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SVICERO, D.J. Perfil proteomico do liquido cefalorraquidiano apés transplantes
intratecal de células estromais mesenquimais multipotentes em equinos. Botucatu,
2019. 118 p. tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
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RESUMO

Estudos com células estromais mesenquimais multipotentes (MSCs) estdo em
crescente progresso devido as suas propriedades imunomoduladoras, antiinflamatorias,
antiapoptoticas e de regeneracao tecidual, tornando essa modalidade de terapia celular
promissora no tratamento de diversas doengas. Devido a limitada capacidade
regenerativa do sistema nervoso central (CNS), causando sequelas funcionais, as MSCs
estdo sendo investigadas como uma alternativa terapéutica para condi¢des neurologicas
inflamatorias, vasculares, traumaticas e degenerativas em diversas espécies animais. A
Mieloencefalite protozoaria equina (EPM) causada por ambos os protozoarios do filo
Apicomplexa, Sarcocystis neurona e Neospora hughesi, permanece como uma
importante doenca neuroldgica dos equinos nas Américas, embora a maioria dos casos
seja devida a infeccdo por S. neurona. A aplicagdo da protedmica com sua gama de
ferramentas na clinica de equinos pode contribuir significativamente para o
entendimento de processos patologicos e facilitar a descoberta de novos alvos
terapéuticos ou marcadores diagndsticos. Neste contexto, os objetivos deste estudo
foram avaliar o perfil protedmico do liquido cefalorraquidiano (CSF) antes e apds
multiplos transplantes intratecal de MSCs em equinos higidos e o perfil protedmico do
CSF de equinos cronicamente afetados pela EPM. Doze cavalos adultos clinicamente
saudaveis foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais: grupo DPBS
(DPBS ou control; n = 4) onde a solu¢do salina tamponada com fosfato de Dulbecco's
(DPBS) foi administrada pela via intratecal; grupo AD-G (AD-G; n = 4), no qual foram
realizados transplantes intratecal com MSCs alogénicas de tecido adiposo; e grupo BM-
G (BM-G; n = 4), no qual foram realizados transplantes intratecal com MSCs
alogénicas de medula 6ssea. Todos os grupos experimentais receberam trés tratamentos
seriados (DPBS ou MSCs) com intervalo de 30 dias entre eles. As amostras de CSF
foram coletadas dos grupos experimentais imediatamente antes do primeiro tratamento
(denominado momento MO ou Before) e 30 dias apdés o terceiro tratamento
(denominado momento M90 ou After). Ao mesmo tempo, os CSF de 16 equinos

clinicamente saudaveis e de 9 equinos cronicamente afetados por EPM foram coletados



da subaracnoéide, denominados grupo Control (Control; n = 16) e grupo EPM (EPM; n =
9) respectivamente. Cada uma das amostras de CSF do grupo Control e do grupo EPM
foram individualmente ressuspendidas e agrupadas em pool, totalizando dois pool
representativos de cada um dos grupos experimentais ¢ denominados igualmente
(Control e EPM) para avaliar o perfil protedmico dos mesmos. De modo similar, os trés
grupos que receberam transplantes e coletas de CSF nos dois distintos momentos, foram
agrupados em seis pool representativos para cada grupo ¢ momento. Considerando a
plataforma protedmica utilizada, os trés grupos foram pareadamente comparados: DPBS
After vs. Before, AD-G After vs. Before ¢ BM-G After vs. Before, sendo encontradas
208, 211 e 131 proteinas em cada comparagdo, respectivamente. Do mesmo modo, na
comparagdo pareada do CSF dos grupos EPM e Control, EPM vs. Control, 201
proteinas foram identificadas e 33 proteinas observadas exclusivamente no CSF do
grupo EPM. Ademais, também foi observada na comparacao pareada dos grupos DPBS,
BM-G e EPM, a presenca dos trés tipos de enolases interagindo entre si (ENO 1, ENO 2
e ENO 3), sendo em DPBS e BM-G como exclusivas do momento After e no grupo
EPM como exclusivas dele. Neste contexto, este estudo ao avaliar os perfis protedmico
do CSF antes e ap6s multiplos transplantes intratecal de MSCs em equinos higidos e do
CSF de equinos cronicamente afetados pela EPM permitiu identificar as enolases como
potenciais marcadores de lesdo neural e/ou de EPM. Novos estudos devem ser
realizados para confirmar estes achados e avancar no conhecimento dos efeitos da
terapia celular com MSCs pela via intratecal, para o tratamento de lesdes neuroldgicas

em equinos.

Palavras-chave: Células estromais mesenquimais multipotentes, terapia celular,

protedmica, liquido cefalorraquidiano, Mieloencefalite protozodria equina.
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ABSTRACT

Multipotent mesenchymal stromal cell (MSCs) studies are under increasing
progress because of their immunomodulatory, anti-inflammatory, antiapoptotic and
tissue regeneration properties, making this modality of cell therapy promising in the
treatment of various diseases. Due to the limited regenerative capacity of the central
nervous system (CNS), causing functional sequelae, MSCs are being investigated as a
therapeutic alternative for inflammatory, vascular, traumatic and degenerative
neurological conditions in various animal species. Equine protozoal myeloencephalitis
(EPM) caused by both protozoa of the Apicomplexa phylum, Sarcocystis neurona and
Neospora hughesi, remains an important neurological disease in horses in the Americas,
although most cases are due to S. neurona infection. The application of proteomics with
its range of tools in the equine clinic can contribute significantly to the understanding of
pathological processes and facilitate the discovery of new therapeutic targets or
diagnostic markers. In this context, the objectives of this study were to evaluate the
proteomic profiling of cerebrospinal fluid (CSF) before and after multiple intrathecal
transplantations of MSCs in healthy horses and the CSF proteomic profiling of horses
chronically affected by EPM. Twelve clinically healthy adult horses were randomly
divided into three experimental groups: DPBS (DPBS or control; n = 4), in which
intrathecal "transplants" with Dulbecco's phosphate buffered saline (DPBS) were
performed; group AD-G (AD-Gs; n = 4), in which intrathecal transplants were
performed with allogeneic adipose tissue MSCs; and BM-G group (BM-G; n = 4), in
which intrathecal transplants were performed with allogeneic bone marrow MSCs. All
experimental groups received three serial treatments (DPBS or MSCs) with a 30-day
interval between them. CSF samples were collected from the experimental groups
immediately before the first treatment (called the MO or Before) and 30 days after the
third treatment (called the M90 or After). At the same time, CSF of 16 healthy horses
and 9 horses chronically affected by EPM were collected from the subarachnoid,
Control group (Control; n = 16) and EPM group (EPM; n = 9) respectively. Each of the
CSF samples from the Control group and from the EPM group were individually



resuspended and pooled, totalizing two representative pools of each one the
experimental groups and also named (Control and EPM) to evaluate their proteomic
profilings. Similarly, the three groups that received transplants and CSF collections at
two different times were grouped into six representative pools for each group and time.
Considering the proteomic platform used, the three groups were similarly compared:
DPBS After vs. Before, AD-G After vs. Before and BM-G After vs. Before, being found
208, 211 and 131 proteins in each comparison, respectively. Likewise, in the paired
comparison of the CSF of the EPM and Control groups, EPM vs. Control, 201 proteins
were identified, and 33 proteins were observed exclusively in the CSF of the EPM
group. In addition, the presence of the three types of enolases interacting with each
other (ENO 1, ENO 2 and ENO 3) was also observed in the comparison of the DPBS,
BM-G and EPM groups, being exclusives in DPBS and BM-G at time After and in the
EPM group as its exclusively. In this context, this study, when evaluating the proteomic
profilings of CSF before and after multiple intrathecal transplantations of MSCs in
healthy horses and CSF of horses chronically affected by EPM, allowed the
identification of enolases as potential markers of neural and / or EPM injury. Further
studies should be performed to confirm these findings and to advance the knowledge of
the effects of intrathecal cell therapy with MSCs for the treatment of neurological

lesions in horses.

Key words: Multipotent mesenchymal stromal cells, cell-based therapy, proteomics,

cerebrospinal fluid, Equine protozoal myeloencephalitis.



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Estudos com células estromais mesenquimais multipotentes (MSCs) estdo em
crescente avanco devido as suas propriedades imunomodulatorias, antiinflamatdrias e
de regeneracdo tecidual, tornando esta modalidade de terapia celular promissora no
tratamento de diversas enfermidades. (BURK et al., 2013; CARRADE et al., 2012;
CHAMBERLAIN et al., 2007; GUTIERREZ-NIBEYRO, 2011; NOTH et al., 2010).
Devido a limitada capacidade do sistema nervoso central (CNS) se regenerar, as MSCs
estdo sendo investigadas como alternativa terapéutica para condi¢des neurologicas
inflamatorias, vasculares, traumadticas e degenerativas (KARUSSIS; PETROU;
KASSIS, 2013).

Os mecanismos pelos quais as MSCs induzem efeitos positivos no tecido
nervoso lesionado ainda nao foram completamente elucidados. Alguns dos mecanismos
que podem ter um papel importante na neurorregeneracdo e neuroprotecao incluem a
secrecdo de fatores de crescimento neurotroficos, anti-apoptdticos e, assim como, de
citocinas antiinflamatdrias e proteinas de matriz extracelular (JONES; MCTAGGART,
2018).

Estudos tém demonstrado o potencial terapéutico das MSCs em tratar doencas
do sistema nervoso como Alzheimer, esclerose multipla e lesdes de medula espinhal,
mostrando efeitos benéficos (CHENG et al., 2015; COHEN, 2013; HYATT et al., 2014;
KARUSSIS; PETROU; KASSIS, 2013; LINDVALL; KOKAIA, 2006; MAZZINI et
al., 2010; PENHA et al., 2014; UCCELLI et al., 2011).

Ha diversas enfermidades neuroldgicas que afetam os equinos, cujos tratamentos
preconizados ndo sdo totalmente eficientes e acarretam em sequelas, como na
mieloencefalite protozoaria equina (EPM) e a mielopatia estendtica vertebral cervical
(CVSM) (DIRIKOLU; FOREMAN; TOBIN, 2013; REED; GRANT; NOUT, 2008).
Neste contexto a terapia com MSCs poderia trazer beneficios no tratamento destas
enfermidades. Contudo para que esta biotecnologia saia da bancada dos laboratorios
para a rotina clinica, faz-se necessario estudos clinicos de seguranca e eficécia, levando-
se em consideragdo a enfermidade a ser tratada, o tipo celular, a via de transplante, a
dose e a frequéncia dos tratamentos.

J& existem dados indicando que tanto as MSCs autdlogas quanto as alogénicas

sd0 bem toleradas em equinos quando administradas pelas vias intravenosa (IV), intra-



articular, intra/perilesional e intratecal (IT) (BARBERINI, 2017, CARRADE et al.,
2011a; MAIA et al., 2015; PIGOTT et al., 2013). As MSCs alogénicas sdo ideais para o
tratamento de lesdes agudas onde a expansdo celular de MSCs autdélogas em cultura ¢é
uma limitagdo para o uso imediato destas células na terapia.

A auséncia da expressao do complexo de histocompatibilidade principal classe 11
(MHC-II) na superficie das MSCs ¢ uma importante caracteristica imunomodulatoria
(BARBERINI et al., 2014). Esta auséncia fornece as MSCs o potencial de escapar do
reconhecimento das células T, fazendo com que a terapia alogénica seja possivel
(BORJESSON; PERONI, 2011; CARRADE et al., 2011b; RYAN et al., 2005; SOLE et
al., 2012). Por outro lado, estudos tém revelado que as MSCs alogénicas quando
transplantadas podem elicitar uma resposta humoral no hospedeiro, assim como
expressar MHC-II na presenca de interferon gama, acarretando em diminui¢do do
tempo de sobrevida celular (SCHNABEL et al., 2014; PEZZANITE et al., 2015).

Inumeros estudos descrevem aspectos morfoldgicos, de capacidade de
proliferacdo, diferencia¢do celular, imunofenotipagem e propriedades terapéuticas das
MSCs provenientes de diferentes fontes teciduais. Contudo, até o momento ndo esta
estabelecido um consenso de qual ¢ a melhor fonte tecidual para obten¢ao das MSCs em
equinos com finalidades terapéuticas (BARBERINI et al., 2015).

Pelo nosso conhecimento ndo existem estudos sobre o perfil protedmico do
liquido cefalorraquidiano (CSF) de equinos ap6s multiplos transplantes intratecal de
MSCs alogénicas provenientes do tecido adiposo (AD-MSCs) e MSCs alogénicas
provenientes da medula dssea (BM-MSCs). Além disso, desconhecemos a existéncia de
estudos sobre o perfil protedmico do CSF de equinos acometidos por EPM.

A analise protedmica do CSF de equinos, sadios ou com EPM, que receberam
multiplos transplantes intratecal de MSCs poderd revelar quais vias metabolicas e/ou
potenciais biomarcadores estdo diferencialmente expressos antes e apos os transplantes
celulares.

Os resultados obtidos com esta abordagem poderdo contribuir tanto com o
entendimento dos mecanismos de agdo das MSCs no processo de neuroregeneragdo do
CNS dos equinos, como com o desenvolvimento de um protocolo de terapia celular

seguro e eficiente
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compara¢cdo com os niveis detectados no estdgio de taquizoito. Isto € significativo
considerando que os parasitas relacionados como 7. gondii dependem da glicdlise
anaerdbia durante o periodo de encistamento de bradizoitos, devido a mitocondria nao
funcional (WILSON et al., 2004). Estes estudos sustentam ainda mais a enolase como
uma molécula alvo de prospecdo para a imunoprofilaxia de estdgios do parasita. A
reatividade cruzada individual das isoformas de enolase entre os parasitas relacionados
foi descrita. Por exemplo, anticorpo anti-7. gondii enolase 2 demonstrou a reatividade
cruzada com taquizoitos de Neospora spp. € merozoitos de S. Neurona pela analise de
WB, mas o anticorpos anti-T. gondii enolase 1 ndo reagiu com os merozitas de S.
Neurona pela analise do WB (WILSON et al.,, 2004). Com base na sequéncia de
homologia das sequéncias conhecidas de DNA de enolase 1 e 2 entre os parasitas
Sarcocystidae, era de se esperar que as proteinas poderiam ser muito semelhantes e
mostrarem perfis de expressdo semelhantes (WILSON et al., 2004). Merozoitos de
Sarcocystis neurona e os esquizontes reagiram com os anticorpos da anti-enolase 1 e 2.
A coloracdo para anti-enolase 1 foi muito mais fraca em comparagdo com a coloragdo
mais forte de anti-enolase 2 para os merozoitos de S. Neurona e esquizontes, sugerindo
a existéncia de pelo menos duas supostas proteinas enolase em S. Neurona (BOLTEN et
al., 2008). Assim, os achados de CSF-ENO1 e CSF-ENO2 nos cavalos infectados por S.
neurona em nosso estudo podem representar um potencial marcador de EPM a ser

investigado em estudos futuros.

2 CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos com esta abordagem protedmica podem contribuir com o
entendimento dos mecanismos de agdo das MSCs no processo de neuroregeneragdo do
CNS dos equinos; com o desenvolvimento de um protocolo de terapia celular com
MSCs mais seguro e eficiente e com a identificagdo de potenciais marcadores de lesdo
neural e/ou de EPM.

Neste contexto, este estudo ao avaliar os perfis protedmico do CSF antes e apds
trés transplantes intratecal de MSCs em equinos higidos e do CSF de equinos
cronicamente afetados pela EPM permitiu identificar as enolases como potenciais
marcadores de lesdo neural e/ou de EPM. Novos estudos devem ser realizados para
confirmar estes achados e avangar no conhecimento dos efeitos da terapia celular com

MSC:s pela via intratecal no CSF, para o tratamento de lesdes neurologicas em equinos.
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