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BARBERINI, D.J. Avaliacdo do transplante intratecal de células tronco
mesenquimais alogénicas em equinos sadios e portadores de sequelas
neuroldgicas. Botucatu, 2017. 201p. Tese (Doutorado)-Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

As células-tronco mesenquimais (CTM) apresentam  propriedades
antiinflamatdrias, imunomoduladoras, neuroprotetoras e neurorregenerativas.
Pela capacidade regenerativa limitada do tecido neural, o potencial terapéutico
das células-tronco tem sido estudado em varias enfermidades do sistema
nervoso central (SNC). Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
viabilidade, seguranca e a resposta a transplantes intratecais sucessivos, de
CTM provenientes de diversas fontes em equinos. Para isso, foram avaliados o
potencial de transdiferenciacdo, terapéutico e o co-cultivo com liquido
cefalorraquidiano (LCR) de CTM provenientes da medula 0ssea, tecido adiposo
e cordao umbilical. Posteriormente, as CTM foram utilizadas para o transplante
por via intratecal (IT) pela cisterna lombo-sacra (LS), atlanto-occipital (AO) e
entre as vértebras C1-C2 em animais sadios (GS), totalizando 3 aplicacdes
com intervalo de 30 dias. Adicionalmente as CTM foram rastreadas por
cintigrafia apos os transplantes pelas via AO e LS. Finalmente, as CTM foram
utilizadas para o transplante IT entre as vértebras C1-C2 em animais com
incoordenacdo motora decorrente de Mieloencefalite Equina por Protozoario
(MEP) — grupo doente (GD), sob o mesmo protocolo. Todos os animais (GS e
GD) foram avaliados por exame clinico e neurolégico, analise hematoldgica e
do LCR antes e ap0s os transplantes. Os resultados demonstraram que as
CTM provenientes de diversas fontes apresentaram efeitos positivos na
presenca de LCR, € uma terapia segura e viavel utilizando diferentes vias
intratecais, com altas doses e sucessivos transplantes. Adicionalmente, o
transplante IT através do espaco entre C1-C2 demonstrou ser mais viavel para
ser realizado a campo e em animais que apresentam sinais neurolégicos.
Finalmente, a terapia com CTM demonstrou efeitos benéficos para sequelas
cronicas em medula espinhal decorrentes da MEP.

Palavras-chave: medula éssea, tecido adiposo, corddo umbilical, cintigrafia,

liquido cefalorraquidiano



BARBERINI, D.J. Evaluation of intrathecal transplantation of allogeneic
mesenchymal stem cells into healthy and neurological sequelae horses.
Botucatu, 2017. 201p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSC) have anti-inflammatory, immunomodulatory,
neuroprotective and neuro-regenerative properties. Due to the limited
regenerative capacity of neural tissue, the therapeutic potential of stem cells
has been studied in several pathological conditions of the central nervous
system (CNS). Therefore, the objective of this study was to evaluate the
viability, safety and the response to successive intrathecal injections of MSC
from different sources in horses. For that, the transdifferentiation, therapeutic
potential and co-culture of MSC with cerebrospinal fluid (CSF) from bone
marrow, adipose tissue and umbilical cord were evaluated. Later, MSC were
used for intrathecal (IT) transplantation through the lumbosacral cistern (LS),
atlanto-occipital (AO) and between the C1-C2 vertebrae into healthy horses
(HG), totalizing 3 injections between 30 days apart. Additionally, MSC tracking
were performed after AO and LS transplantation. After this step, MSC were
used for IT transplantation through the space between the C1-C2 vertebrae in
horses with Equine Protozoal Myeloencephalitis (EPM) sequelae - sick group
(SG) under the same protocol. All animals (HG and SH) were evaluated by
serial clinical and neurological exams, hematological and CSF analysis before
and after transplantation. The results demonstrated that MSC from several
sources is a possibility of therapy for the CNS diseases, because their behavior
in the presence of CSF have shown positive effects, it is a safe and viable
therapy using different intrathecal routes, and safe even with high doses and
successive transplants of MSC. In addition, IT transplantation between C1-C2
has been shown to be more feasible to be performed in the field and in animals
with neurological signs. Finally, MSC therapy demonstrated beneficial effects

for chronic sequelae in the spinal cord from EPM.

Key words: bone marrow, adipose tissue, umbilical cord, scintigraphy,

cerebrospinal fluid



1. INTRODUCAO

As células-tronco mesenquimais (CTM) sao células estromais
indiferenciadas caracterizadas por extensa capacidade proliferativa e potencial
em se diferenciar em varias linhagens mesenquimais. Estudos com CTM estao
em crescente avanco devido as suas propriedades imunomodulatorias,
antiinflamatorias e de regeneracédo tecidual. As CTM s&do uma ferramenta
promissora para o tratamento de inUmeras enfermidades devido a secrecéo de
varias moléculas bioativas que levam a regeneracao tecidual (CHAMBERLAIN
et al., 2007; NOTH et al., 2010; GUTIERREZ-NIBEYRO, 2011; CARRADE et
al., 2012; BURK et al., 2013).

O sistema nervoso central (SNC) possui uma limitada capacidade de
regeneracao. Sendo assim, as CTM estdo sendo avaliadas como uma terapia
celular para um grande numero de condi¢cdes neurolégicas degenerativas e
inflamatorias, e também para lesbes neuronais agudas resultantes de trauma
ou doenga cerebrovascular. Estudos recentes tem demonstrado o potencial
terapéutico das CTM em tratar enfermidades tais como Alzheimer, esclerose
multipla e lesbes de medula espinhal, mostrando efeitos benéficos (LINDVALL;
KOKAIA, 2006; MAZZINI et al.,, 2010; UCCELLI et al., 2011; COHEN, 2013;
KARUSSIS; PETROU; KASSIS, 2013; HYATT et al.,, 2014; PENHA et al.,
2014; CHENG et al., 2015).

Os mecanismos pelos quais as CTM induzem efeitos positivos no
sistema nervoso ainda ndo estdo completamente caracterizados. Alguns dos
mecanismos que podem ter um papel importante na neurorregeneracdo e
neuroprotecao incluem as propriedades imunomodulatérias e antiinflamatérias
das CTM, como a secrecdo de fatores de crescimento, anti-apoptoticos e
neurotroficos, assim como de citocinas e proteinas de matriz extracelular (HU
et al, 2005; PARR; TATOR; KEATING, 2007; MALTMAN; HARDY;
PRZYBORSKI, 2011; UCCELLI et al., 2011; GLAVASKI-JOKSIMOVIC;
BOHN, 2013; PAUL; ANISIMOV, 2013).

Ha diversas enfermidades neuroldgicas que afetam os equinos e podem
levar a sequelas neurolédgicas, sendo as mais comuns a mielopatia estenética

vertebral cervical (MEVC) e a mieloencefalite equina por protozoario (MEP)



(REED; GRANT; NOUT, 2008; DIRIKOLU; FOREMAN; TOBIN, 2013). A
terapia com CTM detém uma grande promessa em mediar a inflamacao
neuroldgica e promover a neurorregeneracgdo, portanto pode ser favoravel para
as doencas neurolégicas de equinos onde a terapia convencional
frequentemente nao resulta na recuperacdo completa funcional destes animais.
Ja se sabe que tanto as CTM autdlogas quanto as alogénicas podem ser
administradas seguramente em equinos (CARRADE et al., 2011a; CARRADE
et al., 2011b; PIGOTT et al., 2013). As CTM alogénicas sdo ideais para o
tratamento de lesdes agudas onde o tempo para a expanséao celular de CTM
autdlogas é uma limitacdo para a administragcdo rapida das células.
Adicionalmente, em individuos idosos o potencial terapéutico, de diferenciacao
e proliferacdo das CTM é reduzido (ALT et al., 2012).

Para se viabilizar a terapia celular na rotina clinica veterinaria, além de
pesquisas sobre o cultivo, vias de transplante e propriedades terapéuticas das
CTM, faz-se necessario a criacao de bancos de células para testes clinicos em
pacientes. Nesse sentido, estudos com CTM alogénicas devem ser realizados
para estabelecer a seguranca desse tipo de transplante no SNC.

O transplante intratecal de CTM autdlogas (MAIA et al., 2015) e,
posteriormente, alogénicas pela cisterna magna (dados encaminhados para
publicacdo), ja foi realizado por esta equipe de pesquisa, com pequenas doses
de CTM (1 milhdo) e comprovou-se nao haver reagao imune imediata ou tardia
com o protocolo utilizado. Porém, a necessidade de anestesiar o animal para
realizacdo desta técnica, muitas vezes dificulta ou até inviabiliza o
procedimento em equinos apresentando ataxia e paresia. Diante disso, a
técnica de transplante intratecal pela cisterna lombo-sacra ou através do
espaco C1-C2, possui a vantagem de realizacdo com o animal em posi¢cao
quadrupedal, além de ser mais econdmica, rapida e de maior exequibilidade na
pratica clinica a campo. Adicionalmente, a seguran¢a do transplante de uma
dose maior, compativel com equinos, deve ser comprovada. Visando o
transplante para enfermidades do SNC, o maior conhecimento das
caracteristicas das CTM provenientes da medula 0ssea, tecido adiposo e da
matriz do corddo umbilical, como morfologia, proliferacdo, viabilidade,
imunofenotipagem, multipotencialidade, propriedades terapéuticas, permitird

definir qual é a melhor fonte de CTM para compor um banco de células com o



objetivo de realizar a terapia celular em equinos acometidos com sequelas de

enfermidades neurolégicas, como a mieloencefalite equina por protozoario.
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