+ TNF-a group, 96.09% C-S
group, 98% MUO-S group, 95.83% C-CSF group and 97.73% MUO-CSF group
(Figure 9). There was a significant difference (p=0.009) in the IFN-y+ TNF-a, MUO-
S and MUO-CSF groups compared with the other groups.

150 -
C
— * %k * % ** IFN-y+ TNF -0
ﬁ 100- - -5
= — MUO-S
5 e
E 50_ mm  C-CS)
= m— [UO-CSF
u 1 1
Ad-MSCs

Figure 9. Post- priming cAd-MSC viability. C group (X + 2= 0.0968 + 0.0570), IFN-
v+ TNF-a (x £ 02=0.0152 + 0.0105), C-S (x* 02=0.0391 + 0.146), MUO-S (x =
02=0.0148 + 0.00903), C-CSF (x + 02=0.0217 *+ 0.0141), MUO-CSF (x * 02=0.0217
*+ 0.0141). The IFN-y+ TNF-a, MUO-S and MUO-CSF groups showed significantly
higher cell viability than the other groups. (p=<0.005**).

Gene Expression of Anti-inflammatory Cytokines and Neurotrophic Factor
cAd-MSCs
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Based on C group considered the control group of the experiment, there was
a significant increase in the gene expression of HGF, IDO and TNF-a in the IFN-y+
TNF-a group (p= <0,001). There was a significant increase in TNF-a gene
expression and IFN-y in the C-CSF and MUO-CSF groups compared to the C group
(p=<0.001). There was a significant reduction in the gene expression of BNDF and
GNDF in the C-S, C-CSF and MUO-CSF groups compared to the C group (p=
<0.001), and there was a significant reduction in HGF gene expression in the MUO-

S group compared to group C (p=<0.001).

There were no significant differences in IL-10 expression (p=0.071) and
PTGES2 in the comparison between the priming groups and the C group
(Supplementary Marerial) (Figure 10).
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FIGURE 10. Relative gene expression of BNDF, GNDF, HGF, IDO, INF-Y', TNF-q,
PTGEZ2 and IL-10 in the priming groups of cAd-MSCs. Decrease in gene expression
de BNDF e GNDF nos grupos priming IFN-y+ TNF-a, C-CSF e MUO-CSF in
comparison with group C (p=< 0.001)*. Reduction in HGF gene expression. in the
MUO-S group compared to the C group (p=< 0.001)*. increase in HGF and IDO gene
expression in the IFN-y+ TNF-a group (p= <0.001)**. Increase in the gene
expression of IFN-y in the MUO-S and C-CSF groups and of TNF-a in the IFN-y+
TNF-a and MUO-CSF groups compared to group C (p= <0.001)**. Higher TNF-a
gene expression was observed in the MUO-S group than in the IFN-y+ TNF-a and
MUO-CSF groups (p=<0.001)***., There were no significant differences in IL-10
expression (p=0.071) and PTGES?2 in the comparison between priming groups and
C group. Median and percentiles 25-75% were considered for the variables BNDF,
GNDF, HGF, IDO, INF-Y, TNF-a, PTGE2 and IL-10.

Secretion Profile of Soluble Factors from the Conditioned Medium of cAd-
MSCs

There was a significant increase in IL-8 cytokine secretion in the FN-y+ TNF-a
priming group compared to the control C group (p=<0.001). There was a significant
decrease in the secretion of the IL-10 cytokine in the C-S and MUO-S groups in
comparison to the C group (p=<0.001). There were no significant differences in the
secretion of GM-CSF, IL-2 and MCP-1 between the priming groups IFN-y+ TNF-q,
C-S, MUO-S, C-CSF and MUO-CSF with C (p>0.05) (Supplementary Marerial)
(Figure 11).
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FIGURE 11. Secretion profile of IL-8, IL-10, GM-CSF, IL-2 and MCP-1 in the cAd-MSC priming groups. Significant increase in IL-8
cytokine secretion in the IFN-y+ TNF-a group compared to the C group (p=<0.001)**. Significant decrease in IL-10 cytokine secretion
in the C-S and MUO-S groups compared to the C group (p=<0.001)*. There were no significant differences in the secretion of GM-
CSF, IL-2 and MCP-1 between the priming groups and the C group (p>0.05). . Median and percentiles 25-75% were considered for
the variables GM-CSF, IL-8 and MCP-1. Standard deviation were considered for the variables IL-2 and IL-10.
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Discussion
The study presented here meets the minimum criteria for isolated cells to be

classified as MSCs based on what has already been described (20,23,24).

Although the immunological mechanisms of MUO are not yet fully understood,
it is already known that the neuroinflammation process of several CNS diseases is
similar. In this sense, microglia has a key role in this process, being responsible for
the secretion of several factors neuroprotective and neurotoxic agents, such as the
inflammatory cytokines IL-13, TNF-a, IL-6 and INF-Y and neuroprotective factors
such as BDNF, GDNF and nerve growth factor (NGF) (25).

Therefore, the gene expression of BDNF, GDNF, HGF, PTGE2, IDO, TNF-q,
INF-Y and IL-10 in cAd-MSCs and the protein expression of IL-2, IL-8, IL-10, MCP-
1 and GM-CSF by primed Ad-MSCs in six groups were determined to evaluate the

proinflammatory and anti-inflammatory profiles of these cells.

In the IFN-Y+ TNF-a priming after 72h, it was possible to observe an
upregulation of gene expression HGF, IDO and TNF-a, with an increase in IL-8
protein expression compared with the C group. Previous studies after IFN-Y and
TNF-a priming for 96 hours showed a significant increase in IDO and PTGE2 gene
expression and an increase in IL-8 and IL-2 protein expression (17).

An increase in PTGE2 expression after IFN-Y and TNF-a priming was also
described (26). Similar responses were observed in IFN-Y priming, where there was
an increase in IDO expression with a demonstration of a better response after
performing this technique for the treatment of GVHD (27), and IFN-Y" priming in
another study also led to an increase in the expression of BDNF, HGF, GDNF and
IL-10 (28).

Although the literature reports a similar response to that found in this study, a
difference was observed in the expression of HGF and TNF-a and not in the
expression of PTGE2; however, an increase in the expression of HGF PTGE2, TGF-
3, MCP-1, IL-6 and IL-10 and a low secretion of INF-Y" and TNF-a were described
when performing INF-Y priming (10). Our study did not observe significant
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differences in the gene expression of IL-10, GNDF, BDNF and MCP-1 and PTGE2

protein expression.

IL-8 is a chemokine also known as CXCL8 that plays a proinflammatory role in
the recruitment of neutrophils and the induction of neutrophil oxidative burst and
granule release in neuroinflammatory disease (29), however, it has the ability to
stimulate MSC to produce vascular endotelial growth factor, which in turn promotes
angiogenesis and vasculogenesis (30), demonstrating a benefical effect in enhance

IL-8 protein expression.

Both TNF-a and IFN-Y are proinflammatory cytokines with microglial activation
capacity for an M1 inflammatory phenotype in neuroinflammation (31-33). However,
when MSCs are subjected to high levels of IFN-Y and TNF-a, they are able to
secrete INOS and IDO, which regulate T lymphocytes and stimulate regulatory T
cells (Tregs), in addition to changing the microglial phenotype to M2 with anti-

inflammatory effects (31-33).

Considering that HGF plays an important role in neuroprotection, attenuation of
oligodendrocyte neurodegeneration and/or remyelination and immunomodulatory
effects that inhibit the functions of dendritic cells and promote the differentiation of
IL-10-producing Treg cells, the expression of this neurotrophic factor is beneficial
when considered for the treatment of immune-mediated demyelinating diseases
such as MS (34). In this way, cAd-MSC IFN-Y and TNF-a priming showed
immunomodulatory and immunosuppressive characteristics, with potential therapy

for immune-mediated neuroinflammatory diseases.

For the C-CSF and MUO-CSF priming groups, an increase in the gene
expression of TNF-a and IFN-Y and a decrease in the gene expression of BDNF
and GDNF were observed compared with the C group. Demonstrating both C-CSF
and MUO-CSF had the opposite effect to what was expected, promoting an action
with inflammatory tendency in cAd-MSCs to the detriment of an immunomodulatory

effect.
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In particular, BDNF plays a role in neuronal survival, plasticity and regulation of
neurotransmitters, formation of new synapses, dendritic branching and modulation
of the profile of excitatory and inhibitory neurotransmitters, and GDNF plays a role
in the survival of dopaminergic neurons. A negative regulation of these

neuroprotective factors is not interesting (35,36).

When considering the behavior of human MSCs in a CSF environment, to
identify their performance after intrathecal administration, it was observed that after
48 hours, there was no change in the morphology of the cells, but there was a
reduction in metabolic activity, with increased IL-6 gene expression and gene
expression of several growth factors has been reported as BDNF and GNDF, was

not observed TNF-a and INF-Y gene expression as in this study (37).

Regarding the metabolic activity of the cAd-MSCs in our study, there was no
change when they were subjected to different concentrations of CSF in the culture

medium, and CSF had an effect on gene expression opposite to that described (37).

In another study carried out with the use of CSF from healthy human patients
for the induction of MSCs in neural cells with 10 puL of CSF to 2 ml of culture medium,
it was demonstrated after 3 days there was a change in the morphology of cells that
have become slimmer, triangular and irregular, with cell differentiation after 7 days
of culture (38), the morphology alteration is similar to observed in cells in both C-
CSF and MUO-CSF priming groups after 72 h.

This fact suggests that although the CSF in our study did not induce cAd-MSCs
to express immunomodulatory characteristics and immunosuppressants, it should
be evaluated as method of inducing MSCs in neural cells for the treatment of
neurodegenerative diseases. Considering the description of studies in which there
was a positive regulation of CSF MSCs for neuroprotective factors, studies with
different concentrations are important to elucidate whether CSF is capable of

inducing Ad-MSCs to an anti-inflammatory profile.

In the C-S priming group, it was possible to observe a significant reduction in
BDNF and GNDF gene expression; in the MUO-S group, a decrease gene
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expression in HGF and a significant reduction in IL-10 protein expression were
observed in the MUO-S and C-S groups when comparing these groups with the C
group. A study that used plasma from human patients with GVHD as a priming
technique for MSCs noted an increase in the expression of TGF-$ and HGF without
induction of IDO and IL 10 and a reduction in the expression of cyclooxygenase 2
(COX-2) (39).

However, they noted a greater immunosuppressive capacity in up to 57% by
evaluating the ability of stimulated MSCs to control T-cell proliferation and Treg
generation (39), and an assessment of the ability of T-cell regulatory activity by
serum-stimulated cAd-MSCs would be important for further evaluation of its

immunomodulatory effect and immunosuppressant.

Nevertheless, Ad-MSC downregulation of BDNF, GNDF and HGF indicates a
reduction in the neuroprotective effect, and considering that IL-10 can inhibit the
maturation of antigen-presenting cells, MHC expression, T-cell proliferation and
memory T-cell formation, supply the generation of Th1l7 cells and promote Treg
formation (40), its downregulation suggests a loss of the immunomodulatory and

immunosuppressive effect of cAd-MSCs after priming with plasma.

MCP-1, also known as CCL2, is an important chemokine in the inflammatory
process, leading to infiltration of cells such as monocytes and macrophages (41).
GM-CSF has a pro-inflammatory effect by recruiting, activating and increasing the
survival of myeloid cells and is capable of changing the phenotype of macrophages
to pro-inflammatory (42). Interleukin 2 (IL-2) acts as a growth factor for T and natural
killer (NK) cells, and high levels of IL-2 in vivo promote the expansion of cytotoxic T
cells (43), showing no significant difference in the secretion of the priming groups

with the C group.

When comparing cAd-MSC priming in the IFN-Y, TNF-a, C-S, MUO-S, C-CSF,
MUO-CSF groups with the C group and between groups, the IFN-Y+TNF-a priming
technique promoted an immunomodulatory effect and immunosuppressive effect on

cAd-MSCs better than the C group, whereas the other groups performed worse.
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This study, in addition to demonstrating the difference in the profile of cAd-
MSCs between the priming techniques used, is still of paramount importance since
the mechanisms of neuroinflammation are not fully elucidated. This fundamental
study is capable of demonstrating the profile of cAd-MSCs when subjected to
inflammatory media that mimic the microenvironment of patients with neuroimmune
diseases such as MUO and MS to provide more effective techniques for the
treatment of these diseases and ensure a better understanding of the behavior of

cAd-MSCs in contact with CSF and plasma from animals with MUO.

One of the limitations found was the ability to standardize the environment
inflammation of the CSF and serum used, which although they were collected from
animals at the time of diagnosis of MUO, there are animals with evolutions of the
different disease, sex, age and previous history. Including animals that had already
undergone previous treatment, even if of short duration, with immunosuppressants

at the time of diagnosis.

The CSF profile of dogs with MUO demonstrated the presence of GM-CSF,
which has inflammatory potential, along with IL-10, although having an anti-
inflammatory effect, is secreted in acute inflammation by macrophages, mast cells,
NK, eosinophils and neutrophils and IL-6 (40). The serum of dogs with MUO
presented IL-8, and MCP-1 conferred a more proinflammatory character than the

control serum samples.

Conclusion

Our results demonstrate TNF-a in association with INF-Y" priming increased the
immunomodulatory profile of cAd-MSCs, due to upregulation of key anti-
inflammatory cytokines except IL-10 compared with the C group. The priming with
CSF from dogs with MUO enhance the pro-inflammatory expression genes TNF-a
and IFN-Y and a decrease in the neuroprotective expression genes of BDNF and
GDNF when compared with the C group. And serum priming from dogs with MUO
had a significant decrease gene expression in HGF and significant reduction in anti

inflammatory interleukin IL-10 protein quantification when comparing with the C
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group, showing no significant immunomodulatory profile with anti-inflammatory
tendency in both.

Studies such as this one, the first one using CSF and canine serum as priming,
are essential to obtain more information about the behavior of cAd-MSC in
neuroimmune diseases. And experiments with different concentrations of CSF and
plasma are still needed to better explain the profile of Ad-MSCs in the inflammatory
environment of neuroimmune diseases. Thus, it is fundamental to carry out in vitro
studies such as this one for a better investigation of the inflammatory behavior of

neuroimmune diseases.

List of abbreviations

Ad-MSCs- mesenchymal stem cells derived from adipose tissue
BDNF- brain-derived neurotrophic factor

C- experimental control group

cAd-MSCs- mesenchymal stem cells derived from canine adipose tissue
CCL2- chemokine ligand 2

cDNA- complementary deoxyribonucleic acid

C-CSF- experimental group with cerebrospinal fluid from control dogs
COX-2- cyclo-oxygenase 2

CNS- central nervous system

C-S- experimental group with control serum

CSF-cerebrospinal fluid

CXCLS- interleukin 8

DMEM- Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DMSO- dimethyl sulfoxide
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DPBS- Dubecco’s Phosphate Buffered Saline

EAE- experimental autoimmune encephalitis

GDNF- brain-derived neurotrophic factor

GM-CSF- granulocyte and macrophage colony stimulating factor
HGF- hepatocyte growth factor

HLA-DR- histocompatibility complex class Il molecule

HPRT- hypoxanthine guanine phosphoriboxyltransferase

IDO- indoleamine 2,3-dioxygenase

INF-Y- interferon gamma

IL-2 interleukin 2

IL-6- interleukin 6

IL-8- interleukin 8

IL-10- interleukin 10

MCP-1- monocyte chemoattractant protein 1

MGE- meningoencephalites granulosa

MHC lI- class Il histocompatibility complex molecule

MS- multiple sclerosis

MSCs- mesenchymal stem cells

MUO- meningoencephalitis of unknown origin

MUO-CSF- experimental group with cerebrospinal fluid from dogs with MUO
MUO-S- experimental group with serum from dogs with MUO
MTT- (3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)

NGF- neural growth factor
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NO- nitric oxide

PO- zero cell passage
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P3- cell passage 3

P4- cell passage 4

PTGES2- prostaglandin E synthetase 2
RM- ressonancia magnética

RNA- ribonucleic acid

ROS- Reactive Oxygen Species
RPS5- ribosomal protein S5

RPS19- ribosomal protein S19
RT-gPCR- quantitative reverse transcription real-time polymerase chain reaction
SFB- sino fetal bovine
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3 CONCLUSAO GERAL

O priming celular é uma técnica nova que tem por objetivo melhorar a
capacidade imunomoduladora das MSCs, e o uso de fluidos biolégicos € algo inédito
demonstrando a importancia deste estudo ser o primeiro estudo com uso de LCR e
soro sanguineo em Ad-MSCs na espécie canina. Embora o LCR e o soro de caes
com MUO né&o tenham produzido o efeito imunomodulador significativo nas Ad-
MSCs novos estudos com concentracdes e tempo de estimulacdo diferentes sao
fundamentais para melhor conhecimento do perfil dessas células submetidas a um

ambiente com LCR e soro de cdes com MUO.

A técnica priming das cAd-MSCs com o uso de INF-Y+TNF-a se mostrou com
um perfil com maior endéncia imunomodulatéria e imunossupressora em
comparacao com o grupo controle e entre os grupos. A viabilidade das cAd-MSCs
ndo sofreu alteracdo nos grupos avaliados apds o priming e sua taxa metabdlica

nao foi prejudicada quando submetidas a diferentes concentracdes de LCR e Soro.

O modelo experimental proposto é de suma importancia para o estudo in vitro
do comportamento das cAd-MSCs em ambientes que mimetizam as doencas
neuroimunes como a esclerose multipla, contudo apresentando limitacdes como a
difuculdade de padronizacédo do LCR e soro inflamatério. Como perspectivas futuras
novos estudos com deferentes concentragdes de LCR e soro podem se demonstrar

resultados mais favoraveis a essas técnicas priming.
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APENDICE

Apéndice 1: Imagens de ressonancia magnética do encéfalo do cdo 01. A: Corte

transversal ponderado em T1. Area de hiposinal indicando necrose cérebro-cortical
(seta vermelha). B: Corte transversal ponderado em T2. Area de hipersinal
representando necrose cérebro-cortical (seta vermelha). C: Corte transversal
ponderado em FLAIR. Areas de hipersinal representando inflamacdo e necrose
cérebro-cortical (setas vermelhas). D: Corte dorsal ponderado em T2. Area de

hipersinal representando necrose cérebro-cortical (seta vermelha).
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Apéndice 2: Imagens de ressonancia magnética do encéfalo do cdo 02. A: Corte

transversal ponderado em T1 p0s contraste. Area de hipersinal indicando processo
inflamatério (setas vermelhas). B: Corte transversal ponderado em T2. Area de
hipersinal indicando processo inflamatério (setas vermelhas). C: Corte transversal
ponderado em FLAIR. Areas de hipersinal indicando inflamac&o (setas vermelhas).
D: Corte dorsal ponderado em T2. Area de hipersinal indicando inflamacéo (seta
vermelha).
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Apéndice 3. Imagens de ressonancia magnética do encéfalo do cdo 03. A: Corte

transversal ponderado em T1 pds contraste. Area de hipersinal indicando processo

inflamatorio (seta vermelha). B: Corte transversal ponderado em T2. Area de

hipersinal indicando processo inflamatorio (seta vermelha). C: Corte transversal

ponderado em FLAIR. Areas de hipersinal indicando inflamac&o (seta vermelha). D:

Corte dorsal ponderado em T1. Area de hipersinal indicando inflamacéo (seta

vermelha).
Cao 1l Cao 2 Cao 3
Células (cél/uL) 21 25 8
Proteina 19,6 mg/dL 23,5 mg/dL 79,2 mg/dL
Pleocitose Linfocitica Linfocitica Linfocitica

Apéndice 4. Andlise do LCR dos cdes 1, 2 e 3.
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Apéndice 5. Viabilidade e apoptose das Ad-MSCs. Gate (A, D, G, J, M),
autofluorescéncia controle (B, E, H, K, N) e viabilidade celular (C, F, I, L, O) de cinco
linhagens de Ad-MSCs. Nos histogramas da coluna da direita observa-se em cada
um: a viabilidade celular no quadrante inferior esquerdo, a apoptose precoce
(anexina) no quadrante superior esquerdo, a apoptose tardia (iodeto de propideo)

no quadrante inferior direito e a necrose celular no quadrante superior direito.
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Apéndice 6. Atividade metabdlica celular (%) de grupos experimentais tratados com
LCR canino nas concentracdes de 5%, 10%, 15% e 20% (A), € com soro canino nas
concentracfes de 5%, 10%, 15% e 20% (B). Os grupos tratados com LCR canino
ndo apresentaram diferenca em compara¢cdo com o grupo controle, porém na
comparacao entre grupos a concentracdo de 5% teve uma atividade metabdlica
maior que 10 % de LCR (p=0,035*). Os grupos tratados com soro canino nao

apresentaram diferenca com o grupo controle e nem entre os grupos (p=0,051).



101
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Apéndice 7. Andlise descritiva de amostras de LCR (n=1) e soro (n=2) de caes

saudaveis em comparacao com o LCR (n=3) e soro (n=1) de cdes com MUO usados
no priming de cAd-MSCs.
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GM-CSF IL-2 IL-8 IL-10 MCP-1
C 6.4[6.4-6.4] 8.371+0.969 1449 [1187-2437] 33.560 +5.316 7823 [5024-17316]
INF-Y+ TNF-a 6.4[6.4-6.4] 8.464 £ 0.772 20262 [11576- 35.833 +3.030 17316 [17316-17316]
32736]
C-S 6.4[6.4-6.4] 8.825+1.736 73.495 [72.150- 24.900 +4.374 3945.500 [3317-7617]
87.740]
MUO-S 6.4[6.4-6.4] 8.040 + 1.054 2898 [2334-3443] 21.250 +2.882  11220.500 [3929-
17316]
C-CSF 6.4[6.4-6.4] 8.197 £ 1.464 1124.500 30.980 +4.929 3599 [2133.750-
[900.940-2147] 3997.250]
MUO-CSF 6.4[6.4-6.4] 9.421 £1.900 2712 [1330-3243] 31.787 £5.207 11159 [3017-17316]
P=0,198 p= 0,268 p=<0.001 p=<0.001 p=<0.001
Median and xz*0? Median and x*o? Median and
percentiles 25-75% percentiles  25- percentiles 25-75%

75%
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Apéndice 8. Anadlise estatistica da expresséo génica relativa de BNDF, GNDF,

HGF, IDO, INF-Y, TNF-a, PTGE2 e IL-10 no priming das cAd-MSCs.



