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adipose-derived mesenchymal stromal/stem cells

ALT Alanino aminotransferase

anti-GFAP  Anticorpos contra proteina 4cida fibrilar glial, do inglés anti- glial

fibrillary acidic protein

APCs Células apresentadoras de antigeno, do inglés antigen presenting cells
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BHE Barreira hematoencefalica
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marrow mesenchymal stromal/stem cells

C1-C5, C6-T2, T3-L3 Segmentos medulares C1-C5, C6-T2, T3-L3

CB Cérebro

CD Grupamento de diferenciacdo, do inglés cluster of differentiation
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DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMTs Terapias modificadoras de doencga, do inglés modifying therapies disease
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liquido cefalorraquidiano
EAE Encefalomielite autoimune experimental, do inglés experimental

autoimmune encephalomyelitis

ECB Esclerose concéntrica de Balo
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EM Esclerose multipla

EMDA Encefalomielite disseminada aguda

EMPP Esclerose multipla primaria progressiva

EMPR Esclerose multipla progressiva recorrente

EMRR Esclerose multipla remitente recorrente

EMSP Esclerose multipla secundaria progressiva

ER Numero de eritrocitos no liquido cefalorraquidiano e hemograma

EROS Espécies reativas de oxigénio/reactive oxygen species (ROS)

FA Fosfatase alcalina

FLAIR Sequéncia de recuperagdo de inversdo atenuada por fluido, do inglés fluid

attenuation inversion recovery

FM Herniagdo no forame magno nas imagens de ressonancia magnética
FURO Furosemida

GABAP Gabapentina

GAPDH Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, do inglés glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase

GDNF Fator neurotrofico derivado da glia, do inglés glial cell line-derived
neurotrophic factor
GFAP Proteina 4cida fibrilar glial, do inglés glial fibrillary acidic protein

GM-CSF Fator estimulador de colonias de granulocitos e macréfagos, do inglés
granulocyte macrophage colony-stimulating factor
HER Presenca de herniagdonas imagens de ressonancia magnética

HGF Fator de crescimento de hepatdcitos, do inglé€s hepatocyte growth factor
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HIPER Hiperintensidade na sequéncia estudada nas imagens de ressonancia

magnética
HIPO Hipointensidade na sequéncia estudada nas imagens de ressonancia
magnética
HLA-II Antigeno leucocitdrio humano de classe II, do inglés human leukocyte

antigen class 11
HO Hemoxigenase, do inglés hemoxygenase
HPRT Hipoxantina-guanina fosforiboxiltransferase, do inglés hypoxanthine-

guanine phosphoribosyltransferase

IA (via) Via intra-arterial

IDO Indoleamina 2,3- dioxigenase, do inglés indoleamine 2 3-dioxygenase
IFN-B Interferon beta

IFN-y Interferon gama

Ig Imunoglobulina

IL Interleucina

IL7R Receptor da interleucina -7, do inglés interleukin-7 receptor

INF Liquido cefalorraquidiano inflamatério

IP (via) Via intra-parenquimatosa

ISCT Sociedade Internacional para Terapia Celular, do inglés International

Society for Cellular Therapy

ISO Isointensidade na sequéncia estudada nas imagens de ressonancia
magnética

IT (via) Via intratecal

IV (via) Via intravenosa

KBr Brometo de potéssio

LCR Liquido cefalorraquidiano

LEN Leucoencefalite necrosante, do inglés necrotizing leucoencephalitis

LEV Levetiracetam

M Momento experimental correspondente ao estudo in vivo

M1 Macroéfagos/microglia anti-inflamatorios

M2 Macroéfagos/microglia pro-inflamatorios

MARE Meningite-arterite responsiva a esteroides

MCP-1 Proteina quimioatraente de monocitos-1, do inglés monocyte

chemoattractant protein-1
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ME Meningoencefalite eosinofilica

MEG Meningoencefalomielite granulomatosa

MEN Meningoencefalite necrosante

MERT Escala de Resposta ao Tratamento para Caes com MUO

MHC-I Complexo principal de histocompatibilidade tipo I, do inglés major

histocompatibility complex type |

MHC-II Complexo principal de histocompatibilidade tipo II, do inglés major
histocompatibility complex type 11

MSCs Células-tronco mesenquimais, do inglés mesenchymal stem cells

MUO Meningoencefalomielite de origem  desconhecida, do inglés

meningoencephalomyelitis of unknown origin

N-INF Liquido cefalorraquidiano ndo-inflamatorio

N/a Nao se aplica

N° LES Numero de lesdes no(s) segmento(s) das imagens de ressonancia
magnética

NK (células) Células natural killer, do inglés natural killer cells

NL Neurolocalizacao das lesdes nas imagens de ressonancia magnética
OME Omeprazol
ON Oxido nitrico (NO)/nitric oxide (ON)

PO, P1-P3  Passagem das MSCs apo6s o isolamento (passagem zero, 1-3)

PAC (grupo) Grupo experimental de cdes tratados com protocolo de citarabina e

prednisona

PB Fenobarbital, do inglés phenobarbital

PGE: Prostaglandina Ez, do inglés prostaglandin E>

PMSCs Células-tronco mesenquimais derivadas da placenta, do inglés placental-

derived mesenchymal stromal/stem cells

PRAZ Prazozina

Pré Momento experimental pré-transplante do estudo in vivo
PRED Prednisona

PT Dosagem de proteinas totais do liquido cefalorraquidiano

PTGES2 Prostaglandina-endoperoxidase sintase 2, do inglés prostaglandin
endoperoxide synthase-2
qPCR Reagdo de polimerizagdo em cadeia em tempo real quantitativa, do inglés

real-time quantitative polymerase chain reaction



RAN
RM
RPS19
RPS5
SC (via)
SCF
SFAL
SNC
T1-W
T1-W C+
Tl
T2-W
TAL
TAL-C
TD

X

Ranitidina

Ressonancia magnética

Proteina ribossomal S19

Proteina ribossomal S5

Via subcutanea

Sucralfato

Herniacao no subfalcina nas imagens de ressonancia magnética
Sistema nervoso central

Sequéncia de tempo ponderado em T1, do inglés 7T/-weighted sequence

Captagdo de contraste intravenoso na sequéncia de tempo ponderado em

Sequéncia de tempo ponderado em T2, do inglés T2-weighted sequence
Talamo
Talamo-cortical

Tempo desde os sinais clinicos serem notados pela primeira vez pelo tutor

até o diagnostico do animal

TE Tronco encefalico

TGF-p Fator de transformag¢do do crescimento beta, do inglés transforming
growth factor beta

Th Linfocitos T auxiliares, do inglés T helper cells

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa, do inglés tumor necrosis factor alpha
TRD Tramadol

Treg Linfocitos T regulatérios, do inglés regulatory T cells

V/H Presencga de hidrocefalia ou ventriculomegalia nas imagens de ressonancia
magnética

VEGF Fator de crescimento endotelial vascular, do inglés vascular endothelial
growth factor

VO (via)

Via oral
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RESUMO

PINTO, G. B. A. Transplante de Células-tronco Mesenquimais Alogénicas em Caes com
Meningoencefalomielite de Origem Desconhecida. Botucatu, 2021. 168 Paginas. Tese de
Doutorado. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

A meningoencefalomielite de origem desconhecida (MUO) canina ¢ uma doenga
neuroinflamatoria de provavel origem imunomediada, altamente debilitante, que
apresenta prognostico desfavoravel e falha terapéutica com o uso de imunossupressores.
As células-tronco mesenquimais (MSCs) sdo promissoras para o tratamento de doengas
neuroimunes, porém, diferentes fontes podem apresentar variagdes no potencial
imunomodulador e neuroprotetor. /n vitro, avaliamos a expressao génica de BDNF,
GDNF, HGF, IDO, IL-10 e PTGES2 ¢ o perfil secretorio de IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, GM-
CSF e MCP-1 de MSCs caninas derivadas do tecido adiposo (Ad-MSCs) e placenta
(PMSCs) apos estimulagdo tinica com INF-y e combinada com INF-y com TNF-a. /n
vivo, avaliamos a resposta terapéutica ao transplante de Ad-MSCs alogénicas em caes
com MUO que apresentaram falha terapéutica ao tratamento imunossupressor. Grupo
PAC: 12 caes com MUO tratados com o protocolo imunossupressor de citarabina (ara-C)
e prednisona. Grupo cMSC: Cinco cades que apresentaram falha terapéutica tratados com
dois transplantes de 2,5x10° Ad-MSCs pela via intratecal (IT) (totalizando seis
transplantes) ou intravenosa (IV) (totalizando trés transplantes), com intervalo de 40 dias.
Avaliamos a recuperagdo funcional, reducdo das lesdes inflamatorias por ressonancia
magnética (RM) e liquido cefalorraquidiano (LCR). In vitro, observamos aumento
significativo na expressao de BDNF, GDNF, HGF e IDO pelas Ad-MSCs apos as
estimulagoes, e na expressao de IDO pelas PMSCs apods a estimulagdo combinada. Houve
tendéncia a maior expressdo de IL-10 nas células estimuladas de ambas fontes. Houve
aumento significativo na secrecao de IL-6 pelas Ad-MSCs e de IL-8 pelas PMSCs apos
estimulagdo. In vivo, houve tendéncia a melhora funcional e dos pardmetros inflamatérios
no LCR em ambos grupos, indicando efeitos positivos. No grupo cMSC, a maioria dos
caes teve remissao parcial e eventos adversos leves foram observados em 4/6 animais
apos transplantes IT, sendo ausentes pela via IV. Todos os cdes do grupo PAC
desenvolveram efeitos adversos. Ndo houve diferencas significativas nas varidveis de
hemograma e bioquimica dentro e entre os grupos. O transplante de Ad-MSCs alogénicas
em caes com MUO demonstrou efeitos benéficos.

Palavras-chave: Doencas autoimunes desmielinizantes (SNC), Interleucinas,
Meningoencefalite, Mielite, Neuroimunomodulagdo, Terapia Baseada em Células e
Tecidos.



ABSTRACT

PINTO, G. B. A. Allogeneic Mesenchymal Stem Cells Transplantation in Canine
Meningoencephalomyelitis of Unknown Origin. Botucatu, 2021. 168 Pages. Doctoral Thesis.
Sao Paulo State University (UNESP), Botucatu Campus.

Canine meningoencephalomyelitis of unknown origin (MUO) is an immune-mediated
neuroinflammatory disease, highly debilitating, with poor prognosis and therapeutic
failure. Mesenchymal stem cells (MSCs) are promising for the treatment of
neuroimmune diseases. Different sources may present differences in the
immunomodulatory/neuroprotective potential. In vitro, we evaluated the gene
expression of BDNF, GDNF, HGF, IDO, IL-10 and PTGES2 and the secretory profile
of IL-2, IL-6, IL-18, IL-10, GM-CSF and MCP- 1 of canine MSCs derived from adipose
tissue (Ad-MSCs) and placenta (PMSCs) after priming with the pro-inflammatory
cytokines INF-y alone and combined INF-y and TNF-a. /n vivo, we evaluated the
clinical response to allogeneic Ad-MSCs transplantation in dogs with MUO. PAC
group: 12 dogs treated with immunosuppressant cytarabine (ara-C) and prednisone.
c¢MSC group: 5 dogs of PAC group with therapeutic failure were treated with 2.5x10%/kg
Ad-MSCs by intrathecal (IT) (n = 6) or intravenous (IV) (n = 3) delivery routes (40 days
of interval). Functional recovery and the reduction of inflammatory lesions by magnetic
resonance imaging (MR) and cerebrospinal fluid (CSF) were evaluated. In vitro, there
was significant increase of BDNF, GDNF, HGF and IDO expression by Ad-MSCs after
priming and expression of IDO after combined priming by PMSCs. Ad-MSCs had a
significant increase in the secretion of IL-6 and PMSCs of IL-8 after priming. /n vivo, a
trend towards functional improvement was observed in both groups after treatment. In
the cMSC group, most dogs had partial remission and mild adverse events were
observed in 4/6 animals after IT transplantations, being absent by IV. Clinical and
laboratory variables showed no statistical differences. Allogeneic Ad-MSCs

transplantation demonstrated beneficial effects in dogs with MUO.

Key-words: Cell- and Tissue-Based Therapy, Demyelinating Autoimmune Diseases
(CNS), Interleukins, Meningoencephalitis, Myelitis, Neuroimmunomodulation.
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1 INTRODUCAO

A meningoencefalomielite de origem desconhecida (meningoencephalomyelitis of
unknown origin, MUQO) ¢ considerada uma das causas mais comuns de doenga
inflamatoéria do sistema nervoso central (SNC) de cdes (COATES; JEFFERY, 2014). E
caracterizada por um grupo de doengas idiopaticas e ndo infecciosas que apresentam
sinais neurologicos semelhantes e caracteristicas histopatologicas distintas (CORNELIS
et al., 2019; TALARICO; SCHATZBERG, 2010). As lesdes neurologicas apresentam
inicio agudo, evolucdo progressiva e geram sinais clinicos de meningoencefalite,
meningoencenfalomielite ou meningomielite (COATES; JEFFERY, 2014; CORNELIS
et al., 2017).

O diagnéstico clinico se baseia no historico, exame neuroldgico, e alteragdes das
imagens de ressonancia magnética (RM) e do liquido cefalorraquidiano (LCR)
(COATES; JEFFERY, 2014; GRANGER; SMITH; JEFFERY, 2010). O diagndstico
definitivo dos subtipos € obtido por histopatologia (COATES; JEFFERY, 2014;
GRANGER; SMITH; JEFFERY, 2010).

A etiopatogenia da MUO nao ¢ totalmente compreendida, entretanto, se hipotetiza
que apresente origem autoimune pela identificagdo de células inflamatorias que
expressam moléculas de classe 11 do complexo principal de histocompatibilidade (MHC-
II) e devido a predominancia de linfécitos T CD3+ nas lesdes do SNC (COATES;
JEFFERY, 2014; HIGGINS et al., 2008; KIPAR et al.,, 1998; PARK; UCHIDA;
NAKAYAMA, 2012; SPITZBARTH; BAUMGARTNER; BEINEKE, 2012; SUZUKI et
al., 2003). Fatores genéticos e ambientais também tem sido relacionados com o
desenvolvimento da doenga (HIGGINS et al., 2008; KIPAR et al., 1998; PARK;
UCHIDA; NAKAYAMA, 2012; SUZUKI et al., 2003).

A esclerose multipla (EM) € uma doenca autoimune, cronica e multifocal do SNC,
que afeta aproximadamente 2,5 milhdes de pessoas no mundo, sendo uma das principais
causas de deficiéncia funcional em jovens adultos (DENDROU; FUGGER; FRIESE,
2015; FREEDMAN et al.,, 2010; HARRIS et al.,, 2018; MARTINO et al., 2010;
PEGORETTI et al., 2018). O modelo animal de neuroinflamagdo mais utilizado para a
EM ¢ a encefalomielite autoimune experimental (EAE), sendo gerado ao produzir
inflamacao e desmielinizagdo no SNC de murinos susceptiveis imunizados com proteinas

especificas da mielina (CONSTANTINESCU et al., 2011; RAFEI et al., 2009a). Este
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modelo contribuiu significativamente para o entendimento da EM, contudo, ndo abrange
todas as caracteristicas clinicas, patoldgicas e imunologicas da EM por apresentar
tendéncia a direcionar uma resposta imune especifica (CONSTANTINESCU et al., 2011;
LASSMANN; BRADL, 2017). Interessantemente, a MUO tem sido correlacionada a EM
em varios aspectos, visto que ambas apresentam caracteristicas etiopatogénicas,
histopatologicas, clinicas e radiologicas semelhantes e, desta forma, pode ser utilizada
como um modelo experimental natural para a doenca (DENDROU; FUGGER; FRIESE,
2015; GREER et al., 2010; JEFFERY etal.,2017; MOON et al., 2015; PARK; UCHIDA;
NAKAYAMA, 2012).

Para a MUOQO, a imunossupressao € o principal tratamento, baseando-se no uso de
altas de doses de corticosteroides geralmente associados a outros imunomoduladores e
imunossupressores (CORNELIS et al., 2017). Entretanto, além de ocasionarem efeitos
adversos, o efeito terap€utico obtido pode ser temporario ou ineficaz a longo prazo,
acarretando em progressdo da lesdo e 0bito em > 26% dos caes nos primeiros dias apos o
diagnodstico (CORNELIS; VOLK; DE DECKER, 2016b; FLEGEL et al., 2011; JUNG et
al., 2013; LOWRIE; SMITH; GAROSI, 2013; WONG et al., 2010; ZARFOSS et al.,
2006). De modo semelhante, atualmente ndo existe um tratamento que seja capaz de
prevenir ou reverter efetivamente os processos neuroinflamatdrios e neurodegenerativos
presentes na EM (SCOLDING et al., 2017; WINGERCHUK; CARTER, 2014).

Neste contexto, a terapia celular baseada nas células-tronco mesenquimais
(mesenchymal stem cells, MSCs) dispde de um amplo potencial para o tratamento de
doengas neuroimunes (PAUL; ANISIMOV, 2013; UCCELLI; MANCARDI, 2010).
Além de apresentarem capacidade de modulacdo dos sistemas imunes inato e adaptativo,
as MSCs estimulam o microambiente regenerativo mediadas, principalmente, pela
secrecdo de fatores soluveis que estimulam angiogénese, neurogénese, sinaptogénese, ¢
ativacao astrocitica, e promovem efeitos anti-apoptoticos em neurdnios e células da glia
(ANDRZEJEWSKA; LUKOMSKA; JANOWSKI, 2019; CIERVO et al., 2017; PAUL;
ANISIMOV, 2013; UCCELLI; LARONI; FREEDMAN, 2011).

No ambiente inflamatorio, as MSCs adquirem fenotipo imunossupressor e
incrementam sua capacidade de proliferagcao e condi¢des de sobrevivéncia (NORONHA
et al., 2019). Esta ativacao pode ser alcancada in vitro por meio da estimulagdo com
citocinas pro-inflamatorias, como interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), citocinas predominantes no ambiente neuroinflamatorio de caes com MUO e

humanos com EM (KIM et al., 2018; LE BLANC et al., 2003; PARK; UCHIDA;
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NAKAYAMA, 2013; PARK et al., 2012; PEGORETTI et al., 2018; PRASANNA et al.,
2010; SOSPEDRA; MARTIN, 2016).

Observacdes preliminares com MSCs humanas indicam que as propriedades
terapéuticas das MSCs diferem entre as fontes celulares (MELIEF et al., 2013), porém,
poucos estudos compararam a expressao e secre¢ao de fatores soluveis de fontes de MSCs
caninas. Neste ambito, o estudo da expressdo e secre¢do in vitro de fatores soluveis pelas
MSCs caninas ap0s a estimulagao direta com IFN-y e TNF-a constitui uma ferramenta
em potencial para se avaliar a acdo destas MSCs no ambiente similar ao da doencga-alvo.
Por meio de mecanismos imunomoduladores, imunossupressores, neuroprotetores e
neurorregenarativos, o estudo das MSCs para o tratamento da MUO canina poderia se
tratar de uma alternativa, além de fornecer informacoes translacionalmente relevantes

para os ensaios clinicos da EM.
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7 CONCLUSOES

O ambiente inflamatdrio incrementa a expressao génica de IDO, BDNF, GDNF

e HGF e aumenta a secrecdo de IL-6 pelas Ad-MSCs caninas e a expressdao de IDO e
secrecao de IL-8 pelas PMSCs caninas.

O transplante de Ad-MSCs alogénicas pelas vias IT e IV em cdes com MUO

demonstrou efeitos benéficos e demonstrou ser toleravel.
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