UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

AVALIACAO DO TRANSPLANTE INTRATECAL DE CELULAS
TRONCO MESENQUIMAIS ALOGENICAS EM EQUINOS SADIOS
E PORTADORES DE SEQUELAS NEUROLOGICAS

DANIELLE JAQUETA BARBERINI

Botucatu, Sao Paulo
Julho — 2017



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

AVALIACAO DO TRANSPLANTE INTRATECAL DE CELULAS
TRONCO MESENQUIMAIS ALOGENICAS EM EQUINOS SADIOS
E PORTADORES DE SEQUELAS NEUROLOGICAS

DANIELLE JAQUETA BARBERINI

Tese apresentada junto ao Programa de
Pos-Graduacdo em Medicina Veterinaria

para obtencao do titulo de Doutor.

Orientador: Prof. Ass. Dr. Rogério Martins
Amorim
Co-orientadora: Profa. Ass. Dra. Fernanda da

Cruz Landim

Botucatu, Sao Paulo
Julho - 2017



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Barberini, Danielle Jaqueta.

Avaliacdo do transplante intratecal de células tronco
mesenquimais alogénicas em equinos sadios e portadores de
sequelas neuroldgicas / Danielle Jaqueta Barberini. -
Botucatu, 2017

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista "Julio
de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia

Orientador: Rogério Martins Amorim

Coorientador: Fernanda da Cruz Landim

Capes: 50501062

1. Corddo umbilical. 2. Tecido adiposo. 3. Transplante de
células-tronco. 4. Liquido cefalorraquidiano. 5. Medula
b6ssea. 6. Exploracdo por radioisdtopos.

Palavras-chave: Cintigrafia; Cord&o umbilical; Liquido
cefalorraquidiano; Medula 6ssea; Tecido adiposo.




Nome do Autor: Danielle Jaqueta Barberini

Titulo: AVALIACAO DO TRANSPLANTE INTRATECAL DE CELULAS
TRONCO MESENQUIMAIS ALOGENICAS EM EQUINOS SADIOS E
PORTADORES DE SEQUELAS NEUROLOGICAS

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Ass. Dr. Rogério Martins Amorim
Presidente e Orientador
Departamento de Clinica Veterinaria
FMVZ-UNESP-Botucatu

Prof®. Dr®. Ana Liz Garcia Alves

Membro

Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria
FMVZ-UNESP- Botucatu

Dr. Leandro Maia
Membro

Secretaria de Saude da Prefeitura Municipal de Botucatu

Prof?. Dr®. Marimelia Aparecida Porcionatto
Membro
Departamento de Bioquimica

Escola Paulista de Medicina

Profa. Dra. Raquel Yvone Arantes Baccarin
Membro

Departamento de Clinica Médica

FMVZ - USP

Data da Defesa: 24 de julho de 2017.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho ao alicerce mais importante da vida...

A minha familia:

Aos meus pais, Valdir e Claudete, e a minha irma Fabiene,
que dignamente me ensinaram a importancia da familia e ao caminho da
honestidade e persisténcia.

Pelas horas sustentadas, pelas auséncias durante a elaboracdo do

projeto, que sem o apoio de todos néo teria sido possivel.



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao meu orientador, Prof. Dr. Rogério Martins Amorim, por ter me
orientado desde o Mestrado até o Doutorado, pela dedicagéo, atengéo,

incentivo e confianca prestados, possibilitando a concretizacdo deste Trabalho.

A minha co-orientadora, Profa. Fernanda da Cruz Landim, por me socorrer nas
horas de angustia com o projeto, e por abrir as portas do Laboratério de
Reproducao Avancada e Terapia Celular (LANCA) possibilitando a realizagao

do experimento.

A minha orientadora, Profa. Dra. Dori L. Borjesson (UC Davis, EUA), por ter
aceitado me orientar sem me conhecer previamente, pelos ensinamentos,

dedicacéao e confianca no meu trabalho.

Aos professores da UC Davis, Dra. Monica Aleman, Dr. Mathieu Spriet e Dr.
Kevin Woolard pela disponibilidade prestada, auxilio e ensinamentos durante a

execucao deste Trabalho.

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo —
FAPESP, pelo apoio financeiro com bolsa de Doutorado (2013/26931-0) e
bolsa BEPE (2014/20550-8).

A Universidade da Califérnia, Davis, pela oportunidade em realizar parte deste
Trabalho, por ceder suas instalagcfes e servicos.

A familia Haas e ao Center for Equine Health (CEH) por terem acreditado neste
projeto e realizado auxilio financeiro, sem o qual grande parte nao teria sido

realizada.

A toda a equipe do Regenerative Medicine Laboratory (RML) da UC Davis-
EUA, Naomi, Kasey, Amir, Emily, Fabio, pelos ensinamentos, companheirismo,

ajuda, e por me acolherem tdo bem quando estava tdo longe de casa.



Aos amigos sempre presentes, de perto e de longe.

A0S meus pais, meu eterno agradecimento, pois sempre me incentivam e

torcem pela minha vitéria, onde quer que seja.

Aos colegas de trabalho, Denis, Diana e Maria, por madrugarem e me
ajudarem nas etapas mais trabalhosas. E a toda equipe do laboratério LANCA,

pela amizade e trabalho.

Aos colegas veterinarios, Marcelo Pyles e Bruno Passeti, pela indicacéo

dos casos dos cavalos doentes.

Aos funcionarios do Departamento de Clinica Veterinaria — FMVZ, pela

atencao e carinho com que trataram 0s animais e sempre me ajudaram.

Ao Hospital Veterinario da UniFil — Londrina — PR, por ceder suas instalacdes e
servigcos para a realizacédo de parte deste trabalho.

A FMVZ — UNESP, pela oportunidade de cursar a Pés-graduac&o, por
ceder suas instalacdes e servigos para que esse
trabalho pudesse ser realizado.

Ao Sr. Alberto, da empresa ABLA® Import, pela cesséo do aparelho de

ultrassonografia Edan U50 Portable Ultrasound System VET.



Vi

“Pensar é o trabalho mais dificil que
existe. Talvez por isso tdo poucos se
dediquem a ele”.

(Henry Ford)


https://www.pensador.com/autor/henry_ford/

vii

LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Estudos com células tronco em neurologia..............eeeveeiiieiieeennnnn, 9

Quadro 2 - Grau de locomocgéo e postura do equino com incoordenacao

110 ] (0] = 1 37



viii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Dados dos animais com sequelas de MEP..............ccccoiviiiiiiveienneee, 36
Tabela 2 - Quantificacao da persisténcia (%) no local de transplante ao longo
(0 (o (=1 0] 0T JS ST 52

Tabela 3 - Resumo dos achados do LCR pré e apés (30 dias) o transplante
INtratecal de CTM-TA ... e 53

Tabela 4 - Resultados do LCR de equinos saudaveis antes e apos 0s
transplantes de CTM......coooii oo e 55

Tabela 5 - Resultados do LCR de equinos com sequelas de MEP antes e apés
0S transplantes de CTM......ccooiiiiiiiiieeeeee e e e 59



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Imagem ultrassonogréafica do espaco entre as vértebras C1-C2
utilizada para a coleta de LCR e o transplante de CTM em equinos,
demonstrando a musculatura, ligamento amarelo, espaco
subaracnodide e medula espinhal............ccccceeieiiiiiiiiiiiiiiis 34

Figura 2 - Imunocitoquimica para GFAP, B-Ill tubulina, nestina e vimentina nas
CTM-TA submetidas a trés protocolos diferentes para a
diferenCiagao NEUral...........coooiiiiiiiiiiiii e 41

Figura 3 - Imunocitoquimica para GFAP, B-Ill tubulina, nestina e vimentina nas
CTM-MO submetidas a trés protocolos diferentes para a
diferenCiagao NEUral...........coooiiiiiiiiiiii e 42

Figura 4 - Expressdo dos marcadores neurais B-lll tubulina, GFAP, MAP2 e
S100 em CTM-CU através da técnica de imunocitoquimica.......... 43

Figura 5 - Expressao dos marcadores neurais B-Ill tubulina, GFAP, MAP2 e
S100 em CTM-CU induzidas a neurodiferenciagdo com LCR,
atraves da técnica de imunoCItOQUIMICA,,,,155155515500900000ssssssasssssssses-B4

Figura 6 — Médias percentuais de marcacdo das CTM-MO, CTM-TA e CTM-CU
para marcadores de pluripoténcia e neurais pela técnica de
citometria de fluXO.......coooiiiiiiiiiie e e 45

Figura 7 - Avaliagcdo da expressédo dos marcadores VEGF, VEGFR, PDGF e
PDGFR em CTM-CU, MO € TA ..ot 46

Figura 8 - Avaliacdo da proliferagdo de CTM-TA e CTM-MO em meio de
cultura e co-incubadas com LCR...........uuiiiiiiniiieeeeeee e a7

Figura 9 - Avaliacao da secrecédo de TGF-3, PGE2 e IL-6 das CTM-MO e CTM-
TA apos a co-incubacdo com LCR, com ou sem ativacdo com

Figura 10 - Avaliacdo da migracao celular pelo ensaio de invasdo nas CTM-
MO e CTM-TA cultivadas cOm LCR ........cccoeoiiiiiiiiieeeeeeeieee e, 49

Figura 11 - Imagens cintigraficas obtidas imediatamente apds o transplante
das CTM radiomarcadas pelas vias AO (A) € LS (B)....cccceeeeeerennnn. 50

Figura 12 - Imagens cintigraficas obtidas 5 horas apés o transplante das CTM
radiomarcadas pelas vias AO (A-F) € LS (G-I).ccovvvvvvvevevrnenniinnn, 51

Figura 13 - Grau de locomocdo e postura do equino com incoordenacao
motora decorrente de MEP durante os diferentes momentos no
periodo de tratamento cOmM CTM-TA.......ooovimiiiiiiiiiiiee e, 58



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AO atlanto-occipital

AVC acidente vascular cerebral

BDNF fator neurotréfico derivado do cérebro

bFGF fator de crescimento de fibroblasto basico
BME B-mercaptoetanol

CEH Center for Equine Health

CT™M células tronco mesenquimais

CTM-CU células tronco derivadas do corddo umbilical
CTM-MO células tronco derivadas da medula 6ssea
CTM-TA células tronco derivadas do tecido adiposo
CuU tecido do cord&o umbilical

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO dimetilsulfoxido

DPBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

EGF fator de crescimento epidérmico

EHV-1 herpesvirus tipo — 1

ELISA ensaio de imunoabsorcédo enziméatica

GC grupo controle

GD grupo doente

GFAP proteina glial fibrilar acida

GS grupo sadio

GTCU grupo tratado com células tronco derivadas do corddo umbilical
GTMO grupo tratado com células tronco derivadas da medula éssea
GTTA grupo tratado com células tronco derivadas do tecido adiposo
HGF fator de crescimento de hepatécitos

A intra-arterial

IDO indoleamina 2,3- dioxigenase

IFI imunofluorescéncia indireta

IL-6 interleucina 6

IT intratecal

v intravenosa

LCR liquido cefalorraquidiano



LPS
LS

MO
M30
M60
M90
MAP-2
MEP
MEVC
MO
NGF
NO
NT-3
PDGF
PGE2
RML
SAG
SCuU
SFB
SNC
TA
TGF-B
Treg
VEGF
VFB
VMTH
wB

lipopolissacarideo

lombo-sacro

momento O — antes do primeiro transplante
momento 30 — antes do segundo transplante
momento 60 — antes do terceiro transplante
momento 90 — 30 dias apds o terceiro transplante
proteina associada a microtubulo 2
mieloencefalite equina por protozoario
mielopatia estendtica vertebral cervical

medula 6ssea

fator de crescimento nervoso

oxido nitrico

neurotrofina 3

fator de crescimento derivado de plaquetas
prostaglandina E2

Laboratério de Medicina Regenerativa (UCDavis)
antigenos de superficie

sangue do corddo umbilical

soro fetal bovino

sistema nervoso central

tecido adiposo

fator de crescimento transformador beta

células T regulatorias

fator de crescimento endotelial vascular

Vernau Flow Buffer

Veterinary Medical Teaching Hospital - UCDavis
Western Blot

Xi



xii

SUMARIO
Pagina
RESUMO . ... et e e e e e et e e e e e e et e e e aee 1
AB ST R A C T e e e e e e e e e e e e e aaa 2
1. INTRODUGAO. ... .ottt ettt ettt ettt e sae e 3
2. REVISAO DE LITERATURA. .....ooiieeteee ettt en e 6
2.1. Caracteristicas das células-tronco mesenquimais (CTM)...............cceueee 6
2.1.1. Terapia autologa € alogeniCa..........ccccuvririiiieeeiiiiiiiiireieeeeeae e e e e e 7
2.2. Utilizacéo das CTM para o tratamento de lesdes do SNC....................... 8
2.2.1. Mecanismos de ac80 das CTM.........cocvrvriiiriiiiiiiiiiiie e 12
2.2.2. Vias de apliCaCaA0...........c.uveuerueriiiiiiiis e e e e eee s 13
2.2.3. FONEE € UOSES....uiiiiii e s 14
2.3. Enfermidades neurologicas em equiNoS............couvereeeeeeeeiisciiinniieeieeeenn 15
2.3.1. Mieloencefalite equina por protozoario (MEP)..........ccccceeeeeeeeeenn. 15
3. HIPOTESES. ..ottt ettt st se et ne e 18
O ] = N 1 V4 2 TP 19
4.1. ODJELIVOS QEIAIS. .....ciiiieiieeiie ettt e e e e 19
4.2. Objetivos €SPECITICOS. ......coiiiieeeee e e 19
5. MATERIAL E METODOS.........cooiieciee ettt ete et ee e ete st en e enen, 20
5.1. Delineamento exXperimental..............eeuieeiiiiiiie i 20
D 2. FASE L. i et e e 21
5.2.1. Células-tronco mesenquimais utilizadas................cccccevvvvvvrevnnnnn. 21
5.2.2. Liquido cefalorraquidiano (LCR)..........cuvviiiiiiiiiiiieiiee e 21
5.2.3. Diferenciagdo Neural..........ccccooiiiiiiiiiiiiiieeee e 21
5.2.4. Caracterizagao por citometria de fluX0o..........cccceeeeieiiiiiineennieiininns 24
5.2.5. Avaliacao da expressao de fatores de crescimento..................... 24
5.2.6. Co-incubacédo das CTM cOmM LCR...........coooiiiiiiiiiciieeee e 24
5.2.6.1. Imunofenotipagem..........ccoovvviiiiiiiiiiiiii e e 25
5.2.6.2. Proliferagao e viabilidade..............ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeen 26
5.2.6.3. Secrecdo das CTM........oooiiiiiiiiiiiiiiiie e 26
5.2.6.4. Migracao das CTM......ccccoeeiieiiieiiiiieee it 27
5.3 FaSE 2. . e 28

5.3.1. Comparagéo entre as vias LS e AO para o transplante intratecal



5.3.1.1. CTM utilizadas para o transplante..................cccevvvevrernnnnns 28
5.3.1.2. Coleta dO LCR......uuiiiiiiiiiiiiiiieee et 29
5.3.1.3. Transplante das CTM..........ceuiiiiiiiiiiiinieiie e 29
5.3.1.4. Rastreamento das CTM..........cuuuuiiiiiiiineiiieeiieeeeeeeieeieiieenns 30
5.3.1.4.1. Radiomarcacdo das CTM..........cccccvvvvviiiiiieeeeeeeennn. 30

5.3.1.4.2.  ANIMAIS....ccoiiiiiiiii ittt 31

5.3.1.4.3. Imagens de cintigrafia............cccccuveeriiiieeeeniiniiiineenn. 31

5.3.1.4.4. Interpretacdo da cintigrafia............cccccoeeeeeiiiiiniinnn 32

5.3.1.5. Acompanhamento dos animais............ccccuuvruiieieerieernnnnenn. 32

5.3.2. Seguranca de transplantes intratecais sucessivos de CTM atraveés

do espaco C1-C2 em animais SadioS..........uueveiiiiiieeeeeeeereeeniininnanns 33
5.3.2.1. CTM uUtilizadas.........ccooeeeeeeeiieiiieeeeeeee e 33
5.3.2.2. Coletado LCR e transplante de CTM...........cccvvvvvvvirinnnnnns 33
5.3.2.3.  Acompanhamento dos animais...........c.ccceeeeeiieeeereeeeeennennn., 35

5.3.3. Andlise da eficacia do transplante das CTM em animais

(0 [01=] 01 1= ST PP UPPUPRUSTRRR 35

5.3.3.1. Selec¢éo dos animais acometidos por sequelas de MEP...36
5.3.3.2. Acompanhamento dos animais ..........ccccccceeeeeeeeeeeveeeeinnnnn, 37

5.4. ANAlISE ESTALISTICA. .. vvevviiiiiieeie et 39
6. RESULTADOS. ...t e e e e e e e e e e e e e e eaeaas 40
B. 0. FASE L. i e e e e aa e 40
6.1.1. DiferenciaCao NeUral............cccuuiiiiiiiiiiiiii e 40
6.1.1.1. IMUNOCItOQUIMICAL........erverriririiiieee e e e e e e 40

6.1.2. Citometria de fluxo para marcadores embriondrios e neurais......44
6.1.3. Imunocitoquimica para fatores de crescimento...........cccccvveeeeennn.. 45
6.1.4. Co-incubac8o COM LCR......ccooiiiiiiii e 47
6.1.4.1. Imunofenotipagem..........cccoviiiiiiiiiiiiie e a7
6.1.4.2. Proliferacéo e viabilidade...............ccccceeeiiiiiiiiiiiieeeeies a7
6.1.4.3. SecreGao das CTM.......coooiiiiiiiiiiiiiiieeeiiiieie e 47
6.1.4.4. MIgracao Celular..........cccoeiiiiiiiiiii e 49

B.2. FASE 2. e eeaee 49
6.2.1. Comparacao entre administracao LS € AO.......cccccceveiviieiieeeeneenn. 49
6.2.1.1. Transplante intratecal das CTM...........ccoociiiiiiiiiiiiiiieneeeenn. 49
6.2.1.2. Imagens de cintigrafia..............cciiiiiiiiieiiieieeeeeeiis 50



Xiv

6.2.1.3. Acompanhamento clinico dos animais..............cccceeeeeeeeen... 52
6.2.2. Seguranca do transplante intratecal de CTM através do espaco
C1-C2 em animais SAdIOS.........cceuviireiiiieiiiiiiii e e ee e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeennees 53
6.2.3. Avaliagdo da eficicia do transplante intratecal de CTM através do

espaco C1-C2 em animais com sequelas neurologicas de MEP....58

7. DISCUSSAOD. ... .ottt es sttt eaeeae e, 61
8. CONCLUSOES GERAIS .....coiiieiiteeeeeee ettt e 67
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ettt ee et en e e 68
10 TRABALHOS CIENTIFICOS. ...ttt 83



BARBERINI, D.J. Avaliacdo do transplante intratecal de células tronco
mesenquimais alogénicas em equinos sadios e portadores de sequelas
neurologicas. 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
antiinflamatérias, imunomoduladoras, neuroprotetoras e neurorregenerativas.
Pela capacidade regenerativa limitada do tecido neural, o potencial terapéutico
das células-tronco tem sido estudado em vérias 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 éssea, 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 veértebras 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, é 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 6ssea, 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) sdo células estromais
indiferenciadas caracterizadas por extensa capacidade proliferativa e potencial
em se diferenciar em varias linhagens mesenquimais. Estudos com CTM estdo
em crescente avanco devido as suas propriedades imunomodulatérias,
antiinflamatérias e de regeneracdo tecidual. As CTM sao uma ferramenta
promissora para o tratamento de inUmeras enfermidades devido a secrecao de
varias moléculas bioativas que levam a regeneragéo 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
regeneragcao. Sendo assim, as CTM estdao sendo avaliadas como uma terapia
celular para um grande numero de condi¢cdes neuroldgicas degenerativas e
inflamatdrias, e também para lesdes 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 lesdes 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 neurorregeneragéo e
neuroprotecdo incluem as propriedades imunomodulatérias e antiinflamatérias
das CTM, como a secrecao de fatores de crescimento, anti-apoptéticos 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 neuroldgicas, sendo as mais comuns a mielopatia estenotica

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 inflamacéo
neurolégica e promover a neurorregeneracao, 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 sao ideais para o
tratamento de lesGes agudas onde o tempo para a expansao celular de CTM
autdlogas €& uma limitacdo para a administracdo rapida das células.
Adicionalmente, em individuos idosos o potencial terapéutico, de diferenciacéo
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 criacdo de bancos de células para testes clinicos em
pacientes. Nesse sentido, estudos com CTM alogénicas devem ser realizados
para estabelecer a segurancga desse tipo de transplante no SNC.

O transplante intratecal de CTM autbélogas (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 milh&o) e comprovou-se nao haver reacao 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 posicdo
quadrupedal, além de ser mais econdmica, rapida e de maior exequibilidade na
pratica clinica a campo. Adicionalmente, a seguranca 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 éssea, tecido adiposo e da
matriz do corddo umbilical, como morfologia, proliferacdo, viabilidade,
imunofenotipagem, multipotencialidade, propriedades terapéuticas, permitira

definir qual € 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.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Caracteristicas das células-tronco mesenquimais (CTM)

As células-tronco mesenquimais (CTM) sado células progenitoras
multipotentes, ndo hematopoiéticas, facilmente isoladas a partir de diversos
tecidos adultos, e caracterizadas por sua extensa habilidade proliferativa e de
diferenciacao in vitro em diversas linhagens mesenquimais em resposta a um
estimulo apropriado, incluindo osteoblastos, adipécitos, condrécitos, tendécitos e
miocitos (CHAMBERLAIN et al., 2007; NIXON et al., 2008; NOTH et al.,
2010).

Estas células possuem efeitos imunomodulatérios no sistema imune
regulados pelo seu microambiente e sinais paracrinos. As CTM interagem com
neutrofilos, linfécitos B e T, células natural Killers, mastocitos, células
dendriticas, monocitos e macrofagos para realizar a imunomodulacdo (LE
BLANC; DAVIES, 2015). Adicionalmente possuem efeitos imunomodulatérios e
secretam moléculas de adesdo que inibem a formacdo de tecido cicatricial,
secretam fatores tréficos que inibem apoptose, aumentam angiogénese e
estimulam células progenitora intrinsecas para regenerar a funcéo tecidual
(BORJESSON; PERONI, 2011; HOFER; TUAN, 2016; SPEES; LEE;
GREGORY, 2016).

Para a caracterizacdo imunofenotipica das CTM em equinos, a
aderéncia ao plastico, a diferenciacdo nas linhagens osteogénica,
condrogénica e adipogénica, a expressdo dos marcadores CD90, CD44,
CD105, CD29, e a nao expressao dos marcadores CD34, CD14, CD79a e
MHC-II, sdo as propriedades disponiveis mais confiaveis para a caracterizacao
das CTM equinas (CARVALHO et al., 2011; DE SCHAUWER et al., 2012,
BARBERINI et al., 2014).

Diversas fontes podem ser utilizadas para obtencdo de CTM, como
sangue do cordao umbilical (SCU) (BARTHOLOMEW et al., 2009), tecido
adiposo (TA) (MAMBELLI et al., 2009; CARVALHO et al., 2011), medula 6ssea
(MO) (BOURZAC et al., 2010; RANERA et al., 2011; MAIA et al., 2013), tecido
do corddo umbilical (CU) (HOYNOWSKI et al.,, 2007), membrana amnidtica
(LANGE-CONSIGLIO et al., 2013; CAMPOS et al., 2017), sangue



periférico (KOERNER et al., 2006) e tenddo (BURK et al., 2013). Sendo que, a
medula éssea e o tecido adiposo sdo as fontes mais comuns de obtencao de
CTM em equinos (KOERNER et al., 2006; RICHARDSON et al., 2007,
GUTIERREZ-NIBEYRO, 2011).

2.1.1. Terapia autbloga e alogénica

Normalmente, as CTM séo obtidas dos proprios pacientes (autélogas)
(RICHARDSON et al., 2007), porém sua utilizacdo para o tratamento possui
alguma limitacbes: como a dificuldade de obter CTM suficientes de alguns
pacientes (por exemplo, TA de pacientes magros ou MO de pacientes com
mielofibrose); em pacientes idosos, pois h4 uma diminuicdo na quantidade, na
proliferacdo, no potencial de diferenciacdo e no potencial regenerativo das
CTM proporcionalmente a idade; algumas doencas sistémicas alteram as
propriedades intrinsecas das CTM, prejudicando sua funcdo protetora (como
diabetes, artrite reumatdide e lUupus eritematoso sistémico); além disso, o
cultivo de CTM autblogas é mais demorado, dificultando a sua utilizagdo para
tratar enfermidades agudas, como por exemplo, acidente vascular cerebral
(AVC) e infarto do miocardio. Em contraste, as CTM alogénicas (provenientes
de um doador) estdo prontamente disponiveis e podem ser administradas
imediatamente. Além disso, a producdo comercial de CTM alogénicas deve
garantir o controle de qualidade e reduzir o custo das terapias celulares
(BORJESSON; PERONI, 2011; CARRADE et al., 2011a; CARRADE et al.,
2011b; PERONI; BORJESSON, 2011; ALT et al.,, 2012; BURK et al., 2013;
ZHANG et al., 2015).

Estudos realizados em diversas espécies demonstram que 0 USO
alogénico (provenientes de um doador) de CTM para aplicacdes clinicas €&
possivel, indiferentemente do tecido de origem, pois estas células possuem
baixa imunogenicidade in vitro, e podem escapar do processo normal de
reconhecimento de aloantigenos (RYAN et al., 2005; BORJESSON; PERONI,
2011; CARRADE et al., 2011a; SOLE et al., 2012a; BARBERINI et al., 2014;
ZHANG et al, 2015). No entanto, as CTM ndo s&o totalmente

imunoprivilegiadas, porém o sistema imune n&o consegue elimina-las



imediatamente, e assim as CTM sobrevivem por um curto periodo, ndo sendo
efetivas em longo prazo (ZHANG et al., 2015).

Varios estudos tem demonstrado a seguranga da aplicagcdo intratecal
com CTM autblogas em diversas espécies, como coelho (CHEN et al., 2014),
cavalo (MAIA et al., 2015), humanos (HARRIS; VYSHKINA; SADIQ, 2016;
NAFISSI et al., 2016; SATTI et al.,, 2016), cdo (ZEIRA et al., 2015); e
alogénicas em humanos (LIANG et al.,, 2009; VILLANOVA; BACH, 2015),
mostrando efeitos benéficos.

No entanto, um relato do caso de uma mulher de 27 anos de idade com
mielite transversa aguda, demonstrou um episodio de encefalite e neurite
Optica, seguido da doenca desmielinizante encefalomielite disseminada aguda
apés transplantes de CTM provenientes da medula Ossea (KISHK;
ABOKRYSHA; GABR, 2013). Outro relato de caso, de um homem de 66 anos
de idade que sofreu mudltiplas infusbes comerciais de células-tronco
(alogénicas, embrionarias e mesenquimais) demonstrou o desenvolvimento de
uma neoplasia altamente proliferativa, resultante da administragdo de células-
tronco pluripotentes (SAAD et al., 2016).

2.2.Utilizacdo das CTM para o tratamento de lesées do SNC

As CTM representam uma terapia promissora para o tratamento de
doencas neuroldgicas intrataveis, dada a possibilidade de interferir na
neurodegeneracdo direta e indiretamente, através do seu potente efeito
imunomodulador (LARONI; ROSBO; UCCELLI, 2015).

LesbGes nervosas sao particularmente incapacitantes, tanto para a
espécie humana como nos animais domésticos, sendo assim, varios distarbios
neurologicos tém levantado interesse particular para a terapia celular e tem
sido estudados em modelos experimentais e clinicos (Quadro 1), tais como a
doenca de Parkinson, acidente vascular cerebral, doenca de Huntington,
esclerose lateral amiotréfica, doenca de Alzheimer, esclerose multipla e lesdes
da medula espinal, mostrando efeitos benéficos (LINDVALL; KOKAIA, 2006;
COHEN, 2013; KARUSSIS; PETROU; KASSIS, 2013).



QUADRO 1

Estudos com células tronco em neurologia

(continua)

Espécie Doenca Administracéo Resultado Referéncia
2x10°
Cisterna magna CTM se diferenciaram em células neurais . .
rato Trauma cerebral CTM-MO e houve melhora no comportamento (HU; ZHOU; ZHU, 2004)
Lesd@o medula 3x10°
rato espinhal Local Reducéo da_ lesdo e aumento do (GU et al., 2010)
(T9) CTM-MO crescimento axonal
Lesdo medula 1x10° no local (T8/T9)
rato espinhal CTM-MO e bulbo olfatério Melhora no comportamento e histologia (YAZDANI et al., 2012)
(T8/T9)
6 ~ . =
Acidente vascular 2x10 Boa recuperagao funcional, redugdo da |\ j11eRREZ-FERNANDEZ et
rato encefalico Intravenoso morte celular, aumento da proliferacao al., 2013)
CTM-MO e CTM-TA celular, sinaptogénese e angiogénese K
Lesdo medula 2x10° Aumento de BDNF, angiogénese, axbnio,
rato espinhal Local reducéo na formacdo de lesdo cavitaria e (ZHOU et al., 2013)
(T9) CTM-MO e CTM-TA melhora da recuperac¢édo funcional
2x10% 5x10%; 2x10%;
Encefalomielite 1x10° Melhora na funcéo neurol6gica apés
camundongo autoimune (EAE) e Intratecal pela cisterna | funcao neurolog P (HARRIS et al., 2012)
e vérias aplicacdes
Esclerose mdltipla magna

CTM-MO
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QUADRO 1
Estudos com células tronco em neurologia (continuacao)
Espécie Doenca Administracéo Resultado Referéncia
Degeneracao de 1x10°
cao d?sco (Lg—LG) Local Regeneracao dos discos (HIYAMA et al., 2008)
CTM-MO
Lesdo medula 1x10’
cio espinhal Intratec?l p(ta)la medula Melhora nosr$|na|s nelurqloglcos, RMe (JUNG et al., 2009)
(T13-L1) ombar istopatologia
CTM-MO
Lesdo medula 1x10°
. Local L1-L4 Melhora na remielinizacao
~ espinhal (LEE et al., 2011)
céo (L2-L3) CTM sangue do CU
Lesdo medula 1x10°/cm3 Recuperacdo da propriocepcao,
cao espinhal local moderada melhora na funcao intestinal e (PENHA et al., 2014)
(lombar e toracica) CTM-MO vesical
2x10°
coelho Trauma cerebral Intrgtecal lombar e Melhora na disfuncéo motora (LIU et al., 2008)
intravenosa
CTM-MO
Acidente vascular 5x10°
humano encefalico Intravenoso Seguro (LEE et al., 2010)
CTM-MO
Esclerose lateral 75x10°
humano Medula espinhal Seguro (MAZZINI et al., 2010)

amiotréfica

CTM-MO




QUADRO 1

Estudos com células tronco em neurologia

(concluséo)

Espécie Doenca Administracéo Resultado Referéncia
Condicoes
degenerativas
(atrofia multipla 1-3x10’
humano sistemica, a.taX|a, Intrgtecal lombar + Sem efeitos colaterais (YANG et al., 2010)
paraplegia, intravenoso
esclerose mdltipla, CTM sangue do CU
esclerose lateral
amiotréfica)
e e
humano P Ao redor da leséo Melhora na funcé@o neuroldgica (DAl et al., 2013)
(completa e
A CTM-MO
cronica)
Lesee‘lso ir:ﬁ;ilula 1x106/kg Seguro e pode melhorar a funcéo
humano P Intratecal lombar neurolégica e qualidade de vida nas (LIU et al., 2013)
(completa e o
) CTM-CU lesBes incompletas
incompleta)
Sequela de trauma 1x10’ ~ L
humano Intratecal lombar Melhora na funcdo neurolégica (WANG et al., 2013)

cerebral
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Levando em consideracdo estes diversos estudos com inumeras
espécies demonstrando eficAcia e seguranca, diversas enfermidades
neurolégicas em equinos também poderiam ser tratadas com a utilizagdo de
CTM devido suas propriedades antiinflamatérias, imunomodulatorias e
regenerativas, como mielopatias degenerativas, mielopatia estenadtica vertebral
cervical (MEVC), leucoencefalomalacia, polirradiculoneurite equina e sequelas
de enfermidades inflamatérias como MEP e herpervirus (EHV-1). Contudo, ndo

ha estudos neste sentido até o0 momento.

2.2.1 Mecanismos de acdo das CTM

As CTM possuem um potencial terapéutico enorme para enfermidades
neuroldgicas, devido aos seus efeitos imunomodulatorios, relacionado com a
secrecdo do fator de crescimento de hepatécitos (HGF), fator de crescimento
transformador beta (TGFpB), prostaglandina E2 (PGEZ2), indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO), oxido nitrico (NO), fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e interleucina 6 (IL-6) (CARRADE; BORJESSON, 2013; KOTA et al.,
2017), antiinflamatérios e de neuroprotecdo (RAVANIDIS et al., 2015;
ROBINSON et al.,, 2017). Promovem o crescimento neuronal enddgeno,
diminuem a apoptose, reduzem os niveis de radicais livres, incentivam a
conexdo sinptica de neurbnios danificados e regulam a inflamacéo,
principalmente através de acfes paracrinas (JOYCE et al., 2010; KARUSSIS;
PETROU; KASSIS, 2013; AL DELFI et al., 2016). A secrecdo de fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), fator de crescimento nervoso (NGF)
e neurotrofina 3 (NT-3) sdo importantes efeitos terapéuticos das CTM que
promovem neurogénese e conexdes sinapticas (SONG et al., 2015; CHUNG et
al., 2016).

Foram relatadas que as células T reguladoras (Treg) possuem um papel
importante além da imunomodulacgéo, elas também promovem a diferenciacédo
de oligodendrécitos e a (re) mielinizagdo (DOMBROWSKI et al., 2017), uma
descoberta importante visto que as CTM agem estimulando as células Treg (LU
et al., 2013; MELIEF et al., 2013).

Existem evidéncias de que as CTM transplantadas no SNC migram para

a area lesada, como &reas de hipodxia, apoptéticas, inflamadas, degeneradas e
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se diferenciam em células neurais, melhorando a funcdo neurologica (CHEN et
al., 2001; LEE et al., 2003; YANO et al., 2005; VAQUERO et al., 2006; LIU et
al., 2008; PAUL; ANISIMOV, 2013). Embora a diferenciagdo das CTM em
células da linhagem neural ndo seja o fator principal na recuperagéo funcional
apos uma lesdo cerebral ou medular (PARR; TATOR; KEATING, 2007,
MALTMAN; HARDY; PRZYBORSKI, 2011), uma abordagem interessante seria
a transdiferenciacdo das CTM antes do transplante, aumentando assim o
beneficio terapéutico do tratamento, contribuindo para a remielinizacdo de
axonios lesados e, assim, na recuperacdo funcional da medula espinhal
(CHELLUBOINA; DINH; VEERAVALLI, 2015).

2.2.2Vias de aplicagéo

Diversas vias de aplicacdo de CTM tem sido utilizadas para atingir o
SNC, dentre elas a via intravenosa (1V), intra-arterial (1A) e intratecal (IT).

Em comparagdo com a administragdo sistémica, as vias de
administracdo topica (local, intralesional) possuem a vantagem de que as CTM
chegam diretamente ao tecido alvo com pouca perda durante a migracdo. As
CTM administradas por via intravenosa sdo mais facilmente presas em
pequenos capilares pulmonares por causa de seu tamanho e expressao de
moléculas de adeséo celular, este aprisionamento pulmonar diminui o nimero
de células entregues aos tecidos alvo e pode resultar em um tratamento
ineficaz (ZHANG et al., 2015).

A distribuicdo das CTM apls a aplicacdo sistémica intravenosa em
camundongos demonstrou que em animais jovens as CTM migraram para 0s
pulmdes, linfonodos axilares, sangue, rim, medula éssea, baco, figado, coracéo
e cortex cerebral; em animais idosos, somente no cortex cerebral. E utilizando
CTM oriundas de animais idosos, a biodistribuicdo foi apenas em baco e
sangue. O transplante em animais doentes (doenca de Alzheimer APP / PS1)
teve uma distribuicdo neuronal grande no cérebro, sendo encontradas no
cortex, cerebelo, hipocampo, bulbo olfatério e tronco encefalico; além de
figado, medula 6ssea e pulmao. Portanto, o envelhecimento do receptor e das
CTM afeta drasticamente a eficiéncia do transplante e da migracdo pos-
transplante (FABIAN et al., 2017).
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Outro trabalho comparando as vias intratecal + intra-arterial e intratecal +
intravenosa demonstrou que os transplantes pela via intratecal + intra-arterial
possuem maior possibilidade de atingir o SNC do que a via intravenosa,
induzindo efeitos neurotroficos e neuroprotetores (ZEIRA et al., 2015).

Comparando as vias intraespinhal (centro da leséo) e intratecal (espaco
subaracnoide), este trabalho demonstrou que as CTM transplantadas via
intraespinhal podem promover a regeneracdo em longo prazo, enquanto que as
CTM transplantadas pela via intratecal possuem efeito através do mecanismo
paracrino, que ndo exige que as células estejam presentes no tecido
(AMEMORI et al., 2015).

Em um modelo de trauma cerebral, foram comparadas as vias intratecal
lombar e intravenosa, sendo que a intratecal demonstrou resultados mais
eficientes (LIU et al., 2008). Outros trabalhos recentes também utilizam a via
intratecal (HARRIS; VYSHKINA; SADIQ, 2016; VAQUERO et al., 2017).

2.2.3Fonte e doses

Ainda ndo se sabe a melhor fonte ou dose para se utilizar na terapia
celular visando efeitos benéficos no sistema nervoso.

Um estudo em pacientes com esclerose mdltipla utilizou CTM derivadas
da medula éssea (CTM-MO), e foram realizadas entre 2 e 5 transplantes pela
via intratecal de doses crescentes. Com base na escala progressiva da dose,
uma dose final de 2-10 milhdes de células a cada 3 meses foi bem tolerada
sem eventos adversos significativos (HARRIS; VYSHKINA; SADIQ, 2016).

No entanto, outro estudo com CTM-MO em camundongos como modelo
de esclerose mdultipla, demonstrou que trés aplicacfes pela via intratecal com
intervalo de uma semana resultaram em melhora significativa dos sintomas da
doenca em comparagcdao com uma unica aplicacdo (HARRIS et al., 2012).

Para lesdo em medula espinhal, um estudo com CTM-MO em humano
utilizou cinco transplantes a cada 3-4 meses pela via intratecal lombar,
demonstrando melhoras clinicas significativas (JAROCHA et al., 2015).

Em caes, foi utilizada uma unica aplicagdo de CTM-MO na dose de 2
milhdes de células via intratecal, 4 milhdes via intra-arterial e de 500 mil

células/lkg via intravenosa para meningoencefalomielite de causa
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desconhecida. Todos os cées apresentaram melhora em suas condi¢des gerais
e neuroldgicas, com efeito especial na dor cervical (ZEIRA et al., 2015).

Ha ainda estudos com fontes de tecidos fetais, como Geléia de Wharton,
relatando ser melhor que CTM-MO in vitro (DRELA et al., 2013), e sangue do
corddo umbilical (CHUNG et al., 2016), este ultimo indicando o inicio do
tratamento com 3 dias apos a lesdo na medula espinhal em ratos, e indicando
que um transplante adicional apés 3 semanas poderiam induzir maiores efeitos
protetores. Em camundongos, foi utilizado CTM-CU na dose de 2 milhdes de
células pela via intravenosa para um modelo de doengca de Alzheimer,
demonstrando efeitos benéficos (CUI et al., 2017).

Em equinos foi utilizado CTM-MO para um estudo de seguranca do
transplante pela via intratecal através do espaco atlanto-occipital, na dose de 1
milhdo de células por animal em uma Unica aplicacdo (MAIA et al., 2015).

2.3.Enfermidades neuroldgicas em equinos

As doengas neuroldgicas sdo muitas vezes fatais e sdo uma das razdes
mais comuns para a eutanasia em cavalos (RECH; BARROS, 2015). Diversas
enfermidades podem acometer os equinos, como a leucoencefalomalacia,
mieloencefalite equina por protozoario (MEP), mielopatia estendtica vertebral
cervical (MEVC), doenca do neurbénio motor, Herpesvirus tipo 1 (EHV-1) entre
outras, que muitas vezes nao possuem um tratamento efetivo, e mesmo
quando ha tratamento muitos animais permanecem com sequelas
neuroldgicas. Escolhemos tratar animais com sequelas neurolégicas de MEP,
visto que esta é uma enfermidade muito comum no Brasil e que gera inGmeros
prejuizos na industria equina (PEIXOTO et al., 2003; STELMANN; AMORIM,
2010; LINS; FEIJO; NOGUEIRA, 2014).

2.3.1 Mieloencefalite equina por protozoério (MEP)

A mieloencefalite equina por protozoario equina (MEP) € uma sindrome
neurologica que acomete o sistema nervoso central dos equinos, sendo
causada pelos protozoarios Sarcocystis neurona e Neospora hughesi (DUBEY
et al., 2001; HOWE; MACKAY; REED, 2014; PUSTERLA et al., 2014). E uma
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doenca infecciosa ndo contagiosa, endémica nas Américas, tendo 0s equinos
como hospedeiros acidentais, sendo de grande importancia econdmica
(WITONSKY et al., 2008; DIRIKOLU; FOREMAN; TOBIN, 2013; REED et al.,
2016).

A MEP induz lesdes multifocais inflamatérias no SNC, e os sinais
clinicos podem ser agudos ou crénicos e desenvolvem-se de acordo com o
local anatdmico da infeccdo. Normalmente, ha manifestacdes assimétricas da
medula espinhal, atrofia muscular, ataxia, disfagia, fragueza muscular, tropeco
e inclinacéo da cabeca (DUBEY et al., 2001; DUBEY et al., 2015; REED et al.,
2016). As lesBes macroscopicas aparecem como focos necroticos vermelhos
descoloridos (hemorragicos), as lesbes microscopicas afetam tanto a
substancia cinzenta quanto a branca com necrose, hemorragia e reacéo
inflamatdria consistindo de linfécitos, macrofagos, neutréfilos, eosindéfilos e
algumas células gigantes multinucleadas. Os merozoitos intracelulares podem
ser observados em neurénios, células gigantes, neutréfilos ou macrofagos ou
extracelularmente em cistos dentro do neurdpilo (RECH; BARROS, 2015).

Nas Uultimas duas décadas diversos testes soroldgicos tornaram-se
disponiveis para ajudar no diagnostico de MEP causada por S. neurona,
incluindo Western blot (WB), imunofluorescéncia indireta (IFl) e ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) de antigenos de superficie (SAG). Todos
podem ser realizados no soro e no liquido cefalorraquidiano (LCR) e nenhum é
considerado o padrdo ouro. A sensibilidade e especificidade de cada método,
respectivamente, sdo de aproximadamente 89% e 80% para WB, 92% e 99%
para RIFI, 88% e 96% para SAG ELISA (REED et al., 2016).

Para o tratamento da MEP, recomenda-se terapia com farmaco
anticoccidiano (ponazuril, diclazuril ou sulfadiazina e pirimetamina) por tempo
prolongado, sendo no minimo de 28 dias, porém a maioria dos cavalos com
MEP sao tratados por um periodo de 6-8 semanas ou mais, dependendo da
resposta clinica (DUBEY et al., 2015; REED et al., 2016).

Um estudo mostrou que 65,2% dos cavalos com MEP que foram
tratados melhoraram ap0s o tratamento. A maioria dos animais com déficits
neurologicos leves (74,1%) melhoraram apés o tratamento, ao passo que um
namero menor de cavalos com moderado (57,8%) ou grave (50%) deéficits

neurolégicos melhoraram apds o tratamento (SAVILLE et al., 2000). Os cavalos
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podem apresentar recidiva clinica da MEP, mesmo apds tratamento
prolongado, com sinais clinicos semelhantes ao primeiro episédio. A causa
desta recidiva ainda € desconhecida (DUBEY et al., 2015).



. HIPOTESES

e As CTM provenientes do corddo umbilical (CU) possuem maior
expressao in vitro de marcadores de linhagens neurais do que as CTM
provenientes da medula 6ssea (MO) e tecido adiposo (TA)

e As CTM-MO, TA e CU expressam fatores de crescimento (VEGF e
PDGF) in vitro

e A incubacdo das CTM-MO, TA e CU com liquido cefalorraquidiano
(LCR) de cavalos sadios promovera a ativacdo, proliferacdo e
imunomodulacédo das CTM in vitro

e As CTM se difundem pelo espaco subaracnéideo ao longo da medula
espinhal apds a administracdo lombo-sacra (LS) e atlanto-occipital (AO)
em animais sadios

e O transplante intratecal de CTM pelas vias AO, LS e entre as vértebras
C1-C2 é viavel e seguro

e Sucessivos transplantes intratecal, de altas doses de CTM é seguro em
cavalos sadios e acometidos por mieloencefalite equina por protozoario
(MEP)

e O tratamento com CTM pela via intratecal resultard em melhora clinica
dos animais acometidos por sequela de mieloencefalite equina por

protozoario (MEP)



4. OBJETIVOS

4.1.Objetivos Gerais

Avaliar a viabilidade, seguranca e eficacia de trés transplantes
sucessivos pela via intratecal de células-tronco mesenquimais alogénicas

provenientes da medula 6ssea, tecido adiposo e corddo umbilical de equinos.

4.2.Objetivos Especificos

e Avaliar a capacidade de expressdo de marcadores neurais in vitro das
CTM provenientes da medula 6ssea (CTM-MO), tecido adiposo (CTM-
TA) e do corddo umbilical (CTM-CU)

e Avaliar a expressdo do fator de crescimento endotelial (VEGF) e seu
receptor (VEGF-R), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
e seu receptor (PDGF-R) das CTM provenientes da medula éssea,
tecido adiposo e do corddo umbilical in vitro

e Determinar se o liquido cefalorraquidiano (LCR) de cavalos induz a
ativacao, proliferacdo e imunomodulacédo das CTM in vitro

e Determinar se as CTM se distribuem pelo espaco subaracnéide apods a
administracédo via lombo-sacra (LS) e atlanto-occipital (AO) em cavalos
sadios, através da técnica de cintigrafia

e Avaliar por meio de exame neuroldgico seriado e pela analise do LCR
(fisico-quimico e citolégico) a viabilidade e a seguranga dos protocolos
de transplante propostos pelas vias LS, AO e entre as vértebras C1-C2

e Avaliar a eficacia clinica do tratamento com CTM pela via intratecal em
animais acometidos por sequela de mieloencefalite equina por

protozoario (MEP).



5. MATERIAL E METODOS

5.1.Delineamento experimental

Todos o0s procedimentos experimentais envolvendo animais foram
aprovados pela Comissdo de Etica da faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, UNESP-Botucatu sob o protocolo n® 161/2014 — CEUA e pelo
Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) da Universidade da
Califérnia — Davis — EUA (UC Davis), sob o protocolo n° 18385.

O experimento foi conduzido em trés fases.

A fase 1 consistiu na avaliacdo in vitro das CTM de equinos. Uma parte
foi realizada na UC Davis, visando o potencial das CTM-MO e CTM-TA para
neurodiferenciacdo e seu comportamento apds incubagdo com LCR quanto a
imunofenotipagem, migracdo, secrecdo, proliferacdo e viabilidade.
Adicionalmente, na UNESP-Botucatu foi realizada a caracterizacdo das CTM-
MO, CTM-TA e CTM-CU por citometria de fluxo utilizando-se marcadores
neurais e de pluripoténcia. Também foi realizada a avaliagdo do potencial de
neurodiferenciacdo das CTM-CU e a avaliacdo da expressao de fatores de
crescimento das CTM-MO, CTM-TA e CTM-CU.

Para a fase 2, foram realizados estudos in vivo com equinos saudaveis
(grupo sadios) visando a viabilidade e seguranca do transplante de CTM
alogénicas no SNC. A parte realizada na UC Davis consistiu do transplante de
CTM-TA alogénicas por via intratecal pela cisterna lombo-sacra (LS) e atlanto-
occipital (AO), sendo as CTM rastreadas apds o transplante com o auxilio da
cintigrafia. Na UNESP-Botucatu as CTM-MO, CTM-TA e CTM-CU alogénicas
foram utilizadas para o transplante intratecal entre as vértebras C1-C2.

Ja para a fase 3, estudo in vivo realizado na UNESP-Botucatu, foram
utilizadas CTM-TA alogénicas para o transplante por via intratecal pelo espaco
C1-C2 em equinos com sequelas neurolégicas decorrentes de MEP (grupo

doente-GD) para avaliar a seguranca e a eficacia do transplante.
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5.2.Fase 1

5.2.1. Células-tronco mesenquimais utilizadas

As CTM que foram obtidas a partir do Laboratorio de Medicina
Regenerativa (RML) da UC Davis, foram originalmente utilizadas para o
tratamento autélogo dos pacientes, e as células excedentes nao utilizadas no
tratamento foram doadas para fins de pesquisa, com o0 consentimento por
escrito do proprietario. CTM-TA e CTM-MO de baixa passagem (P2-P4) foram
utilizadas para a cultura.

As CTM obtidas do banco de células-tronco do Laboratério de
Reproducao Avancada e Terapia Celular (LANCA) da UNESP-Botucatu, foram
originalmente coletadas de cavalos doadores jovens e saudaveis. CTM —CU,
CTM-TA e CTM-MO ja caracterizadas (BARBERINI et al., 2014), de baixa

passagem (P2-P4) foram utilizadas.

5.2.2. Liquido cefalorraquidiano (LCR)

Os LCR de cavalos saudaveis foram obtidos do laboratério de
hematologia veterinaria do Veterinary Medical Teaching Hospital (VMTH) da
UC Davis. Um pool de LCR foi utilizado para a parte in vitro, na diferenciacao

neural e para a co-incubacéo das CTM.

5.2.3. Diferenciacao neural

Para a fase realizada na UC Davis, as CTM-TA e CTM-MO foram
cultivadas com uma densidade celular de 2 x 10* células/poco em laminas para
cultura celular com 8 pocos revestidas com poly L lysine. As células foram
mantidas em meio de cultura contendo Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) baixa glicose, 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
penicilina/estreptomicina a 37°C e 5% CO, por 24 horas até aderirem.

AplOs este tempo, o meio foi removido e as células induzidas a

diferenciacéo neural em diferentes tipos celulares por 3 protocolos diferentes:
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Protocolo 1 (neurénios/células gliais): as CTM foram pré-incubadas com
meio contendo DMEM, 10% de SFB, 1 mM de [B- mercaptoetanol (BME)
(Sigma-Aldrich®) e 20 ng/mL de fator de crescimento de fibroblastos basico
(bFGF) durante 24 horas a 37°C. Subsequentemente, as células foram
induzidas por meio da adicdo do meio neural contendo Neurobasal-A, 2% de
suplemento B27, 0,5 mM de L-glutamina, 2% de dimetilsulféxido (DMSO) e 200
UM de hidroxianisole butilado (BHA, Sigma Aldrich®). As células foram entéo
incubadas a 37°C durante 9 dias (KUMAR et al., 2012; CRUZ VILLAGRAN et
al., 2014).

Protocolo 2 (células gliais/astrocitos): as CTM foram incubadas com um
meio de pré-inducdo contendo DMEM, 10% de SFB e 1 mM de BME durante
24 horas. Depois disso, o0 meio de inducdo foi substituido pelo meio de
manutencdo neural que consistiu de Neurobasal-A, 2% StemPro® Neural
Suplement, 20 ng/ml de bFGF, 20 ng/ml de fator de crescimento epidérmico
(EGF) e 0,5x L-Glutamax por 9 dias (TANG et al., 2012).

Protocolo 3 (utilizando LCR): As CTM foram incubadas com 1 parte de
LCR e 2 partes de meio de cultura durante 4 dias. Apds este tempo, as células
foram cultivadas com 1:1 meio de cultura/LCR durante mais 5 dias (GE et al.,
2015).

Apos a inducéo da diferenciagéo neural, as células foram avaliadas para
a expressao dos marcadores nestina (pRb-336c polyclonal rabbit, Covance®),
vimentina (clone vim 3B4, Dako®), proteina glial fibrilar acida — GFAP
(polyclonal rabbit anti GFAP, Dako® Z0334) e B-IlI tubulina (purified anti tubulin
beta 3 (TUBB3) mouse - TUJ1, Biolegend®) pela técnica de imunocitoquimica.
Para isso, as laminas foram fixadas em 4% de paraformaldeido (PFA), a pH
7,34, durante 20 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, lavadas com
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS). As laminas foram colocadas
em Reagente Quench (1 ml H202 a 30% + 1 ml de 10% de azida de sodio +
98ml de DPBS) durante 10 minutos a temperatura ambiente, e apos lavou-se
duas vezes em DPBS. As laminas foram colocadas em soro de cabra a 10%
durante 5 a 20 minutos a temperatura ambiente. Sem lavagem, os anticorpos
foram aplicados as laminas e incubados na camara umida durante 60 minutos
a temperatura ambiente, ap0s este tempo lavou-se duas vezes em DPBS. Foi

aplicado o polimero de detec¢éo de anticorpo anti-primario (HiDef Deteccao ™
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HRP Polymer System - CELL Marque®) as laminas, e estas foram incubadas
na camara umida a temperatura ambiente por 15 minutos. As laminas foram
lavadas duas vezes em DPBS. O cromdgeno de detec¢cdo (VECTOR NovaRED
peroxidase (HRP) substrate kit) foi aplicado as laminas e incubado por 10
minutos. As laminas foram lavadas em agua destilada e, em seguida,
colocadas em hematoxilina durante 30 a 60 segundos e enxaguadas
novamente em agua destilada. Em seguida, as laminas foram colocadas no
Bluing reagent durante 30 a 60 segundos e depois lavadas em agua destilada.

Para a fase realizada na UNESP-Botucatu, as CTM-CU foram cultivadas
com uma densidade celular de 5 x 10* células/well em placas de 24 wells
revestidas com poly L lysine. As células foram mantidas em meio de cultura
contendo DMEM baixa glicose, 20% de SFB e 1% de penicilina/estreptomicina
a 37°C e 5% CO2 por 24 horas até aderirem.

Apés este tempo, o meio foi removido e as células induzidas a
diferenciacao neural através do protocolo 3 (utilizando LCR) como previamente
descrito.

Apos a indugéo da diferenciagdo neural, as células foram avaliadas para
a expressao dos marcadores GFAP (rabbit polyclonal AB5804, Millipore®), anti
B-tubulin Il (rabbit T2200, Sigma®), mouse anti-MAP-2 (MAB3418, Millipore®)
e S-100 (ab15520, Abcam®) pela técnica de imunocitoquimica, conforme
Barberini et al. (2014). Para isso, brevemente, as células foram fixadas e
permeabilizadas com Cytofix/Cytoperm™ (BD, USA), sendo em seguida
conduzido o bloqueio da peroxidase enddgena por 20 minutos, e o blogueio de
proteinas inespecificas por 1 hora. Em seguida, os anticorpos foram incubados
por 18 horas a 4°C, no escuro. Os anticorpos primarios foram detectados por
incubacado no sistema de polimeros HiDef HRP mouse/rabbit Polymer Detection
System (Cell Marque, CA, USA). A revelacdo da reacdo foi conduzida
utilizando a solucdo de substrato cromogénico DAB (Dako Cytomation, DNK)
por 5 minutos, seguida de contra coloracdo com Hematoxilina de Harris (Merck,
BRA) por 1 minuto. A avaliacdo da reacgéo foi realizada em microscépio de luz

invertido (Leica Microsystems, GER).
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5.2.4. Caracterizacao por citometria de fluxo

Na UNESP- Botucatu foi avaliado por citometria de fluxo o potencial das
CTM-MO, TA e CU em expressar 0s seguintes marcadores embrionarios: Oct-4
(mouse anti-Oct-4 clone 7F9.2 - MAB4419A4, Millipore®), nanog (mouse anti-
nanog clone 7F7.1 - MABD24A4, Millipore®), TRA 1-60 (mouse anti-TRA 1-60
clone TRA 1-60 - MAB436063, Millipore®) e TRA 1-81 (mouse anti-TRA 1-81
clone TRA1-81 - MAB4381C3, Millipore®), e os seguintes marcadores neurais:
GFAP (rabbit polyclonal AB5804, Millipore®), B-IlI tubulina (anti B-tubulin Il
produced in rabbit - T2200, Sigma®) e proteina associada a microtubulo-2
(MAP-2) (mouse anti-MAP-2 - MAB3418, Millipore®).

Para os marcadores primarios ndo conjugados foi utilizado o anticorpo
secundério goat anti-rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor 555 (A21428, Invitrogen®) e
rabbit anti-mouse 1gG-RPE (STAR12B, Serotec®). Foi utilizado o protocolo
padrdo sugerido pelos fabricantes de cada um dos anticorpos primarios e

secundarios. Durante a analise foram contabilizados 10.000 eventos.

5.2.5 Avaliacéo da expressao de fatores de crescimento

Na UNESP-Botucatu as CTM-TA, CU e MO foram avaliadas quanto a
expressdao dos marcadores: VEGF-R (NCL-L-VEGFR-3, clone KLT9,
Novocastra), VEGF (Ab-3 VEGF, clone JH121, MS-350-P, NeoMarkers),
PDGF-R (PDGFR-B, clone 958, sc-432, Santa Cruz) e PDGF (PDGF-B, clone
N-30, sc127, Santa Cruz), pela técnica de imunocitoquimica, conforme descrita

anteriormente.

5.2.6 Co-incubacéo das CTM com LCR

Este estudo foi realizado na UC Davis. CTM-MO e CTM-TA foram
cultivadas com LCR de cavalos durante 5 dias e depois avaliadas quanto a
proliferacdo, viabilidade, fendtipo, migracao e secrecéo.

Para isso, as CTM-MO e CTM-TA foram descongeladas em banho-maria
a 37°C até a visualizacdo de gelo. Subsequentemente, estas células foram

homogeneizadas em meio de cultura pré-aquecido (90% de DMEM, 10% de
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SFB e 1% de penicilina) e centrifugadas a 100g durante 10 minutos, com média
aceleracdo e desaceleracdo. As células foram ressuspensas em meio de
cultura e cultivadas até atingirem 70% de confluéncia (média de 3-4 dias).
Quando confluentes, as CTM foram tripsinizadas utilizando tripsina-
EDTA (Gibco®) durante 5 minutos a 37°C e, em seguida, neutralizadas com
meio de cultura. Posteriormente, foram centrifugadas a 400g durante 10
minutos.
As CTM foram ressuspensas em meio de cultura e co-incubadas com
LCR. O meio de co-incubagéo consistiu de duas partes de meio de cultura
(90% de DMEM, 10% FBS e 1% de penicilina) e uma parte de LCR. Além
disso, as CTM também foram cultivadas com e sem a adi¢do de 10 pg/mL de
lipopolissacarideo (LPS — L4391, Sigma-Aldrich®) para promover a ativacado
destas células.
Estes foram os grupos de tratamento:
- Meio de co-incubacdo com LCR
- Meio de cultura
- Meio de cultura + LPS (controle ativado)
- Meio de co-incubacdo com LCR + LPS
As CTM foram incubadas por diferentes periodos, tipos de frascos e
placas de acordo com cada avaliagdo (proliferacdo, viabilidade, secrecao,

migrag&o, imunofenotipagem).

5.2.6.1 Imunofenotipagem

A andlise imunofenotipica das CTM foi realizada através da citometria de
fluxo, antes da co-incubacado (tempo 0) e apo6s 4 dias de incubacéo. Para esta
etapa, as CTM foram cultivadas em uma placa de 6 pocos.

As CTM foram centrifugadas e ressuspensas em um tampao de bloqueio
(DPBS com soro de cabra a 0,5%) e agitadas durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, foram centrifugadas novamente e
ressuspensas em tampéao de Vernau Flow Buffer (VFB) (DPBS Ca- Mg-, 1% de
soro equino, 1% de EDTA 500 mM, 10% de azida de sodio) e distribuido em
tubos de citometria de fluxo (200.000 células por tubo). Cada tubo foi marcado

com um dos seguintes anticorpos: CD90-FITC mouse anti-rat (WSU
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Monoclonal Ab center. Clone IgM) e mouse anti-horse MHC de classe Il (clone
CVS20, AbD Serotec, Reino Unido). Para os marcadores primarios nao
conjugados, um anticorpo secundario foi utilizado (donkey anti mouse — PE). A
citometria de fluxo foi realizada com um citémetro de fluxo FC500 (Beckman
Coulter, Hialeah, FL, EUA).

5.2.6.2 Proliferacéo e viabilidade

A proliferagdo foi avaliada utilizando o ensaio de MTS (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium, inner salt - The CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell
Proliferation Assay — Promega Corporation) e a viabilidade foi realizada por
Azul de Tripan como descrito pelos fabricantes.

Para o MTS, brevemente, apos 4 dias de co-incubagcdo em uma placa de
96 pocos, uma curva padrao com 8 pontos foi realizada utilizando CTM. Estas
células foram plaqueadas em duplicata na mesma placa de 96 po¢os. O meio
de co-incubacéo foi removido e 100 ul de meio de cultura foi adicionado em
todos os pocos. Em seguida, 20 pl de MTS foi adicionado a todos os pocos, e a
placa foi incubada durante 2 horas a 37°C. Ap0s este tempo, a placa foi lida em
um leitor de placas de ELISA 490 nm com software Genb.

Para a viabilidade e contagem das CTM, depois de 4 dias em co-
incubacdo em garrafa de T75 cm2, as células foram tripsinizadas e
neutralizadas com meio de cultura. As CTM foram homogeneizadas em um
tubo de microcentrifuga com Azul de Tripan 1:1, e colocadas em camara de
Neubauer onde foram contadas (niumero de células viaveis, células mortas e

total de células).

5.2.6.3 Secrecao das CTM

Apdés 4 dias de co-incubacdo numa placa de 6 pocos, todo o
sobrenadante foi retirado e congelado em -80°C para posterior analise do
ensaio de ELISA.

A secrecgdo das CTM foi avaliada utilizando kits de ELISA previamente

testados e validados para cavalos: prostaglandina E2 (PGE2 — KGEO004B,
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RnDSystems®), interleucina 6 (IL-6) e fator de transformacéo do crescimento 3
(TGF-B1, RnDSystems®). As amostras foram testadas em duplicatas, de
acordo com as normas de cada fabricante. Todas as placas de ELISA foram
lidas espectrofotometricamente com leitura em 490nm num leitor de

microplacas com software Genb.
5.2.6.4 Migragédo das CTM

As propriedades migratérias das CTM foram avaliadas por um ensaio de
invasao utilizando placas de 24 pocgos (Corning® BioCoat ™ Matrigel ™
Invasion Chambers).

Para isso, os reservatérios revestidos com Matrigel foram removidos do
congelador até atingir temperatura ambiente. Em seguida, 1 ml de DMEM foi
adicionado em cada poco. Os reservatorios revestidos com Matrigel foram
transferidos para estes pocos, e 0,5 ml de DMEM foi adicionado em cada
reservatorio. A placa foi colocada a 37°C durante 2 horas para reidratar os
reservatorios.

As CTM foram tripsinizadas, contadas e ressuspensas a 4x10°
células/mL em meio de cultura com 10% de SFB.

Os reservatorios foram transferidos para pocos vazios e 475uL de
DMEM foi removido de cada reservatorio.

Para o controle negativo, foram colocados no poco 750 pL de meio com
1% de SFB, para o controle positivo foi usado 750 uL de meio com 10% de
SFB, o0s pocos experimentais consistiram em 750 pL de LCR. Os reservatorios
foram entdo transferidos para os pocos contendo os meios descritos. Foi
adicionado 100pL de CTM a 4x10° células/ml a cada reservatério e a placa foi
novamente incubada durante 24 horas. Depois disso, 0s reservatorios foram
lavados com PBS e marcados com DAPI durante 2 minutos. A membrana de
Matrigel foi cortada e montada em uma lamina com meio para fluorescéncia
(VECTASHIELD® Hard Set H-1400 — mounting media for fluorescence) e

contadas usando um microscoépio de fluorescéncia e o programa "Image J".



28

53 Fase 2

A etapa realizada na UC Davis consistiu de uma comparagao entre a
seguranca do transplante intratecal de CTM-TA pela via lombo-sacra (LS) e
pela via atlanto-occipital (AO) em cavalos saudaveis. Além disso, as CTM
foram marcadas radioativamente e a cintigrafia foi realizada para acompanhar
estas células ap0s o transplante.

Adicionalmente, na UNESP-Botucatu foram realizados 3 transplantes
seriados de CTM-MO, CTM-TA e CTM-CU pela via intratecal entre as vértebras

C1-C2 em animais saudaveis.

5.3.1Comparagéo entre as vias LS e AO para o transplante intratecal
de CTM

Seis cavalos adultos saudaveis (idades entre 5 e 20 anos; diversas
racas) alojados no Center for Equine Health (CEH) da UC Davis foram
utilizados.

Os cavalos foram considerados saudaveis através de um exame clinico,
neurologico, e exame de sangue (hemograma completo e perfil bioquimico)
normais uma semana antes da aplicagdo das CTM. O LCR foi coletado no
momento do transplante das CTM e submetido a contagem de células,

diferencial, concentracdo de proteina e teste de IFAT para EPM.

5.3.1.1 CTM utilizadas para o transplante

CTM-TA de baixa passagem (P2-P4) alogénicas foram utilizadas para o
transplante. Estas CTM foram obtidas a partir do Regenerative Medicine
Laboratory (RML) da UC Davis, conforme ja descrito.

As CTM foram descongeladas em banho-maria a 37°C.
Subsequentemente, estas células foram homogeneizadas com meio de cultura
pré-aquecido (90% de DMEM, 10% de SFB e 1% de penicilina) e centrifugada
a 100G durante 10 minutos, com média aceleracdo e desaceleracdo. As

células foram ressuspensas em meio de cultura e cultivadas até 70% de
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confluéncia (média de 4-5 dias). Um total de 100 milhdes de CTM-TA foi

utilizado para cada transplante.

5.3.1.2 Coleta do LCR

O LCR foi coletado do espaco AO ou LS de acordo com cada grupo de
estudo imediatamente antes do transplante das CTM, e ap6s 30 dias.

Coleta AO: Os cavalos foram sedados com xilazina (0,4 mg/kg) e
butorfanol (0,01 mg/kg), induzidos com midazolam (0,06 mg/kg) e quetamina
(2,2 mg/kg) e mantidos sob anestesia geral com isoflurano (mesmo
procedimento que o transplante de CTM). Uma area de aproximadamente 20 x
20 centimetros da pele foi tricotomizada imediatamente caudal & protuberancia
occipital externa e foi preparada assepticamente para o procedimento. Uma
agulha espinhal de calibre 18-gauge e 3,5 polegadas foi inserida perpendicular
a pele (no ponto em que uma linha entre as bordas craniais do atlas se cruzam
com a linha média) até que o espac¢o subaracndide foi penetrado e o LCR foi
coletado.

Coleta LS: Os cavalos foram sedados (mesmo procedimento que o
transplante de CTM) utilizando detomidina (0,01 mg/kg) e butorfanol (0,01
mg/kg). O local de penetracdo na pele foi localizado na linha média entre o
aspecto caudal do processo espinhoso de L6 e o aspecto cranial do processo
espinhoso de S2. Uma area de aproximadamente 20 x 20 cm em torno deste
local foi tricotomizado e preparado assepticamente para o procedimento. O
tecido subcutaneo foi infiltrado com anestésico local (lidocaina: <4mg / kg).
Uma agulha espinhal de calibre 18-gauge e 6 polegadas foi inserida
perpendicularmente a pele no local descrito anteriormente. Uma vez que o
espaco subaracnoide foi penetrado, o LCR foi coletado por aspiracdo suave

utilizando uma seringa de 6 ml.
5.3.1.3 Transplante das CTM
Quando confluentes, as CTM-TA foram lavadas duas vezes com DPBS.

Em seguida, foram adicionados 5 mL de HyClone ™ HyQTase ™ Cell

Detachment Reagent (GE Healthcare Life Sciences) durante 10 minutos a
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37°C. Apds o descolamento, as células foram centrifugadas durante 10 minutos
a 400G. Em seguida, foram lavadas duas vezes com DPBS e uma vez com
solugdo de salina injetavel. As CTM foram ressuspensas em 20 milhfes de
células/ml de solugéo de salina injetavel, totalizando 100 milhdes de células. As
células foram mantidas em gelo até o momento do transplante.

Os cavalos foram sedados (n = 3) utilizando detomidina (0,01 mg/kg i.v.)
e butorfanol (0,01 mg/kg i.v.). As 100 milhdes de CTM suspensas em 5 ml de
solucéo salina (conforme descrito anteriormente) foram inoculadas diretamente
para dentro do espaco LS com os cavalos em estacdo apos a coleta do LCR.

Outros 3 cavalos foram submetidos a anestesia geral, e 100 milhdes de
CTM suspensas em 5 ml de solugcédo salina (conforme descrito anteriormente)
foram inoculadas no espaco AO apoés a coleta do LCR.

Os cavalos foram mantidos no hospital “Veterinary Medical Teaching
Hospital (VMTH)” durante 2 dias ap6s o transplante, sendo que 0s exames
clinicos e neuroldgicos foram realizados trés vezes por dia. Apos este periodo,
0S animais retornaram aos piquetes e as avaliacdes clinicas neurologicas

foram realizadas diariamente.

5.3.14 Rastreamento das CTM

5.3.1.4.1 Radiomarcagao das CTM

Cento e dez milhdes de CTM-TA (110x10°) alogénicas foram marcadas
com 20 mCi de 99mTc-HMPAO de acordo com o0s protocolos descritos
anteriormente (SOLE et al., 2012b; SPRIET et al.,, 2015), com algumas
modificacdes.

As CTM foram ressuspensas num pegueno volume de meio de cultura
com 10% de soro fetal de bovino (~ 0,5 mL). HMPAO (hexametilpropilenamine
- reconstituido em solucéo salina, AnazaoHealth, Tampa, FL) foi adicionado a
99mTc (exametazima de Tecnécio). As células foram adicionadas para fazer
uma concentracao final de 125ug/mL HMPAO, 20mCi Tc para o carregamento
celular (5 minutos). Ap6s o carregamento celular, as CTM foram lavadas duas
vezes com solucéo salina (primeira lavagem contendo 5% de soro autélogo), e

ressuspendidas em 5 mL de solugdo salina estéril. Foram utilizadas 100
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milhGes de células marcadas para o transplante, as células restantes foram
utiizadas para determinar a viabilidade e a persisténcia da marcacédo. A
eficiéncia e a persisténcia da marcacdo apés 5 h foram avaliados como
previamente descrito (SOLE et al., 2012b; SPRIET et al., 2015). A viabilidade
celular 5 horas apo6s o transplante foi avaliada com base numa amostra de
CTM, utilizando o teste de exclusdo com azul de tripan.

Para o cavalo Tc controle (sem CTM), HMPAO foi combinado com Tc
(HMPAO 125ug + 10 mCi de Tc durante 5 minutos) e, em seguida, diluido a 5

mCi de Tc com solucéo salina (5 ml).

5.3.1.4.2 Animais

Dois cavalos foram utilizados para esta etapa. O cavalo 1 foi submetido
a anestesia geral, e as CTM radiomarcadas foram transplantadas no espaco
subaracnoideo via AO apos a coleta do LCR. O cavalo 2 foi transplantado em
estacdo sob sedacdo, por via intratecal pela cisterna LS com as CTM
radiomarcadas, apos a coleta do LCR.

Para o controle, um cavalo foi inoculado com a mesma técnica pela via
AO com marcadores livres (Tc-HMPAO sem CTM).

Os cavalos foram mantidos no VMTH durante 2 dias ap0s o transplante

e 0s exames clinicos e neuroldgicos foram realizados trés vezes por dia.

5.3.1.4.3 Imagens de cintigrafia

As imagens foram obtidas utilizando uma camara gama (Medical
Systems [S2, Ottawa, Canada) com um colimador de baixo consumo de
energia fixado em 140keV pico fotoelétrico e 20% de janela simétrica. As
imagens laterais da coluna vertebral a partir da cabeca ao sacro foram obtidas
utilizando uma aquisicdo estdtica de 1 minuto imediatamente apds o
transplante, e aos 30 minutos, 1 hora, 5 horas e 24 horas ap6s o transplante.
No cavalo 1, transplante AO, as imagens imediatas, 30 minutos e 1 hora ap0s o
transplante foram obtidas sob anestesia geral, enquanto que todas as outras
imagens foram obtidas com o cavalo em estacdo sob sedagcdo. No cavalo 2,

transplante LS, todas as imagens (imediatas, 30 minutos, 1 hora, 5 e 24 horas)



32

foram obtidas com o cavalo em estacdo sob sedacdo. Pequenos marcadores
radioativos foram colocados como pontos de referéncia para a aquisicao da
cintigrafia. Uma série de radiografias da coluna vertebral (Eklin EDR-6, Som-
Eklin, Carlsbad, Califérnia) foram obtidas no dia seguinte a cintigrafia, com

marcadores radiopacos na localizacdo semelhante aos marcadores radioativos.

5.3.1.4.4 Interpretacao da cintigrafia

A presenca e distribuicdo do sinal radioativo foram avaliadas
subjetivamente por um radiologista certificado, utilizando os marcadores
radioativos para a localizacdo anatdbmica baseando-se na correlacdo com as
radiografias. A persisténcia no local do transplante foi quantificada ao longo do
tempo. A regido de interesse foi desenhada utilizando a ferramenta “free-hand
region of interest (ROI)” de um software de visualizacdo DICOM (Osirix
Foundation, Geneva, Switzerland). A persisténcia foi definida como a razéo das
contagens detectadas, corrigidas, na ROl em cada ponto de tempo, dividido

pelo numero de contagens inicialmente presentes na ROI.

5.3.1.5 Acompanhamento dos animais

O sangue foi coletado através da puncao da veia jugular e o LCR foi
coletado de acordo com cada grupo (LS e AO), antes e apds o transplante das
CTM-TA (dia 0 e no dia 30, ao final do estudo). Os exames clinicos
neurolégicos completos foram realizados duas vezes por semana, no entanto
os animais foram observados diariamente por 30 dias (final do estudo).

Exames de sangue foram submetidos ao laboratério de hematologia do
VMTH para um hemograma completo e perfil bioquimico. O LCR foi submetido
ao laboratério de hematologia do VMTH para uma analise de fluidos e

concentracdo de proteina.
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5.3.2 Seguranca de transplantes intratecais sucessivos de CTM através

do espaco C1-C2 em animais sadios

Esta etapa foi realizada na UNESP-Botucatu. Nessa fase, foram utilizados
16 equinos de ambos os sexos, divididos aleatoriamente em quatro grupos:
grupo controle (GC=4), grupo tratado com CTM-MO (GTMO=4), CTM-TA
(GTTA=4) e CTM-CU (GTCU=4) alogénicas. Estes animais foram considerados
saudaveis com base na avaliagdo de exames clinicos, analise hematoldgica e
do liquido cefalorraquidiano (LCR).

No grupo GC foi administrado DPBS, e nos demais grupos foram
administrados uma suspensdo de 50 milhdes de CTM, por via intratecal pelo

espaco C1-C2, totalizando trés aplicagdes com intervalo de 30 dias.

5.3.21 CTM utilizadas

CTM-TA, CTM-MO e CTM-CU de baixa passagem (P2-P4) alogénicas
foram utilizadas para o transplante. Estas CTM foram obtidas do banco de
células do LANCA - UNESP Botucatu, jA previamente -caracterizadas
(diferenciacdo em linhagem mesenquimal, marcadores de superficie)
(BARBERINI et al., 2014).

As células foram descongeladas e expandidas em cultura para a
concentracdo final de 50 milhdes de CTM. Anteriormente ao transplante, as
CTM foram tripsinizadas, lavadas 3 vezes com Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline (DPBS), contadas e ressuspendidas em 3ml de DPBS (total de 50
milhdes de células). As CTM foram mantidas refrigeradas até o momento do

transplante.

5.3.2.2 Coleta do LCR e transplante de CTM

O LCR foi coletado do espaco subaracnoideo entre as vértebras C1-C2
de acordo com a técnica ja descrita (PEASE; BEHAN; BOHART, 2012), com
pequenas modificacbes Para isso, os animais foram sedados com detomidina
(10-20 pg/kg intravenoso) e morfina (0,05 mg/kg intravenoso). Em posicao

quadrupedal, uma area de 15x15 cm, centrada sobre o espaco das vértebras
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C1-C2, foi tricotomizada e preparada assepticamente com clorexidine e alcool
para puncao estéril. Foi realizada a infiltracdo da pele e do tecido subcutaneo
com anestésico cloridrato de lidocaina 2%, utilizando um bloqueio em bot&o.
Com ajuda da ultrassonografia (MyLab™30Gold VET), o espago subaracndide
entre C1-C2 foi localizado (Figura 1), uma agulha espinhal de 25Gx90mm foi
inserida e o LCR aspirado com auxilio de uma seringa de 3mL.

O LCR foi acondicionado em trés tubos estéreis sem anticoagulante, e
enviados para analise laboratorial (analise de fluidos e concentragdo de proteina)

no Laboratério Clinico Veterinario da UNESP-Botucatu.

Ligamento amarelo

Espaco subaracndide

Medula espinhal

FIGURA 1: Imagem ultrassonogréfica do espaco entre as vértebras C1-C2, utilizada para a
coleta de LCR e o transplante de CTM em equinos, demonstrando a musculatura, ligamento
amarelo, espaco subaracnéide e medula espinhal.

Logo apds este procedimento, o PBS (3 ml) ou as CTM (50 milhdes em 3
ml), de acordo com os respectivos grupos ja descritos, foram transplantados pela

mesma via.
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Os cavalos foram mantidos na Clinica de Grandes Animais da UNESP-
Botucatu durante 24 horas apds o transplante e apds este periodo, 0s animais

retornaram aos piquetes.

5.3.2.3. Acompanhamento dos animais

Os exames clinicos e neurolégicos completos foram realizados previamente
a cada transplante, diariamente na primeira semana, e duas vezes por semana
nas demais semanas apo0s cada transplante, no entanto os animais foram
observados diariamente.

Os animais foram avaliados pelo mesmo veterinario (capacitado para
realizar o exame neurolégico) em todos os momentos. Para isso, foi avaliada a
integridade encefalica, medular e dos nervos periféricos através da avaliagdo do
estado mental, do comportamento, da posicdo e coordenacdo da cabeca, da
integridade dos pares de nervos cranianos, da locomocéao, da coluna vertebral da
regido cervical até a sacral e dos membros toracicos e pélvicos.

As amostras para realizacdo dos exames hematoldgicos foram colhidas
imediatamente antes de cada transplante (PBS/CTM), e posteriormente no 1° e
3° dias ap0s cada aplicacéo intratecal.

O LCR foi avaliado nos seguintes momentos: MO-imediatamente antes
do primeiro transplante; M30 - imediatamente antes do segundo transplante (30
dias apés MO0); M60 - imediatamente antes do terceiro transplante (30 dias
apos M30); e M90 - 30 dias apés M60 (final do estudo).

As amostras sanguineas e do LCR foram encaminhadas para o
Laboratorio Clinico Veterinario da UNESP-Botucatu para anélise.

5.3.3 Analise da eficacia do transplante das CTM em animais doentes

Nessa fase, foram utilizados 9 equinos com incoordenacdo motora
cronica (GD=9) como sequela de mieloencefalite equina por protozoario (MEP),
referenciados por veterinarios. O tratamento com as CTM bem como o
acompanhamento foram realizados no local onde os animais se encontravam.

Foram utilizadas 50 milhdes de CTM-TA alogénicas provenientes do

banco de células do LANCA — UNESP Botucatu, por via intratecal através do
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espaco entre as vértebras C1-C2, mediante sedacdo e com o animal em
estacdo, totalizando trés aplicagdes com intervalo de 30 dias, conforme ja
descrito.

A preparacdo das CTM-TA para o transplante, a coleta do LCR e o
transplante das CTM-TA foram realizados conforme descrito anteriormente, na
Fase 2. Com a unica diferenca de ter sido utilizado o ultrassom Edan U50
Portable Ultrasound System VET, para esta etapa da pesquisa.

Estes animais foram avaliados por exames clinicos, neurolégicos, bem
como analise hematoldgica e do liquido cefalorraquidiano (LCR) nos seguintes
momentos: MO-imediatamente antes do primeiro transplante; M30 -
imediatamente antes do segundo transplante (30 dias apés MO0); M60 -
imediatamente antes do terceiro transplante (30 dias apés M30); e M90 - 30

dias ap6s M60.

5.3.3.1 Selecao dos animais acometidos por sequelas de MEP

Os animais foram selecionados através dos seguintes critérios:
diagnéstico laboratorial positivo para MEP (SAG ELISA), ja ter sido tratado com
drogas antiprotozoarias por pelo menos 30 dias, e estar apresentando sinais
neuroldgicos. Os dados de cada animal utilizado nesta etapa do estudo estdo

apresentados na Tabela 1.

TABELA 1

Dados dos animais com sequelas de MEP

Idade
Identificacdo  Sexo (anos) Raca Peso (kg) Exame laboratorial para MEP
1 M 6 QM 413 Soro: positivo 2+. Titulo 1:500
2 M 10 BH 500 Liquor: positivo 1+. Titulo 1:2,5
3 F 23 QM 450 Soro: positivo 3+. Titulo 1:1000
4 F 16 QM 430 Liquor: positivo 2+. Titulo 1:5
5 F 5 oM 500 Soro: positivo 1+. Titulo 1:250
6 M 13 SRD 390 Liquor: positivo 2+. Titulo 1:5
7 M 10 SRD 350 Liquor: positivo 5+. Titulo 1:40
8 F 25 BH 480 Soro: positivo 1+. Titulo 1:250
9 F 6 BH 560 Soro: positivo 2+. Titulo 1:500
Média 10,146 452,5+60,8
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5.3.3.2 Acompanhamento dos animais

Foi realizado exame clinico completo (frequéncia cardiaca, respiratoria,
temperatura, mobilidade intestinal, tempo de preenchimento capilar, palpacgéo
de linfonodos, coloracdo das mucosas) previamente a cada inoculacao de CTM
e 30 dias ap0s a ultima aplicagao.

A avaliacdo do sistema nervoso central e periférico foi realizada
conforme descrito por (LUNN; MAYHEW, 1989). Os animais foram avaliados
pelo mesmo veterinario (capacitado para realizar o exame neurolégico) em
todos os momentos. Para isso, foi avaliada a integridade encefalica, medular e
dos nervos periféricos através da avaliacdo do estado mental, do
comportamento, da posicdo e coordenacdo da cabeca, da integridade dos
pares de nervos cranianos, da locomocgao, dos reflexos espinhais, da coluna
vertebral da regido cervical até a sacral e dos membros toracicos e pélvicos,
previamente a cada transplante de CTM e 30 dias ap6és a ultima aplicacéo.

Os graus utilizados para a avaliacdo da incoordenacdo motora estéo
descritos no Quadro 2 (LUNN; MAYHEW, 1989).

QUADRO 2

Grau de locomocdao e postura do equino com incoordenac¢éo motora

Grau Caracteristicas

0 padrdo normal de locomogéo

1 déficits dificilmente observados durante a locomogédo em linha reta, mas confirmados
apos a realizacdo de manobras especiais

2 déficits facilmente observados durante a locomog¢éo em linha reta e exacerbados
durante a realiza¢do de manobras especiais

3 o animal pode cair quando manobras especiais sdo realizadas e geralmente
apresentam posturas anormais mesmo quando parado
guedas espontaneas durante a locomocao
decubito permanente

Foram realizadas as seguintes manobras especiais: andar e trotar em
linha reta, afastar, andar em circulos, descer e subir rampas, passar por

obstéculos, andar com pescoco estendido, deslocamento lateral da garupa.
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Os exames hematolégicos e do LCR foram realizados imediatamente
antes de cada transplante (MO, M30, M60), e apés 30 dias do ultimo transplante

(M90). As amostras foram analisadas por diferentes laboratérios clinicos.
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5.4Anélise estatistica

Primeiramente a distribuicdo de todas as variaveis foi avaliada com
testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e andlises graficas. Para a andlise dos
parametros da caracterizacdo por citometria de fluxo, foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis com poés teste de Dunns, para determinar as diferencas nas
medianas das variaveis entre as fontes de CTM. Para os resultados da co-
incubacdo com LCR, foi realizada uma Andlise de Variancia com medidas
repetidas, seguida por Tukey para confrontar as médias dos resultados obtidos
nas diferentes fontes de CTM e tratamentos. Para o estudo comparando as
vias LS e AO, os parametros do LCR antes e apds o transplante de CTM-TA
foram comparados utilizando o teste T student pareado. Para o experimento
com transplantes pela via entre as vértebras C1-C2 (GS e GD) foi utilizado o
teste de Friedman com pés teste de Dunns. Para os animais saudaveis foram
comparados a mediana dos parametros entre as fontes de CTM e os
momentos, e para os doentes foi verificado se houveram diferencas das
medianas entre os diferentes momentos avaliados. Para todas as analises
foram consideradas diferencas estatisticas quando p<0,05. Foram utilizados os
softwares Graphpad Prism 5.0 (GraphPad, 2007') e o Statistical Analysis
Software — SAS versdo 9.3 (SAS Institute, 2011?).

! GraphPad Software, Inc. 2007. Prism (Data analysis software system), version 5.0
Software e Guia do Usuario. Disponivel em: <http://www.graphpad.com>.

2 SAS Institute. 2011. SAS/STAT User's Guide. Version 9.3, SAS Institute Inc., Cary,
NC.



6 RESULTADOS

6.1 Fasel

6.1.1 Diferenciacao neural

6.1.1.1 Imunocitoquimica

As CTM-TA controle (sem indugao neural) mostraram-se positivas para GFAP,
nestina e vimentina, e apo6s a inducdo com os diferentes protocolos houve uma
mudanca nesta marcacao. ApO0s o protocolo 1, inducédo para astrécitos e células da
glia, as células foram positivas para GFAP (células da glia) e nestina (precursores
neurais), confirmando a linhagem glial, e levemente para vimentina. Ap6s a inducéo
pelo protocolo 2, inducéo para neurdnios, houve marcacdo positiva para nestina porém
nao houve marcagao para -l tubulina (neurénios), mostrando uma falha na completa
diferenciacdo ou que as células estavam em um estagio mais avancado da
diferenciacdo. Apos o protocolo 3, utilizando LCR, as células foram positivas para
GFAP (células da glia) e nestina (precursores neurais) e levemente para B-11l tubulina
(neurdnios) e vimentina (células mesenquimais), mostrando uma possivel diferenciacéo

para  células mais primitivas e células da glia (Figura  2).
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FIGURA 2: Imunocitoquimica para GFAP, B-1Il tubulina, nestina e vimentina nas CTM-TA submetidas a
trés protocolos diferentes para a diferenciacao neural. 1: protocolo 1; 2: protocolo2; 3: protocolo 3. N=3
réplicas biologicas. Aumento 10x.

As CTM-MO controle também se mostraram positivas para GFAP, nestina e
vimentina, e apds a inducdo com os diferentes protocolos houve uma mudanca nesta
marcacgao. Apds o protocolo 2, indugdo para neurbnios e células da glia, as células
foram positivas para GFAP (células da glia), nestina (precursores neurais) e B-IlI
tubulina (neurbnios), confirmando a linhagem glial e neurbnios, e levemente para
vimentina; apds o protocolo 1, inducdo para astrécitos, e protocolo 3, utilizando LCR,
houve marcacdo positiva para todos os marcadores, mostrando uma possivel
diferenciagdo em diversos tipos neurais, ou que a MO possui maior capacidade em

expressar marcadores neurais de superficie (Figura 3).
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FIGURA 3: Imunocitoquimica para GFAP, B-1ll tubulina, nestina e vimentina nas CTM-MO submetidas a
trés protocolos diferentes para a diferenciagéo neural. 1: protocolo 1; 2: protocolo 2; 3: protocolo 3. N=3

réplicas

biolégicas. Aumento 10x.

As CTM-CU controle (sem inducao neural) (Figura 4) e ap6s a inducdo neural

utilizando LCR (Figura 5) expressaram os marcadores GFAP, B-1ll tubulina, S100 e

MAP2.
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FIGURA 4: Expressao dos marcadores neurais -1l tubulina, GFAP, MAP2 e S100 em CTM-CU através
da técnica de imunocitoquimica.N=3 réplicas biolégicas. Aumento 10x.
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induzidas a neurodiferenciacdo com LCR, através da técnica de imunocitoquimica. N= 3 réplicas
bioldgicas. Aumento 10x.

6.1.2 Citometria de fluxo para marcadores embrionérios e neurais

As CTM-MO, TA e CU sem inducdo neural, foram avaliadas por citometria de
fluxo. As CTM-MO foram negativas (%<4%) para todos os marcadores. As CTM-TA
apresentaram baixa marcacdo para [B-lll tubulina e para os marcadores de
pluripoténcia, e ndo marcaram os anticorpos neurais MAP-2 e GFAP (%<4%). As CTM-
CU apresentaram marcagdo para Nanog (>50%), baixa marcacdo para Oct-4, B-llI
tubulina e GFAP, e foram negativas para TRA 1-60, TRA 1-81 e MAP-2 (<4%). Porém,
s6 houve diferenca estatistica entre os grupos de CTM para a marcacdo de TRA 1-60,
sendo que as CTM-TA apresentaram marcacao superior as CTM-MO (Figura 6).
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FIGURA 6: Médias percentuais de marcagdo das CTM-MO, CTM-TA e CTM-CU para marcadores de
pluripoténcia e neurais pela técnica de citometria de fluxo. Letras distintas diferem (p<0,05).

6.1.3 Imunocitoquimica para fatores de crescimento

As CTM-CU expressaram marcacao positiva para PDGF e PDGFR, e leve
marcagcao para VEGF e VEGFR. As CTM-MO foram positivas para os marcadores

PDGF, PDGFR e VEGF, e apresentou marcacéo negativa para VEGFR. E as CTM-TA
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foram positivas para os marcadores PDGF e PDGFR, e apresentaram baixa marcacao
para VEGF e VEGFR (Figura 7).

. controle

STy T =

FIGURA 7: Avaliacéo da expresséo dos marcadores VEGF, VEGFR, PDGF e PDGFR em CTM-CU, MO
e TA. Aumento 10x.
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6.1.4 Co-incubacédo com LCR

6.1.4.1 Imunofenotipagem

A co-incubagcdo com LCR normal e de animais doentes ndo alterou a
imunofenotipagem das CTM-MO e CTM-TA. As CTM expressaram CD90 (>95%) e
uma expressao muito baixa de MHC-II (<2%) antes e ap0s a co-incubacdo com LCR.
Demonstrando assim, que a presenca de LCR ndo alterou as caracteristicas

imunofenotipicas das CTM.

6.1.4.2 Proliferacéo e viabilidade

As CTM-MO e CTM-TA apresentaram boa proliferacdo na presenca de LCR
(Figura 8). Sendo que as CTM-MO co-incubadas com LCR apresentaram maior
proliferacéao (p=0,0318) do que as CTM-MO cultivadas em meio de cultura celular.

As CTM-MO e CTM-TA se apresentaram viaveis no cultivo com adicdo de LCR

(>90%).
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FIGURA 8: Avaliacdo da proliferacdo de CTM-TA e CTM-MO em meio de cultura e co-incubadas com
com LCR. MO: CTM-MO; TA: CTM-TA; CTM: CTM cultivadas com meio de cultura; CTM+LCR: CTM co-
incubadas com LCR. Letras distintas diferem estatisticamente.

6.1.4.3 Secrecdo das CTM

As CTM-MO secretaram mais TGF-p e IL-6, esta apds a ativagdo com LPS, do
gue as CTM-TA. No entanto, s6 houve diferenca (valor p=0,0159) na secrec¢éo de TGF-
B entre os grupos (CTM-MO e CTM-TA), e ndo entre os tratamentos (CTM e
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CTM+LCR). Por outro lado, as CTM-TA secretaram mais PGE2 do que as CTM-MO,
apos ativacdao com LPS, porém soO houve diferenca (valor p=0,0275) entre 0s grupos

(CTM-TA e CTM-MO), e nédo entre os tratamentos (CTM e CTM+LCR) (Figura 9).
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FIGURA 9: Avaliacéo da secrecao de TGF-B, PGE2 e IL-6 das CTM-MO e CTM-TA ap0ds a co-incubacéo

com LCR, com ou sem ativacao com LPS. IL-6 e PGE2 s6 foram secretadas apés ativacdo com LPS.
Letras distintas diferem estatisticamente. N=5 para cada teste.
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6.1.4.4 Migracao celular

As CTM-MO e CTM-TA mantiveram suas propriedades migratérias na presenca
de LCR.

Mas em geral, as CTM-MO parecem apresentar um potencial migratério maior
do que as CTM-TA, tanto na presenca como na auséncia de LCR. Porém s houve
diferencas (p<0,05) entre os controles negativo e positivo das CTM-MO, e entre os
controles positivos da CTM-MO e CTM-TA (Figura 10).
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FIGURA 10: Avaliagao da migracgéo celular pelo ensaio de invasédo nas CTM-MO e CTM-TA cultivadas
com LCR. Letras e simbolos iguais diferem estatisticamente (p<0,05).

6.2 Fase 2
6.2.1 Comparacao entre administracao LS e AO
6.2.1.1 Transplante intratecal das CTM
Os procedimentos de sedacdo e anestesia mostraram-se eficazes de acordo
com cada grupo. O transplante de CTM pela via LS e AO foi de facil execu¢cdo em

todos os cavalos, mostrando-se segura e sem complicagdes durante o procedimento

ou depois, e viavel, tanto com os animais anestesiados quanto em estacao.
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6.2.1.2 Imagens de cintigrafia

Imediatamente apos o transplante das CTM radiomarcadas pela via AO, o sinal
radioativo foi identificado com a intensidade méxima no local do transplante e
estendendo-se cranialmente para o aspecto caudal da depressdo craniana e
caudalmente ao nivel da vértebra cervical C2 (Figura 11). Uma hora ap0s o transplante,
o sinal radioativo estava presente ao nivel da primeira vértebra toracica, e em 5 horas o

sinal radioativo pode ser identificado por toda a coluna lombar (Figura 12).

FIGURA 11: Imagens cintigraficas obtidas imediatamente apds o transplante das CTM radiomarcadas
pelas vias AO (A) e LS (B). A area focal redonda de intenso sinal radioativo sdo marcadores externos
colocados na segunda vértebra cervical (C2), na 182 vértebra toracica (T18) e na terceira vértebra sacral
(S3). Allinha inferior mostra a fuséo das imagens cintigraficas com radiografias para ajudar na
localizacao anatémica das CTM.
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FIGURA 12: Imagens cintigraficas obtidas 5 horas apds o transplante das CTM radiomarcadas pelas vias
AO (A-F) e LS (G-I). Marcadores radioativos externos foram colocados na segunda vértebra cervical, na
primeira (T1), 7 (T7), 13 (T13) e 18 (T18) vértebras toracicas, bem como na terceira vértebra sacral (S3).
Apobs o transplante AO, o sinal radioativo pode ser observado por toda a coluna lombar, enquanto que
nenhuma distribuicdo cranial das CTM radiomarcadas pode ser observada apés o transplante LS.

Ao fim de 24 horas ap6s o transplante AO, o sinal radioativo estava ainda
presente, sendo mais intenso na coluna cervical cranial, mas um sinal fraco foi ainda
apreciado atingindo a coluna lombar. O sinal radioativo manteve-se mais intenso no
local do transplante durante todos os periodos de tempo analisados.

Apés o transplante lombo-sacro, o sinal radioativo foi imediatamente visivel ao
nivel da ultima vértebra lombar e sacral cranial (Figura 11). O sinal ao longo do tempo
se estendeu caudalmente ao final do espaco dural, mas apenas um minimo sinal
radioativo se estendeu cranialmente (Figura 12). O sinal ainda foi identificado em 24
horas ap6s o transplante.

Quando o transplante controle com o marcador livre pela via atlanto-occipital foi
realizado no cavalo 1, a distribuicdo do sinal radioativo e o tempo de progresséao foi
semelhante ao transplante das CTM radiomarcadas, com o sinal atingindo a é&rea
tor4cica cranial ap0s 1 hora, e a regido sacral apés 5 horas. Uma absor¢éo leve foi
evidente na glandula tiredide ap6s o transplante do controle. Isto ndo foi observado

com o transplante das CTM radiomarcadas.
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A quantificacdo da persisténcia no local do transplante (Tabela 2) demonstrou
diminuicdo ao longo do tempo. A persisténcia apos o transplante AO durante os tempos
posteriores foi menor do que apds o transplante LS. A persisténcia apds o transplante
do controle foi mais baixa em todos os tempos com excecao para as 24 horas.

TABELA 2
Quantificagcado da persisténcia (%) no local de transplante ao longo do tempo
AO LS AOC
TO 100 % 100 % 100 %
T 30 min 93 % 87 % 79 %
Tlh 80 % 85 % 58 %
T5h 37 % 48 % 32 %
T24h 13 % 18 % 21 %

AO: Atlanto-Occipital, LS: Lombo-Sacra, AO C: Atlanto-Occipital controle.

6.2.1.3 Acompanhamento clinico dos animais

N&o houve alteracdo nos exames sanguineos (hemograma completo e perfil
bioquimico) antes ou apos os transplantes de CTM e CTM radiomarcadas, para ambos
0s grupos AO e LS.

Os exames clinicos e neuroldogicos se mostraram normais antes e apdés o
transplante das CTM/CTM radiomarcadas.

Os resultados do exame do LCR (Tabela 3) mostraram, em dois cavalos, um
aumento de células nucleadas totais (26 e 13 células, respectivamente) e na
concentracdo de proteinas (85 e 121 mg/dL, respectivamente), apesar de nenhum dos

animais apresentarem alteracdes no exame clinico neurolégico.
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TABELA 3

Resumo dos achados do LCR pré e ap6s (30 dias) o transplante intratecal de CTM-TA

Local de Proteina Células Neutrofilos Células
coleta total nucleadas (%) mononucleares
(mg/dl) (célulasl/pl) (%)

Pré P6s Pré Pb6s Pré Pos Pré Pos
LS 84 72 13 7 0 10 59 89
LS 59 67 9 13 2 0 88 91
LS * 64 64 1 4 19 84 23 15
AO 88 121 1 6 a7 5 39 83
AO 55 81 <1 6 0 0 0 96
AO * 77 85 <1 26 0 1 0 90
Média 712 817 4.2 10.3 11.3 16.7 34.8 77.3
Valor P 0.18 0.21 0.72 0.06

Valores de referéncia: Proteina total=<100 mg/dl; Células nucleadas <8 céls/ul.
*~CTM marcadas com tecnécio; LS= lombo-sacro; AO= atlanto-occipital.

6.2.2 Seguranca do transplante intratecal de CTM através do espaco C1-C2 em
animais sadios

A coleta de LCR e o transplante das CTM através do espaco C1-C2 se mostrou
viavel pelo método proposto com o auxilio da ultrassonografia. Dentre os 16 animais
submetidos ao protocolo, em apenas 2 néo foi possivel a realizacdo do procedimento
devido os mesmos ndo permanecerem imoveis suficientemente, porém estes foram
substituidos.

N&o foi demonstrado nenhum efeito colateral apds trés inoculacbées com CTM
alogénicas. Todos os parametros realizados no exame clinico e neurolégico se
mantiveram dentro da normalidade para a espécie equina durante todos 0s momentos
(antes e ap6s o transplante de CTM), e em todos os grupos (GC, GTTA, GTMO e
GTCU). Nao houve alteracdes nos dados hematoldégicos em nenhum dos momentos
analisados em todos os grupos, todos os valores se mantiveram dentro da normalidade
para a espécie equina.

Poucas alteragBes foram encontradas na analise do LCR: aumento no nimero
de células nucleadas em 3 animais do GTA, 4 animais do GMO e 2 animais do GCU.
Também notou-se a presenca de células atipicas: linfocitos reativos em 1 animal do

GTA, 1 animal do GMO e 3 animais do GCU, e presenca de célula de Mott em 1 animal
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do GCU, embora 2 destes animais ndo apresentaram aumento no numero de células
nucleadas. Porém, mesmo com estas pequenas alteragcdes no LCR (sem diferenca
estatistica), todos os animais mantiveram os exames clinicos e neurologicos normais
durante toda a fase de avaliacao.

Os resultados estao descritos na Tabela 4.
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TABELA 4
Resultados do LCR de equinos saudaveis antes e apos os transplantes de CTM (continua)
Proteinas Sangue Céls Citologia

Animal Grupo Momento cor aspecto densidade (mg/dL) glicose oculto Pandy hemaceas nucleadas
Referéncia incolor limpido  1,004-1,008 5-100 +/++ neg 0-8
Natalia PBS MO incolor  limpido 1,004 67,8 ++ + neg 1 2

M30 incolor  limpido 1,006 44,2 ++ + neg 6 3

M60 incolor  limpido 1,006 39,7 ++ tracos neg 1 1

M90 incolor  limpido 1,006 30,7 ++ +++ neg 3 1
Ana lucia PBS MO incolor  limpido 1,004 60,2 ++ neg neg 2 0

M30 incolor  limpido 1,004 57,1 ++ + neg 5 2

M60 incolor  limpido 1,004 55,3 ++ neg neg 2 0

M90 incolor  limpido 1,004 46,9 ++ neg neg 2 0
Rombuda PBS MO incolor  limpido 1,004 41,9 ++ +++ neg 97 2

M30 incolor  limpido 1,006 45,5 ++ + neg 3 2

M60 incolor  limpido 1,004 32,7 ++ neg neg 2 1

M90 incolor  limpido 1,004 36,4 ++ +++ neg 5 1
Zeire PBS MO incolor  limpido 1,006 33,7 ++ +++ neg 1 1

M30 incolor  limpido 1,006 31 ++ ++ neg 4 1

M60 incolor  limpido 1,006 37 ++ tracos neg 3 1

M90 incolor  limpido 1,006 42,3 ++ neg neg 1 2
Diamante TA MO incolor  limpido 1,004 47,3 ++ + neg 5 1

M30 incolor  limpido 1,004 53 ++ neg neg 9 1

M60 incolor  limpido 1,004 52,4 + neg neg 1 20

M90 incolor  limpido 1,006 61,2 ++ + neg 0 12 LR
Sabrina TA MO incolor  limpido 1,004 74,4 ++ neg neg 0 0

M30 incolor  limpido 1,006 73,8 ++ neg neg 1 2

M60 incolor  limpido 1,006 65,6 ++ 4+ neg 124 14

M90 incolor limpido 1,004 71,7 ++ 4+ neg 2103 2




56

TABELA 4
Resultados do LCR de equinos saudaveis antes e apos os transplantes de CTM (continuacgao)
Proteinas Sangue Céls Citologia

Animal Grupo Momento cor aspecto densidade (mg/dL) glicose oculto Pandy hemaceas nucleadas
Hitler TA MO incolor  limpido 1,004 20,8 ++ neg neg 2 2

M30 incolor  limpido 1,006 39,3 ++ neg neg 0 0

M60 incolor  limpido 1,004 34,9 ++ 4+ neg 1160 9

M90 incolor  limpido 1,004 34,3 ++ neg neg 1 0
Arabe TA MO incolor  limpido 1,004 39,5 ++ neg neg 4 0

M30 incolor  limpido 1,006 20,4 ++ neg neg 4 0

M60 incolor  limpido 1,006 24 ++ + neg 1 0

M90 incolor  limpido 1,004 18,6 + neg neg 3 1
Tordilho MO MO incolor  limpido 1,006 2,3 ++ neg neg 0 0

M30 incolor  limpido 1,006 59,8 ++ neg neg 0 3

M60 incolor  limpido 1,004 55,3 ++ neg neg 4 12

M90 incolor  limpido 1,006 49,7 ++ neg NR 11 5
Baio MO MO incolor  limpido 1,006 43,4 ++ neg neg 0 0

M30 incolor limpido 1,006 49,7 ++ neg NR 1 1

M60 incolor  limpido 1,004 38,4 ++ neg neg 1 0

M90 incolor  limpido 1,006 22,2 ++ neg NR 0 9
Gigante MO MO incolor  limpido 1,006 56,7 ++ neg neg 1 0

M30 incolor  limpido 1,006 53,3 ++ neg NR 1 1

M60 incolor  limpido 1,004 58,8 ++ neg neg 5 2

M90 incolor  limpido 1,006 64,7 ++ 4+ neg 21750 18 LR
Mico Preto MO MO incolor  limpido 1,006 33,5 ++ neg neg 0 0

M30 incolor  limpido 1,004 33,7 + neg NR 0 5

M60 incolor  limpido 1,004 26,5 ++ neg neg 14 24

M90 incolor  limpido 1,006 36,2 ++ neg NR 3 1
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TABELA 4
Resultados do LCR de equinos saudaveis antes e apds os transplantes de CTM (concluséo)
Proteinas Sangue Céls Citologia

Animal Grupo Momento cor aspecto densidade (mg/dL) glicose oculto Pandy hemaceas nucleadas
Taticia CuU MO incolor  limpido 1,004 28,8 ++ neg neg 1 0

M30 incolor  limpido 1,006 38,6 ++ 4+ neg 635 6

M60 incolor  limpido 1,004 29,6 ++ neg neg 1 1

M90 incolor  limpido 1,006 36 ++ + neg 0 1 LR
Priscilla CuU MO incolor  limpido 1,006 44 ++ neg neg 8 0

M30 incolor  limpido 1,006 41,1 ++ + neg 2 0

M60 incolor  limpido 1,006 50,2 ++ + neg 0 3

M90 incolor  limpido 1,006 43,8 ++ neg NR 0 8 LR
Bianca CuU MO incolor  limpido 1,006 69,7 ++ neg neg 1 0

M30 incolor  limpido 1,006 60 ++ neg 2 2

M60 incolor  limpido 1,006 61 ++ neg 3 3

M90 incolor  limpido 1,006 66,5 ++ neg 0 2 LR e MOTT
Topéazio Cu MO incolor  limpido 1,006 60 ++ neg 11 1

M30 incolor  limpido 1,004 59,2 ++ neg neg 3 0

M60 incolor  limpido 1,006 69,2 ++ neg NR 0 2

M90 incolor  limpido 1,006 73,5 neg neg NR 1 10

LR= linfécitos reativos; MOTT=célula de Mott.
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6.2.3 Avaliacdo da eficacia do transplante intratecal de CTM em animais com

sequelas neurologicas de MEP

Todas as aplicagbes se mostraram seguras em animais com sequelas
neurolégicas com o protocolo escolhido de sedacéo e da técnica do transplante.

As andlises hematoldgicas demonstraram todos o0s valores dentro da
normalidade para a espécie equina durante todos os momentos avaliados.

Todos os animais apresentaram mudancgas no exame neurolégico, mesmo que
sutis, indicando uma melhora do estado neuroldgico inicial apés o transplante com as
CTM (Anexo 1). As avaliacdes neuroldgicas classificadas em graus de acordo com 0s
momentos estdo representadas na Figura 13, apesar de nao haver diferenca
estatistica, nota-se que houve uma tendéncia a diminuigdo do grau neuroldgico com o

passar dos momentos.
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FIGURA 13: Grau de locomocéo e postura do equino com incoordena¢do motora decorrente de MEP
durante os diferente momentos no periodo de tratamento com CTM-TA.

As alteracbes encontradas no LCR foram aumento no numero de células
nucleadas em 5 animais. Também notou-se a presenca de células atipicas: linfocitos
reativos em 6 animais, sendo que em 3 destes esta alteracéo foi encontrada antes de
iniciar o tratamento (M0), embora nenhum destes animais apresentaram aumento no
namero de células nucleadas. Porém, mesmo com estas alteragcbes no LCR (sem
diferenca estatistica), nenhum dos animas apresentou reacao adversa, e pelo contrario,
houve uma melhora na avaliacdo do quadro neuroldgico.

Os resultados do LCR estao descritos na Tabela 5.
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TABELA 5
Resultados do LCR de equinos com sequelas de MEP antes e apés os transplantes de CTM (continua)
Proteinas Sangue Céls Citologia
Animal Momento cor aspecto densidade (mg/dL) glicose oculto Pandy heméaceas nucleadas
Referéncia incolor limpido 1,004-1,008 5-100 +++ neg 0-8
1 MO incolor limpido 1,006 47,8 ++ neg neg 3 0
M30 incolor  limpido 1,006 44,4 ++ neg neg 2 1
M60 incolor  limpido 1,006 59,8 +t neg neg 0 2 LR
M90 incolor  limpido 1004 49 ** tragos neg 50 0
2 MO incolor  limpido 1,006 56 +t + neg 0 0 LR
M30 incolor  limpido 1,004 52 + neg neg 0 0
M60 incolor limpido 1,014 tracos tracos ++ neg 29 2
M90 incolor limpido 1,004 66,8 + neg neg 3 3
3 MO incolor limpido 1,004 40,7 ++ ++++ neg 0 0 LR
M30 incolor limpido 1,008 40,3 + neg neg 1 3
M60 incolor limpido 1,004 41,2 ++ +++ neg 1 11
M90 incolor limpido 1,006 41,7 ++ ++++ tragcos 5 3
4 MO incolor limpido 1,004 40,5 ++ tracos neg 2 2 LR
M30 incolor limpido 1,014 55,4 + neg neg 1 582
M60 incolor limpido 1,004 61,8 ++ ++++ neg 12 13
M90 incolor limpido 1,006 43,4 ++ ++++ tragcos 6 1
5 MO incolor  limpido 1,004 46,3 ++ neg neg 2 0
M30 incolor  limpido 1,006 67.4 ++ ++ neg 7 21
M60 incolor  limpido 1,006 tracos ++ +++ neg 3 40
M90 incolor  limpido 1,006 1+ + e neg 4750 70
6 MO incolor  limpido 1,005 48 + neg neg 0 0
M30 incolor limpido 1,006 56,6 ++ neg neg 12 0 LR
M60 incolor  limpido 1,006 57,1 ++ neg neg 8 0
M90 incolor  limpido 1,006 48,8 + neg neg 0 0




TABELA 5

Resultados do LCR de equinos com sequelas de MEP antes e apés os transplante de CTM (concluséo)
Proteinas Sangue Céls Citologia
Animal Momento cor aspecto  densidade  (mg/dL) glicose oculto Pandy heméceas nucleadas
7 MO incolor  limpido 1,005 36,9 + neg neg 0 0
M30 incolor  limpido 1,006 46,8 + neg neg 9 0 LR
M60 incolor  limpido 1,006 38,5 + neg neg 0 0
M90 incolor  limpido 1,005 39,9 t+ neg neg 1 0
8 MO incolor limpido 1,006 51,8 ++ neg neg 3 0
M30 incolor  limpido 1,006 37,2 + neg neg 1 3
M60 incolor limpido 1,004 53,3 ++ tracos neg 1 2
M90 incolor  limpido 1,004 62,8 + e neg 4 11
9 MO incolor limpido 1,006 46,3 ++ neg neg 12 0
M30 incolor  limpido 1,006 27 + + neg 3 3
M60 incolor  limpido 1,006 51,8 ++ neg neg 2 6
MO0 incolor limpido 1,004 46 ++ tragos neg 3 27

LR= linfécitos reativos.



7 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que as CTM de diversas fontes possuem
a capacidade de expressar marcadores de superficie neurais mesmo sem
inducdo neural, e de se diferenciar em células com fenoétipo neural-like apés
diferentes protocolos de inducédo neural, inclusive com a presenca de LCR
durante o cultivo. Esses resultados foram semelhantes aos demonstrados em
estudos anteriores (KUMAR et al., 2012; MAIA et al., 2012; TANG et al., 2012,
CRUZ VILLAGRAN et al., 2014; FARIVAR et al., 2015; GE et al., 2015).

Adicionalmente, o potencial terapéutico das CTM foi confirmado com a
expressao de marcadores de superficie, onde as CTM-CU e TA expressaram
marcagao positiva para PDGF e PDGFR, e leve marcagao para VEGF e
VEGFR. As CTM-MO foram positivas para os marcadores PDGF, PDGFR e
VEGF, e apresentou marcacdo negativa para VEGFR. Um estudo com CTM-
CU também demonstrou que nao houve a deteccdo de VEGF no meio
condicionado (KUCHROO et al., 2014). Outros achados indicam que as
vesiculas extracelulares (VE) liberadas por CTM-TA podem contribuir para a
angiogénese induzida pelas CTM-TA, e sugerem que o PDGF pode
desencadear a liberacdo das VE com maior potencial angiogénico (LOPATINA
et al., 2014).

Ao avaliarmos a marcacao das CTM pela técnica de citometria de fluxo
para marcadores de pluripoténcia e marcadores neurais, as CTM-MO
apresentaram uma marcac¢do muito baixa para todos os marcadores. Ja as
CTM-TA demonstraram uma maior marcacao dos anticorpos de pluripoténcia
do que as da CTM-MO, porém uma baixa expressdo dos marcadores neurais.
No entanto, as CTM-CU apresentaram maior marcacdo para 0S anticorpos
neurais, nanog, B-1ll tubulina e GFAP, e também uma baixa marcacao para os
marcadores de pluripoténcia. Ao utilizar a técnica de PCR, foi demonstrado que
CTM-SCU apresentaram expressao para Oct-4, nanog e Sox-2 (MOHANTY et
al., 2014), e CTM derivadas de diversas fontes, inclusive CTM-MO, TA e CU,
expressaram diversos marcadores de pluripoténcia (STANKO et al., 2014), o
que nao foi demonstrado pelo presente estudo. Ja para os marcadores neurais,

foi relatado que comumente as CTM de diversas fontes, inclusive do TA,
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expressam B-lIl tubulina (FOUDAH et al., 2014), o que também difere do nosso
estudo.

Quando cultivadas na presenca de LCR, as CTM mantiveram sua
viabilidade e imunofenotipagem, e ainda aumentaram sua capacidade
proliferativa e migratoria, sendo mais evidente nas CTM-MO. Outro estudo
também demonstrou que o LCR promove a proliferacdo, inibe a apoptose,
aumenta a velocidade migratéria e a distancia percorrida das CTM, fornecendo
informagBes sobre a eficacia clinica das CTM para o tratamento de patologias
do SNC (ZHU et al., 2014).

As CTM também secretaram interleucinas fundamentais para o papel
imunomodulatério no SNC, como TGF-B, IL-6 e PGE2. Levando em
consideracdo outro estudo que comparou CTM-MO, TA e SCU, este
apresentou uma producdo muito maior de IL-6 e PGE-2, porém somente apos
estimulacdo das CTM com fitohemaglutinina (PHA), e o TGF- B foi secretado
por todas as fontes sem a necessidade de estimulo (CARRADE et al., 2012).
Como no presente estudo utilizamos LPS como estimulo, este pode ser o
motivo da discordancia entre os resultados.

As CTM-MO secretaram mais TGF- do que as CTM-TA, e as CTM-TA
secretaram maior quantidade de PGE2 do que as CTM-MO, portanto pode ser
que haja uma diferenca no mecanismo de acédo dependente da fonte de CTM.
Estudos indicam que o TGF-B é de fundamental importancia no SNC, tanto
atenuando reacbes imunes (YOO et al., 2013), quanto protegendo contra a
neurodegeneracdo, atuando na manutencdo da integridade neuronal e na
regulacdo da ativacdo microglial (BRIONNE et al., 2003). Em um modelo de
trauma encefalico, o beneficio terapéutico correlacionou-se com a secrec¢do de
PGE2 pelas CTM antes do tratamento, sugerindo que a medicdo de PGE2
poderia ser um marcador de poténcia muito Util para criar um indice de eficacia
prevista das CTM para o tratamento desta enfermidade. A PGE-2 também &
um importante fator imunomodulador expresso pelas CTM, e também um
marcador valioso para a avaliacdo da eficacia terapéutica das CTM.
Adicionalmente, as CTM-MO secretaram maior quantidade de PGE2 do que as
CTM-TA (KOTA et al., 2017).

N&o ha um consenso sobre a melhor via para a administracdo de CTM
no sistema nervoso central (JOYCE et al., 2010). Estudos utilizaram de forma
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variavel transplantes pela via intravenosa (LEE et al., 2010), intratecal (WANG
et al., 2013), intranasal (DANIELYAN et al., 2009), intralesional e intracerebral
(SHYU et al., 2006). Teoricamente, a injecao intratecal poderia ser mais eficaz,
ja que as CTM néo teriam que passar pela barreira hematoencefalica (BHE).
Sendo assim, varios estudos relataram efeitos benéficos apds administracdo de
CTM pela via intratecal para doencas do SNC (LINDVALL; KOKAIA, 2006;
HARRIS et al., 2012; COHEN, 2013; KARUSSIS; PETROU; KASSIS, 2013;
SAHRAIAN et al., 2014; JAROCHA et al., 2015) e utilizando CTM alogénicas
(LIANG et al., 2009; YANG et al., 2010; DIEZ-TEJEDOR et al., 2014).

Neste estudo, o transplante pelas vias AO, LS e entre C1-C2 foi
tecnicamente facil e seguro de se realizar, sem efeitos colaterais demonstrados
nos cavalos. A distribuicdo caudal das CTM marcadas apds o transplante AO e
a falta de distribuicdo cranial apos o transplante LS sugerem que as células
estdo progredindo na direcdo do fluxo de LCR, na auséncia de qualquer leséo
identificada da medula espinhal.

A menor persisténcia no local do transplante AO quando comparado ao
LS é consistente com a avaliagdo subjetiva da migracdo das CTM. A migracao
caudal de CTM transplantada pelo espaco AO é provavelmente responsavel
por esta menor persisténcia.

A persisténcia relativamente baixa as 24 horas também observada com
o transplante LS, apesar da falta de migracdo local demonstrada, € semelhante
a persisténcia que foi relatada com ap6és o transplante intralesional de CTM no
tenddo flexor digital superficial de equino (24% as 24 horas) (SOLE et al.,
2013). Isso pode ser devido a distribuicdo sistémica das CTM apés o
transplante, mas também pode refletir uma limitacdo da técnica de
rastreamento. A persisténcia sub-6tima foi demonstrada apds o transplante de
CTM marcadas com 99mTc-HMPAO em cédes (SPRIET et al., 2015). Embora
seja mais dificil demonstrar em cavalos devido a limitagcdes fisicas na imagem
do corpo inteiro (tamanho e atenuacdo do sinal), é provavel que a persisténcia
medida seja uma subestimac¢do da persisténcia real das CTM devido a perda
de marcacéao de algumas células.

A preocupacdo com a presenca de marcador livre foi a justificativa para
a realizagcdo de um animal controle. A distribuicAo semelhante das CTM

radiomarcadas e o marcador livre sugerem que ambos estdo se distribuindo
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seguindo o fluxo do LCR. A menor persisténcia inicial do marcador livre pode
ser explicada por uma distribuicdo mais rapida ou maior absorcdo sistémica
que pode ser explicada pelo menor tamanho do marcador em comparagdo com
as CTM. A maior persisténcia as 24 horas com marcador livre pode ser
explicada pela fixacao de alguns dos marcadores em células locais. A absorcéo
na regido da tireoide observada com o transplante controle confirma a
distribuicdo sistémica do marcador livre e a absorcdo do tecnécio livre pela
glandula tiredide.

A puncédo atlanto-occipital é a via de administracdo preferencial para
facilitar a obtencéo da maior concentracdo de CTM na area cervical. Dado que
ambas as vias sdo seguras, determinar o melhor local para o transplante das
CTM deve levar em conta a seguranca para o cavalo (por exemplo, a anestesia
geral ndo é necesséria para a pungdo LS e pode ser mais segura para 0s
animais que apresentam sinais neurologicos) e a localizacdo da lesdo
(JOHNSON; CONSTANTINESCU, 2000; ALEMAN et al., 2007). Porém,
embora a pungcdo AO seja rotineiramente realizada sob anestesia geral
(SCHWARZ; PIERCY, 2006), foi relatado a pungéao entre o espago C1-C2 no
cavalo em estacdo com sedacdo apropriada (PEASE; BEHAN; BOHART,
2012), sendo que utilizamos todas as vias no presente estudo.

A utilizacdo da via entre as vértebras C1-C2 para transplante de CTM
se mostrou viavel e reprodutivel de ser realizada a campo, inclusive com
animais apresentando alteracdes neuroldgicas. Por ser uma via realizada com
o animal em estacdo, com sedacéo, foi a via de escolha para a utilizacdo em
animais com sequela neurolégica, evitando assim a anestesia geral (para
puncéo AO) e as dificuldades de posicionar o animal pela via LS quando este
apresenta alteracdo neurolégica.

A via entre C1-C2 foi muito segura de ser realizada, mesmo para
diversos transplantes no mesmo animal, sendo de maior facilidade quando
comparada com as vias AO e LS, no entanto, requer o auxilio de
ultrassonografia.

Ainda ndo se sabe a melhor fonte ou dose para se utilizar na terapia
celular visando efeitos benéficos no sistema nervoso. Nosso estudo
demosntrou que as CTM-MO, TA e CU possuem caracteristicas relativamente

semelhantes, e as que séo distintas n&do selecionaram uma melhor fonte.
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Todas as fontes foram seguras de serem sucessivamente transplantadas, no
entanto, optamos por utilizar as CTM-TA para a terapia clinica devido sua
facilidade de obtencéo e de rapido crescimento in vitro.

Adicionalmente, a terapia alogénica com CTM-TA se mostrou eficaz no
tratamento de sequelas neuroldgicas decorrente de mieloencefalite equina por
protozoario (MEP), apesar de n&o ter sido demonstrada diferenca (p>0,05),
todos os animais apresentaram melhora desde o inicio do tratamento. Do
mesmo modo, diversos estudos tem demonstrado a eficacia da terapia com
CTM para enfermidades do SNC (HARRIS et al., 2012; JAROCHA et al., 2015;
ZEIRA et al., 2015; CHUNG et al.,, 2016; CUI et al., 2017). Alguns animais
(3/9) apresentavam enfermidades concomitantes com a sequela de MEP, como
pneumonia, artrose e escoliose, o que dificultou a avaliacdo neurolégica.
Adicionalmente, o grupo de animais com sequela de MEP foi bem heterogéneo,
contendo desde casos cronicos (anos de evolucdo) a mais recentes (meses), e
sinais neurolégicos com graus muito diversos, com animais iniciando o
tratamento com grau 3, e a0 mesmo tempo outros animais iniciando com grau
neurologico 1. Essa heterogeneidade dificultou a andlise estatistica dos
resultados, bem como o entendimento da terapia com as CTM propostas, pois
nao pudemos concluir em quais momentos (agudo ou crdnico) ou grau
neurolégico a terapia seria mais eficaz.

A dose terapéutica ideal para o SNC também nédo é conhecida, havendo
uma grande divergéncia na literatura: 2 e 5 transplantes pela via intratecal com
doses de 2-10 milhdes de células a cada 3 meses (HARRIS; VYSHKINA;
SADIQ, 2016); uma unica aplicacdo na dose de 2 milhdes de células via
intratecal, 4 milhdes de CTM via intra-arterial e de 500 mil células/kg via
intravenosa (ZEIRA et al., 2015); 2 milhdes de células pela via intravenosa (CUI
et al., 2017). Na busca de uma dose compativel com equinos, optamos por
testar a seguranca com 100 milhdes de CTM, e para a eficacia clinica
utiizamos 3 transplantes com 50 milhdes de CTM. Os resultados do nosso
estudo demonstraram que uma dose alta € segura, e a dose terapéutica
sugerida pode ser eficaz, porém é necessario um estudo homogéneo com um
maior numero de animais para um completo entendimento de como as CTM

estariam demonstrando maiores efeitos benéficos para esta enfermidade.
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Contudo, o presente estudo demonstrou que as CTM sdo uma
possibilidade de terapia para as enfermidades do SNC, pois seu
comportamento na presenca de LCR demonstra efeitos positivos. E uma
terapia segura mesmo em sucessivas doses, e ainda eficaz para sequelas
crobnicas em medula espinhal decorrentes da MEP. Adicionalmente, o
transplante pela via intratecal através do espaco entre C1-C2 demonstrou ser
mais viavel para ser realizado a campo e em animais que apresentam sinais

neurologicos.



CONCLUSOES GERAIS

- As CTM-MO, CTM-TA e CTM-CU néo apresentaram nenhuma
caracteristica distinta para que pudesse ser escolhida uma fonte
principal para a terapia do SNC

- As CTM demonstraram a manutencdo de suas propriedades quando
cultivadas na presenca de LCR, demonstrando que sua utilizagdo no
SNC é viavel

- ApoOs o transplante em animais saudaveis pela via AO, as CTM se
distribuiram ao longo de todo o espaco subaracnodide, em contrapartida,
apos o transplante pela via LS as CTM permaneceram no local do
transplante, sugerindo que a via AO seria melhor para a distribuicdo das
CTM no SNC

- O transplante intratecal de altas doses (100 milhdes) de CTM é seguro
tanto pela via lombo-sacra (LS) quanto pela via atlanto-occipital (AO)

- Transplantes sucessivos (3 aplicagdes) de 50 milhdes de CTM utilizando
0 espago entre as vertebras C1-C2 com o animal em estagédo € seguro
em animais sadios e com sequelas neurolégicas, e viavel de ser
realizada a campo, nao inferindo riscos ao animal

- A terapia com 3 doses de 50 milhdes de CTM-TA alogénicas com
intervalo de 30 dias, apresentou efeitos positivos na melhora clinica de

sequelas neurolégicas em decorréncia de MEP em equinos
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ABSTRACT

Background: Mesenchymal stem cells (MSC) are a promising therapy in
humans and animals with neurologic diseases due to their immunomodulatory,
anti-inflammatory, neuroprotective and neuroregenerative potential. It is
currently unknown if intrathecal administration of a high dose of allogeneic MSC
Is safe and if MSC migrate throughout the vertebral canal, regardless of location
of administration. Large animal models can often provide more relevant pre-
clinical information on safety, cell dose, route of administration and stem cell
movement in vivo to inform human clinical trials. The aims of this study were to
evaluate the safety of intrathecal injection of high dose allogeneic adipose
derived-MSC (ASC) and to assess the distribution of ASC after atlanto-occipital
(AO) and lumbosacral (LS) injection. We hypothesized that intrathecal injection
of allogeneic ASC would be safe and that ASC would distribute throughout the
subarachnoid space after both LS and AO injection.

Methods: Six healthy horses received 100 x 10° allogeneic ASC via AO (n=3)
or LS injection (n=3). For 2 of these horses, ASC were radiolabeled with
Technetium and injected AO (n=1) or LS (n=1). Scintigraphic images were
obtained immediately post-injection and at 30 mins, 1 h, 5 h and 24 h after
injection. Neurological examinations were performed daily and blood and
cerebrospinal fluid (CSF) were evaluated prior to and 30 days after injection.
Results: There were no significant alterations in blood, CSF or neurological
examinations at any point after either AO or LS ASC injection. Radioactive
signal could be identified all the way to the lumbar area after AO ASC injection.
After LS injection, the signal extended caudally but only minimal radioactive

signal extended further cranially.
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Conclusions: The intrathecal injection of allogeneic ASC was safe and easy to
perform in horses. The AO administration of ASC resulted in better distribution

within the entire subarachnoid space in healthy horses.

Keywords: mesenchymal stem cells; intrathecal, neurology; scintigraphy;

adipose tissue; cerebrospinal fluid

BACKGROUND

Mesenchymal stem cells (MSC) are a promising alternative therapy in
humans and animals with neurologic diseases due to their immunomodulatory,
anti-inflammatory, neuroprotective and neuroregenerative potential [1-6].
Several neurological disorders in humans have raised particular interest for
stem-cell based therapy and have been studied in experimental studies and
clinical trials [7-13]. Horses suffer from a wide range of traumatic, degenerative,
inflammatory and infectious diseases and disorders of the nervous system that
can result in a range neurological problems and can result in euthanasia [14-
17]. These neurological disorders affecting the spinal cord can present a
therapeutic challenge [14, 15, 18, 19] and many horses have ongoing
neurological sequelae post therapy.

Preliminary studies have demonstrated the safety of intrathecal MSC
administration in rats [20], humans [21], dogs [22], rabbits [23] and horses (low
dose, autologous, bone marrow derived) [24]. MSC could potentially be
administered intrathecally to horses at 3 different sites: atlanto-occipital (AO)
[25] cisterna, intervertebral space between first and second cervical vertebrae

(C1-C2) [26], and lumbosacral (LS) space [25]. Site selection could depend on
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neuroanatomical localization of lesions (administration site preferred closest to
the lesion), clinician’s expertise, patient cooperation, and pharmacological
protocol (e.g. sedation versus general anesthesia) [27]. It is currently unknown if
MSC administered intrathecally would be able to migrate throughout the
subarachnoid space. Developing protocols to administer allogeneic MSC would
permit immediate cell therapy in acute and subacute neurological diseases and
would eliminate variation in ex vivo expansion that can hinder autologous cell
use, especially in older animals and humans [28]. These types of pre-clinical
pilot studies in large animals can help determine safety of regenerative
medicine therapies and define ideal cell dose, route of administration and
expectations for cell trafficking after cell administration prior to human clinical
trials [29].

The objectives of this study were to 1) determine if the intrathecal
administration of a relatively high number of allogeneic ASC (100 x 10°) would
be well-tolerated in healthy horses and 2) assess the distribution of ASC after
both LS and AO administration using scintigraphy. We hypothesized that
intrathecal administration of allogeneic ASC into healthy horses would be safe,
as measured by clinical neurological evaluation, bloodwork and cerebrospinal
fluid (CSF) analysis, and that ASC would distribute throughout the subarachnoid

space after both LS and AO injection.

METHODS

Animal Selection

Six clinically healthy adult mares of Thoroughbred (n = 2), Quarter Horse

(n = 2), and Warmblood (n = 2) breeds from Center of Equine Health (CEH), UC
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Davis were selected for the study. The mares’ age ranged from 6 to 21 years of
age (mean 12 years). The protocol was approved by UC Davis IACUC Protocol
#: 18785. All mares were determined to be healthy based on a normal physical
and neurological examination, performed by a board certified equine internal
medicine and neurology specialist, and by baseline bloodwork (complete blood
count and serum biochemical profile).
Study Design

Six horses were enrolled. Three horses were randomly assigned to
receive ASC via AO injection and 3 horses received ASC via LS injection. One
horse from each group received ASC radiolabeled with with **™Technetium-
HexaMethyl-Propylene-Amine-Oxyme (**™Tc-HMPAO) for cell tracking studies.
A control AO injection of **"Tc-HMPAO without ASC was performed in one
horse. Blood (jugular venipuncture) and CSF were collected prior to and after
ASC injection (day 0 and day 30, end of study). Complete neurological clinical
examinations were performed prior to ASC injection and once/day for 30 days

(end of study).

Adipose derived-MSC (ASC)

Low passage, allogeneic ASC were used (P2-P4). These ASC were
obtained from UC Davis Veterinary Medical Teaching Hospital (VMTH)
Regenerative Medicine Laboratory (RML). These samples were originally
submitted for ASC expansion for autologous patient treatment. Excess cells not
used for treatment were donated for research purposes, with written owner
consent. Cryopreserved ASC were thawed, washed and expanded in culture

exactly as previously described [6], the same ASC line was used for all cell
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injections. Prior to injection, the ASC were washed with Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline (DPBS - Gibco® by Life technologies™, Carlsbad, CA, US) and
resuspended at 20 million cells/mL in injectable saline (total 100 million cells).
Cells were kept on ice until injection.

CSF collection and analysis

CSF was collected utilizing published anatomical landmarks from the AO
or LS space prior to and at 30 days post ASC injection. For the AO tap, in brief,
horses were sedated with xylazine (0.4 mg/kg IV) and butorphanol (0.01mg/kg
IV), induced with midazolam (0.06 mg/kg IV) and ketamine (2.2 mg/kg 1V), and
maintained under general anesthesia with isoflurane. Horses were positioned in
lateral recumbency, the area was aseptically prepared and a spinal needle
(18G, 3.5 inches) was inserted parallel to the ground with the needle pointing to
the direction of the mandible. The subarachnoid space was penetrated and CSF
obtained. For the LS tap, in brief, horses were sedated with detomidine
hydrochloride (0.01 mg/kg IV) and butorphanol (0.01 mg/kg IV). The area was
clipped and aseptically prepared. Subcutaneous tissue was infiltrated with
lidocaine hydrochloride (1mL). A spinal needle (18G, 6 inches) was inserted
perpendicular to the skin and the subarachnoid space was penetrated, CSF
was collected by gentle aspiration. The CSF was submitted for complete
cytological analysis. Due to the observed and reported seroprevalence in our
area [30], an immunofluorescent antibody test (IFAT) for the detection of
antibodies against Sarcocystis neurona and Neospora hughesi, the causative
agents of equine protozoal myeloencephalitis (EPM), was done concurrently on

serum and CSF.
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Intrathecal ASC injection

100 x 10° ASC were injected in 5 mL of sterile saline either AO or LS
(depending on group, n=3 each) immediately following CSF collection. One
horse in each group received Tc-labeled ASC and one horse was injected AO
with free label (Tc-HMPAO without ASC; control) after the study was completed.

Scintigraphic tracking of ASC

Cell Labeling:

ASC were labeled with 20 mCi of *™Tc-HMPAO (AnazaoHealth, Tampa,
FL, US) as previously described [31, 32] with minor modifications as follows.
ASC were resuspended in a small volume of media with 10% fetal bovine
serum (~0.5 ml). HMPAO (reconstituted in saline) was added to the *™Tc and
incubated for 5 minutes. Cells were added to make a final concentration of 125
ug/mL HMPAO, 20 mCi®®™ Tc for cell loading (22 mins). After cell loading, ASC
were washed twice with saline (first wash contained 5% autologous serum), and
resuspended in sterile saline. 100 million labeled cells in 5 mL were injected. An
aliquot of cells were used to determine viability and label persistence. Labeling
efficiency and label persistence at 6 h were assessed as previously described
[31, 32]. Cell viability at 6 h was assessed on a sample of ASC using the trypan
blue exclusion test. For the control injection (no ASC), HMPAO was combined
with #*™T¢ (125ug HMPAO + 10mCi Tc for 5 minutes) and then 5mCi *™Tc-
HMPAO was diluted to 5mL with saline for injection.
Scintigraphic Imaging:

Images were acquired using a gamma camera (IS2 medical Systems,
Ottawa, Canada) with a low-energy all-purpose collimator set at 140keV

photoelectric peak and 20% symmetrical window. Lateral images of the spine
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from the head to the sacrum were obtained using a 1-minute static acquisition
immediately post-injection and at 30 minutes, 1 h, 5 h and 24 h after injection.
Small radioactive markers were placed as landmarks for scintigraphic
acquisition. Radiographs (Eklin EDR-6, Sound-Eklin, Carlsbad, California) of the
vertebral column from the head to the sacrum were obtained the day after
scintigraphy with radiopaque markers in the similar location as the radioactive
markers.

Scintigraphic Interpretation:

The presence and distribution of the radioactive signal were assessed
subjectively by a board certified radiologist, using the radioactive markers for
anatomical localization based on correlation with the radiographs. The
persistence at the injection site was quantified over time. A region of interest
(ROI) was drawn using the free-hand ROI tool of the DICOM viewer software
(Osirix Foundation, Geneva, Switzerland). Persistence was defined as the ratio
of detected counts, corrected for decay, in the ROI at each time point divided by
the number of counts initially present in the ROI.

Statistical analysis

CSF parameters prior to and after ASC injection were compared using a paired

students T test. A P value of <0.05 was considered significant for all analyses.

RESULTS
High dose intrathecal ASC injection was safe and well-tolerated

ASC administration was readily performed in both standing (LS) and
laterally recumbent anesthetized horses (AO). No adverse events were noted

during or after ASC administration. The complete blood count and biochemical
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profile showed no alterations prior to or after ASC injection (with or without
9MTc-HMPAOTC), for both AO and LS groups. All mares had normal physical
and neurological examinations prior and after the administration of ASC

including the 30 day re-check examination post-injection.

High dose intrathecal administration of ASC does not alter CSF parameters
Data from CSF analyses prior to and after ASC administration are

detailed in Table 1.

Table 1. Summary of CSF analytes prior to and after (30 days) intrathecal

ASC administration.

Site of Total Nucleated Neutrophil Small Large
Collection Protein cellcount (%) mono (%) mono (%)

(mg/dl) (cells/ul)

Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post
LS 84 72 13 7 0 10 59 89 41 1
LS 59 67 9 13 2 0 88 91 10 9
LS * 64 64 1 4 19 84 23 15 58 1
AO 88 121 1 6 47 5 39 83 14 12
AO 55 81 <1 6 0 0 0 96 0 4
AO * 77 85 <1 26 0 1 0 90 0 2
Mean 71.2 817 4.2 10.3 113 16.7 348 773 205 4.8
P value 0.18 0.21 0.72 0.06 0.20

Reference intervals: Total Protein= <100 mg/dl; Nucleated cell count <8 cells/pl.
*= Technetium labeled cells; LS= lumbosacral; AO= atlanto-occipital; mono=

mononuclear cells.

There were no statistical differences between AO and LS CSF
parameters prior to or after ASC administration, as such, the groups were

combined for further analyses. In addition, there were no significant differences
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in CSF total protein, nucleated cell count or cell differential prior to or after ASC
administration (P>0.05). The majority of horses had normal cell counts, total
protein and cell differential both prior to and after ASC administration. Prior to
ASC administration, 2/6 horses (33%) had increased nucleated cell count (9
and 13 cells/uL, reference range <5 cells/uL) and all horses had a normal total
protein concentration (<100 mg/dL). These changes were not considered
clinically relevant in light of normal neurological and physical examination. Thirty
days after ASC administration, 1/6 horses (17%) had an increased CSF protein
(121 mg/dl, reference interval <100 mg/dl) and 5/6 horses (83%) had an
increased nucleated cell count (6, 7, 13 and 26 cells/ul, reference interval <5
cells/ul). Serology on IFAT for both blood and CSF was negative for antibodies

to S. neurona and N. hughesi.

ASC administered AO distributed caudally throughout the vertebral canal
whereas ASC administered LS failed to distribute cranially

Immediately after AO injection of radiolabeled ASC, radioactive signal
was identified with the maximal intensity at the site of injection and extending
cranially into the caudal aspect of the cranial vault and caudally to the level of
the 2nd cervical vertebra (Figure 1A, 1C). One-hour after injection, radioactive
signal was present at the level of the first thoracic vertebra and, at 5 h,
radioactive signal could be identified within the lumbar spine (Figure 2A). At 24
h post-injection, radioactive signal was still present and strong, in the cranial
cervical spine, with weaker signal appreciated within the lumbar spine. The
radioactive signal remained the most intense at the injection site at all time

points.
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After LS injection, radioactive signal was immediately visible at the level
of the last lumbar vertebra and cranial sacrum (Figure 1B, 1D). Over time, the
signal extended caudally to the posterior dural sac, while minimal radioactive
signal extended cranially (Figure 2). Signal was still identified at 24 h post-
injection.

The distribution and progression of the free 9MTc-HMPAO radioactive
signal after AO administration was similar to the injection of labeled ASC, with
signal reaching the cranial thoracic area after 1 h and the sacral area after 5 h.
Mild uptake was apparent in the thyroid gland after the control injection. This
was not seen with the labeled ASC injection.

Radiolabel persistence at the injection site was quantified (Table 2).
Persistence decreased over time with all 3 injections. The persistence after AO
injection at the later time points was lower than after LS injection. The
persistence after the control injection was lower at all time points except for the

24 hours.

Table 2. Quantification of radiolabel persistence (%) at the injection site

over time

Time AO LS AO-C
0 100 % 100 % 100 %
30 min 93 % 87 % 79 %
1hr 80 % 85 % 58 %
5hr 37 % 48 % 32 %
24 hr 13 % 18 % 21 %

AQ: Atlanto-Occipital, LS: Lumbosacral, AO C: Atlanto-Occipital control
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DISCUSSION

Data from this exploratory study suggest that intrathecal administration of
relatively high doses of allogeneic, culture-expanded ASC is well-tolerated in
healthy horses regardless of whether the cells are administered AO or LS. In
addition, ASC appear to distribute from cranial to caudal but they do not
distribute from caudal to cranial. Other human studies have demonstrated the
safety of intrathecal injection of autologous MSC [23, 24, 33, 34] with few
studies using allogeneic MSC [35, 36].

There is no consensus about the best route to deliver MSC to the
neurological system [37]. Studies have variably used intravenous [8], intrathecal
[38], intranasal [39], direct lesional and intracerebral [40] injections.
Theoretically, intrathecal injection could be more effective since relatively large
MSC would not have to pass the blood—brain barrier. In support of this, several
studies have reported beneficial effects after intrathecal MSC administration for
central nervous system diseases [12, 41-45]. However, at least one serious
adverse event (acute disseminated encephalomyelitis) has been reported after
intrathecal bone marrow (BM)-MSC administration in a person [46].

In this study, both AO and LS transplantation of ASC were technically
easy and safe to perform with no demonstrated side effects in horses. The
caudal distribution of the labeled ASC after AO injection and the lack of cranial
migration after LS injection suggest that the cells are progressing with the
direction of CSF flow in the absence of any identified spinal cord lesions. The
lower persistence at the AO injection site when compared to LS is consistent
with the subjective assessment of migration of ASC. The caudal migration of

ASC injected at the AO space is likely responsible for this lower persistence.
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Atlanto-occipital centesis is the preferred route of administration to
facilitate getting the highest concentration of MSC in the cervical area. Given
that both routes are safe, determining the best site for ASC transplantation
should take into account safety for the horse (for example, general anesthesia
IS not required for LS puncture and might be safer for animals showing
neurological signs) and lesion location [47]. Lumbosacral puncture is a relative
easy procedure that does not require general anesthesia [48]. This approach
may be preferable in animals showing neurological signs localized caudal to T3
spinal cord segments. Although AO puncture is routinely done under general
anesthesia [49], it has been reported that it could be performed in the standing
horse with appropriate sedation [26].

The relatively low persistence at 24 hours also observed with the LS
injection despite the lack of demonstrated local migration is similar to the
persistence that has been reported with local intralesional injection of MSC in
the equine superficial digital flexor tendon (24% at 24 hour) [50]. This might be
due to systemic distribution of the MSC after injection but this might also reflect
a limitation of the tracking technique. Suboptimal label persistence has been
demonstrated after injection of **"Tc-HMPAO labeled MSC in dogs [32].
Although it is harder to demonstrate in horses due to physical limitations in
imaging the whole body (size and signal attenuation), it is likely that the
measured persistence is an underestimation of the actual cell persistence due
to loss of label from some of the cells.

The concern about the presence of the free label was the justification for
performing a control injection. The similar distribution of the labeled ASC and

the free label suggest that both are distributing following the CSF flow. The
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lower initial persistence of the free label can be explained by a faster distribution
or higher systemic absorption that can be explained by the smaller size of the
label compared with the ASC. The higher persistence at 24 hours with free label
might be explained by fixation of some of the label in local cells. The uptake in
the thyroid region observed with the control injection confirms systemic
distribution of the free label and absorption of free Technetium by the thyroid
gland.

Limitations of the study include the small number of horses making
interpretation of quantitative data difficult (for example the increase in CSF
protein in one horse). There were small changes in the CSF nucleated cell
count both prior to and after ASC injection in 4 out of 5 horses. These findings
might represent normal variation, mild subclinical disease or mild response to
the cells themselves, although all animals were neurologically normal on
examinations. Future work on horses with neurological diseases may help

clarify some of these changes.

CONCLUSIONS

Our results demonstrate that AO and LS intrathecal injection of
allogeneic ASC is safe and easy to perform in horses. Additionally, AO
administration of ASC had a better distribution within the subarachnoid space
and presumably to the spinal cord, suggesting that this approach might be more
suitable for cranial lesions in the spinal cord. Additional work needs to be done
to determine if multiple intrathecal allogeneic MSC injections are well-tolerated

as well as to determine the migratory ability of MSC in horses with a
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neurological lesion and the efficacy of MSC to treat horses with inflammatory or

degenerative lesions of the nervous system.
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FIGURES

Figure 1: Scintigraphic images obtained immediately after AO (A) and LS
(B) injection of radiolabeled ASC. The focal round area of intense radioactive
signal are external markers placed on the second cervical vertebra (C2), the
18" thoracic vertebra (T18) and the 3" sacral vertebra (S3). The bottom row

shows fusion of the scintigraphic images with radiographs after AO (C) and LS

(D) injection to help with anatomical localization of the ASC.
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Figure 2: Scintigraphic images obtained 5 h after AO (A-F) and LS (G-I)
injection of radiolabeled ASC. External radioactive markers were placed at
the 2nd cervical vertebra, the 1% (T1), 7" (T7), 13" (T13) and 18™ (T18) thoracic
vertebrae, as well as the 3" sacral vertebra (S3). After AO injection, radioactive

signal can be observed all the way to the lumbar spine, whereas no cranial

migration of radiolabeled ASC can be observed after lumbosacral injection.
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RESUMO

Introducdo: A terapia com células-tronco mesenquimais (CTM) para
enfermidades neurolégicas vem sendo estudada. O uso de CTM alogénicas é
necessario em alguns casos, por isso é importante verificar a seguranca deste
tipo de terapia pela via intratecal, mediante a utilizacdo de equinos como
modelo experimental.

Objetivos: Avaliar a seguranca de sucessivos transplantes com diferentes
fontes de CTM alogénicas pela via intratecal.

Design do estudo: Estudo de seguranca
Métodos: Foram utilizados 16 equinos sadios, divididos aleatoriamente em

quatro grupos: grupo controle com administracdo de PBS (GC=4), grupo
tratado com CTM alogénicas provenientes da medula 6ssea (GTMO=4), do
tecido adiposo (GTTA=4) e do corddo umbilical (GTCU=4). Os transplantes
foram realizados por via intratecal pelo espago C1-C2, totalizando trés
aplicagcbes com intervalo de 30 dias. Foram realizados exames clinicos
seriados, analise hematoldgica e do liquido cefalorraquidiano (LCR) antes e

apds os transplantes.
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Resultados: N&o houve nenhum efeito adverso nos animais, todos os exames
clinicos, neurologicos e hematologicos se mantiveram dentro da normalidade.
Houve um pequeno aumento no numero de células nucleadas no LCR em 3
animais do GTA, 4 animais do GMO e 2 animais do GCU, em diferentes
momentos. Também notou-se a presenca de linfécitos reativos em 1 animal do
GTA, 1 animal do GMO e 3 animais do GCU, e presenca de célula de Mott em
1 animal do GCU, embora 2 destes animais ndo apresentaram aumento no
numero de células nucleadas.

Principais limitagdes:

Conclusdes: Transplantes sucessivos de CTM de todas as fontes utilizadas
(TA, MO e CU) pela via intratecal através do espaco entre C1-C2 sdo seguros

de serem realizados somente com sedacéo.

INTRODUCAO

Diversas enfermidades neurolégicas degenerativas, inflamatodrias,
traumaticas, vasculares, tem sido alvo de diversos estudos considerando a
terapia celular como uma opcdo de tratamento, devido seus efeitos
antiinflamatérios, imunomodulatérios e neuroprotetivos [1-4]. Os equinos séo
acometidos por diversas enfermidades neuroldgicas, que muitas vezes, levam
a sequelas graves levando o animal a 6bito ou a realizacdo de eutanasia [5].
Neste sentido, é importante considerar a terapia com CTM como uma
possibilidade de tratamento. Com a medicina translacional, os equinos sao
importante fonte de estudo para enfermidades e terapias em humanos [6-8],
sendo um excelente modelo para diversas enfermidades neurolégicas.

Como as células-tronco (CTM) autélogas em alguns casos ndo sao

viaveis de serem utilizadas, como em pacientes idosos ou para enfermidades
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agudas [9; 10], diversos estudos com terapias alogénicas vem sendo
realizados [11-13]. No entanto, ainda é necessario atestar a seguranca desta
terapia, levando em consideracdo sucessivas aplicacdes. Adicionalmente,
ainda ndo estdo estabelecidas a dose terapéutica, a via de aplicagdo nem a
fonte ideal de CTM para a utilizagdo em desordens do SNC.

O objetivo deste estudo foi testar (1) a seguranga de sucessivos
transplantes com diferentes fontes de CTM, e (2) a viabilidade e seguranca de
transplantes pela via intratecal através do espaco entre as vértebras C1-C2 em

equinos em estacao.

MATERIAIS E METODOS
Animais:

Foram utilizados 16 equinos, de ambos os sexos, com idades entre 10 e
17 anos da “mascarado para revisao”. O protocolo “mascarado para
revisdo” foi aprovado. Estes animais foram considerados saudaveis com
base na avaliacdo de exames clinicos, analise hematoldogica e do liquido

cefalorraquidiano (LCR).

Desenho experimental:

Os 16 equinos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: grupo
controle (GC=4) onde foi administrado PBS, grupo tratado com CTM
alogénicas provenientes da medula 6ssea (GTMO=4), do tecido adiposo
(GTTA=4) e do cordédo umbilical (GTCU=4). Foi administrado PBS ou CTM pela

via intratecal pelo espaco C1-C2, mediante sedacdo e com o animal em
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posicdo quadrupedal, conforme Pease et al. (2011), totalizando trés aplicacbes
com intervalo de 30 dias.

Estes animais foram avaliados por exames clinicos e neurolégicos
seriados, diariamente na primeira semana apés o transplante, e semanalmente
nas outras semanas. A analise hematolégica foi realizada imediatamente antes
de cada administragdo das CTM ou PBS, e posteriormente em 1 e 3 dias ap0s
a aplicacdo. O liquido cefalorraquidiano (LCR) foi analisado nos seguintes
momentos: MO-imediatamente antes do primeiro transplante; M30 -
imediatamente antes do segundo transplante (30 dias apdés MO0); M60 -
imediatamente antes do terceiro transplante (30 dias apés M30); e M90 - 30

dias apdés M60.

Células-tronco utilizadas para o transplante

CTM alogénicas do CU, MO e TA de baixa passagem (P2-P4) foram
utilizadas. Estas CTM foram obtidas do banco de CTM do “mascarado para
revisao”. Estas células foram previamente caracterizadas (diferenciacdo em
linhagem mesenquimal, marcadores de superficie) [14]. As células foram
descongeladas e expandidas em cultura para a concentracdo final de 50
milndes de CTM. Anteriormente ao transplante, as CTM foram tripsinizadas,
lavadas 3 vezes com Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS)*, contadas
e ressuspendidas em 20 milhdes de células/ml de DPBS' (total de
aproximadamente 50 milhdes de células). As célula foram mantidas

refrigeradas até momento do transplante.

Transplante das CTM/PBS e coleta do LCR
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A colheita foi realizada de acordo com a técnica descrita por [15] com
pequenas modificagdes. Para isso, os animais foram sedados com detomidina?
(10-20 pg/kg intravenoso) e morfina® (0,05 mg/kg intravenoso). Em posicao
guadrupedal, uma érea de 15x15 cm, centrada sobre o espaco das vértebras
C1-C2, foi tricotomizada e preparada assepticamente para puncdo estéril. Foi
realizada a infiltracdo da pele e do tecido subcutdneo com anestésico local
cloridrato de lidocaina 2%* utilizando um bloqueio em botdo. Com auxilio de
uma probe linear de ultrassom®, o espaco subaracnéide entre C1-C2 foi
localizado, uma agulha espinhal de 25Gx90mm foi inserida (Figura 1) e o LCR
aspirado com auxilio de uma seringa de 3mL. Logo apds este procedimento, 0
PBS (3 ml) ou as CTM (50 milhdes em 3 ml), de acordo com 0s respectivos
grupos ja descritos, foram transplantados pela mesma via (Figura 2). No total
foram realizados 3 transplantes com intervalo de 30 dias em cada animal de
acordo com os grupos (GC, GTTA, GTMO, GTCU).

A coleta do LCR foi realizada imediatamente antes de cada transplante
de PBS (GC) ou de CTM (GTMO, GTTA, GTCU), e 30 dias ap6s o ultimo

transplante, sendo o LCR acondicionado em trés tubos estéreis sem

anticoagulante e enviado para analise laboratorial.

Estatistica

Para o experimento foi utilizado o teste de Friedman com pos teste de Dunns.
Foram comparados a mediana dos parametros entre as fontes de CTM e os
momentos. Para todas as analises foram consideradas diferencas estatisticas

guando p<0,05. Foram utilizados os softwares Graphpad Prism 5.0 (GraphPad,
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2007%) e o Statistical Analysis Software — SAS versdo 9.3 (SAS Institute,

20112).

RESULTADOS

Avaliagcédo dos animais

Todos os animais se mantiveram até o final do estudo sem demonstrar
efeitos adversos. Todos os parametros do exame clinico e neuroldgico se
mantiveram dentro da normalidade para a espécie equina durante todos os
momentos (antes e apos o transplante de CTM), e em todos os grupos (GC,
GTA, GMO e GCU) ap06s os trés transplantes intratecais. Ndo houve alteracdes
nos dados hematol6gicos em nenhum dos momentos analisados em todos os
grupos, todos os valores se mantiveram dentro da normalidade para a espécie

equina.

LCR

Os resultados do LCR antes e apés os transplantes estdo apresentados
na tabela 1. Poucas alteracdes foram encontradas na andlise do LCR: aumento
no numero de células nucleadas em diferentes momentos em 3 animais do
GTA, 4 animais do GMO e 2 animais do GCU. Também notou-se a presenca
de células atipicas, sendo linfocitos reativos em 1 animal do GTA, 1 animal do
GMO e 3 animais do GCU, e presenca de célula de Mott em 1 animal do GCU,
embora 2 destes animais ndo apresentaram aumento no numero de células

nucleadas.
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Transplantes de CTM pela via intratecal entre as vértebras C1-C2

As coletas de LCR e os sucessivos transplantes das CTM através do
espaco C1-C2 com o animal em estacdo, mediante sedacdo, se mostraram
viaveis e seguros pelo método proposto com o auxilio da ultrassonografia.
Nenhum dos animais demonstrou desconforto durante o procedimento ou apés.
N&o houve infeccéo, dor, inflamagdo ou nenhum outro tipo de alteracdo local
ou sistémica. Dentre os 16 animais submetidos ao protocolo, em apenas 2 néo
foi possivel a realizagdo do procedimento devido o0s mesmos nao
permanecerem imoveis suficientemente apos a sedacdo, porém estes foram
substituidos.

Foram administrados uma média de 44,7+10,8 milhdes de CTM nos
transplantes, sendo que a dose de CTM proposta para ser utilizada (50 milhdes
de células) se mostrou viavel e ndo causou nenhum tipo de reacao clinica nos

animais.

DISCUSSAO

Enfermidades neurolégicas sdo um desafio em todas as espécies,
humanos e animais, levando muitas vezes a sequelas graves que incapacitam
a realizacdo de atividades corriqueiras. A terapia com CTM demonstra um
grande potencial no tratamento de certas enfermidades tanto para a cura como
na interrupcdo da progressédo da doenca, e também como uma possibilidade
para tratar as sequelas neuroldgicas [3; 16; 17].

O uso da terapia com CTM autélogas muitas vezes € impossibilitado por

caracteristicas do paciente, como idade, doen¢ca, como também quando se
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necessita de um tratamento imediato para enfermidades agudas [9; 10; 18].
Com isso, a terapia alogénica vem ganhando campo de estudo visando a sua
seguranca e a efichcia em diversas enfermidades, como osteomusculares,
neuroldgicas e enddécrinas [6; 11; 13; 19; 20].

Como ainda nao se sabe a melhor fonte de CTM para ser utilizada como
terapia no SNC [21-23], € de extrema importancia verificar se diferentes fontes
de CTM seriam seguras para se utilizar. O transplante de sucessivas CTM
alogénicas, derivadas da MO, TA e CU, se mostrou viavel e seguro neste
estudo. Nenhum dos animais apresentou alteragdes clinicas ou neuroldgicas, e
0s exames hematolégicos também se mantiveram dentro da normalidade
durante todos os momentos avaliados (antes e apds os transplantes),
corroborando com outros estudos visando a seguranca da utilizacdo de CTM
alogénicas no SNC [24-26].

Outra informacdo desconhecida até o momento é a dose ideal de CTM
para atingir eficacia terapéutica [1; 17; 27; 28]. NOs propusemos a dose de 50
milhndes de CTM por transplante, totalizando 3 aplicacbes com intervalo de 30
dias entre as mesmas. Este protocolo se mostrou viavel, sendo transplantadas
uma média de 44,7+10,8 milhdes de células, e seguro, sendo que nenhuma
animal apresentou reacéo clinica.

Pequenas alteracdes foram encontradas na analise do LCR. Houve um
aumento no numero de células nucleadas em diferentes momentos em 3
animais do GTA, 4 animais do GMO e 2 animais do GCU. Também notou-se a
presenca de células atipicas, sendo linfocitos reativos em 1 animal do GTA, 1
animal do GMO e 3 animais do GCU, e presenca de célula de Mott em 1 animal

do GCU, embora 2 destes animais ndo apresentaram aumento no niumero de
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células nucleadas. A presenca de linfocitos reativos indica a presenca de
linfocitos B (LB), responsaveis pela produgédo de Imunoglobulinas (Ig), podendo
indicar que houve uma estimulacdo antigénica, mas sua presenca no LCR néo
tem especificidade [29]; do mesmo modo a célula de Mott também indica a
presenca de imunoglobulinas [30]. Por outro lado, marcadores de lesédo neural/
inflamacdo, como as metaloproteinases (MMP), podem ser mais precisos do
gue somente a andlise de LCR. Porém, esses achados foram somente em um
momento, e mesmo com estas alteragbes no LCR, todos o0s animais
mantiveram os exames clinicos e neurolégicos normais durante toda a fase de
avaliacéo.

Diversas vias tem sido utilizadas para a administragdo das CTM no SNC,
como intranasal [31], intra-arterial [32], intravenosa [33], intratecal [1]. Porém j&
foi relatado que ocorre um aprisionamento pulmonar das CTM apls a
administracdo intravenosa [33; 34]. Tendo em vista que a via intratecal ja é
uma via direta para o SNC, optamos por utilizar esta via no presente estudo. A
utilizacdo da via intratecal através do espaco entre as vértebras C1-C2 foi
proposta levando em consideracgéo a possibilidade de execucédo da técnica com
o cavalo em estacdo, sendo mais pratica para ser utilizada a campo [15].

Com os resultados deste estudo podemos concluir que transplantes
sucessivos de 50 milhées de CTM derivadas da TA, MO e CU séao seguros, e
gue a via intratecal através do espaco entre C1-C2 é viavel e segura para ser

utilizada para o transplante de CTM para o SNC de equinos.
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LEGENDAS DAS FIGURAS:
Figura 1: Imagem ultrassonografica da coleta de LCR e transplante de CTM
pela via intratecal entre o espaco das vértebras C1-C2 em equinos. Visualiza-

se o ligamento amarelo, o espac¢o subaracndéide, a medula espinhal e a agulha.
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238 TABELAS

239 Tabela 1: Resultados do LCR de equinos saudaveis antes e apds sucessivos

240 transplantes (continua)
241
Proteinas Céls Citologia
Animal Grupo Momento (g/dL) nucleadas
Referéncia 5-100 0-6
1 PBS MO 67,8 2
M30 44,2 3
M60 39,7 1
M90 30,7 1
2 PBS MO 60,2 0
M30 57,1 2
M60 55,3 0
M90 46,9 0
3 PBS MO 41,9 2
M30 45,5 2
M60 32,7 1
M90 36,4 1
4 PBS MO 33,7 1
M30 31 1
M60 37 1
M90 42,3 2
5 TA MO 47,3 1
M30 53 1
M60 52,4 20
M90 61,2 12 LR
6 TA MO 74,4 0
M30 73,8 2
M60 65,6 14
M90 71,7 2
7 TA MO 20,8 2
M30 39,3 0
M60 34,9 9
M90 34,3 0
8 TA MO 39,5 0
M30 20,4 0
M60 24 0
M90 18,6 1

242
243
244
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245 Tabela 1: Resultados do LCR de equinos saudaveis antes e apds sucessivos

246  transplantes (concluséo)
247
Proteinas Céls Citologia
Animal Grupo Momento (g/dL) nucleadas
9 MO MO 2,3 0
M30 59,8 3
M60 55,3 12
M90 49,7 5
10 MO MO 43,4 0
M30 49,7 1
M60 38,4 0
M90 22,2 9
11 MO MO 56,7 0
M30 53,3 1
M60 58,8 2
M90 64,7 18 LR
12 MO MO 33,5 0
M30 33,7 5
M60 26,5 24
M90 36,2 1
13 Cu MO 28,8 0
M30 38,6 6
M60 29,6 1
M90 36 1 LR
14 CuU MO 44 0
M30 41,1 0
M60 50,2 3
M90 43,8 8 LR
15 CuU MO 69,7 0
M30 60 2
M60 61 3
M90 66,5 2 LR e MOTT
16 Cu MO 60 1
M30 59,2 0
M60 69,2 2
M90 73,5 10

248 LR=linfocitos reativos; MOTT= célula de Mott
249

250

251
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253

254
255
256

257
258
259
260
261

262
263
264
265
266

267
268
269
270
271

272
273
274

275
276
277
278
279
280

281
282
283
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287
288
289

290
291
292
293

294

13

REFERENCIAS

[1]

[2]

3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

Harris, V.K., Vyshkina, T. and Sadiqg, S.A. (2016) Clinical safety of intrathecal
administration of mesenchymal stromal cell-derived neural progenitors in multiple
sclerosis. Cytotherapy 18, 1476-1482.

Yousefifard, M., Nasirinezhad, F., Shardi Manaheji, H., Janzadeh, A., Hosseini, M. and
Keshavarz, M. (2016) Human bone marrow-derived and umbilical cord-derived
mesenchymal stem cells for alleviating neuropathic pain in a spinal cord injury model.
Stem Cell Research & Therapy 7, 1-14.

Cui, Y., Ma, S., Zhang, C., Cao, W.,, Liu, M., Li, D., Lv, P., Xing, Q., Qu, R., Yao, N., Yang, B.
and Guan, F. (2017) Human umbilical cord mesenchymal stem cells transplantation
improves cognitive function in Alzheimer’s disease mice by decreasing oxidative stress
and promoting hippocampal neurogenesis. Behavioural Brain Research 320, 291-301.

Cheng, Q., Zhang, Z., Zhang, S., Yang, H., Zhang, X., Pan, J., Weng, L., Sha, D., Zhu, M.,
Hu, X. and Xu, Y. (2015) Human umbilical cord mesenchymal stem cells protect against
ischemic brain injury in mouse by regulating peripheral immunoinflammation. In: Brain
Research. pp 293-304.

Rech, R. and Barros, C. (2015) Neurologic Diseases in Horses. Veterinary Clinics of
North America: Equine Practice 31, 281-306.

Ardanaz, N., Vazquez, F.J., Romero, A., Remacha, A.R., Barrachina, L., Sanz, A., Ranera,
B., Vitoria, A., Albareda, J., Prades, M., Zaragoza, P., Martin-Burriel, I. and Rodellar, C.
(2016) Inflammatory response to the administration of mesenchymal stem cells in an
equine experimental model: effect of autologous, and single and repeat doses of
pooled allogeneic cells in healthy joints. In: BMC veterinary research. pp 1-9.

Owens, S.D., Kol, A., Walker, N.J. and Borjesson, D.L. (2016) Allogeneic Mesenchymal
Stem Cell Treatment Induces Specific Alloantibodies in Horses. Stem Cells International
2016, 8.

Kol, A., Arzi, B., Athanasiou, K.A., Farmer, D.L., Nolta, J.A., Rebhun, R.B., Chen, X,,
Griffiths, L.G., Verstraete, F.J.M., Murphy, C.J. and Borjesson, D.L. (2015) Companion
animals: Translational scientist’s new best friends. Science Translational Medicine 7,
308ps321-308ps321.

Zhang, J., Huang, X., Wang, H., Liu, X., Zhang, T., Wang, Y. and Hu, D. (2015) The
challenges and promises of allogeneic mesenchymal stem cells for use as a cell-based
therapy. Stem Cell Research & Therapy 6, 234.



295
296
297

298
299
300
301

302
303
304
305

306
307
308
309

310
311
312
313
314

315
316
317
318

319
320
321
322
323

324
325
326
327

328
329
330
331

332
333
334

335
336
337
338

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

14

Alt, E.U., Senst, C., Murthy, S.N., Slakey, D.P., Dupin, C.L., Chaffin, A.E., Kadowitz, P.J.
and lzadpanah, R. (2012) Aging alters tissue resident mesenchymal stem cell
properties. In: Stem Cell Research. pp 215-225.

Stavely, R., Robinson, A.M., Miller, S., Boyd, R., Sakkal, S. and Nurgali, K. (2015)
Allogeneic guinea pig mesenchymal stem cells ameliorate neurological changes in
experimental colitis. In: Stem Cell Research & Therapy. pp 1-21.

Villanova, M. and Bach, J.R. (2015) Allogeneic Mesenchymal Stem Cell Therapy
Outcomes for Three Patients with Spinal Muscular Atrophy Type 1. American Journal
of Physical Medicine & Rehabilitation 94, 410-415.

Windt, T.S.d., Vonk, L.A,, Slaper-Cortenbach, I.C.M., Nizak, R., Rijen, M.H.P.v. and Saris,
D.B.F. (2017) Allogeneic MSCs and Recycled Autologous Chondrons Mixed in a One-
Stage Cartilage Cell Transplantion: A First-in-Man Trial in 35 Patients. STEM CELLS.

Barberini, D.J., Freitas, N.P.P., Magnoni, M.S., Maia, L., Listoni, A.J. and Heckler, M.C.
(2014) Equine mesenchymal stem cells from bone marrow, adipose tissue and
umbilical cord: immunophenotypic characterization and differentiation potential. Stem
Cell Res Ther 5.

Pease, A., Behan, A. and Bohart, G. (2012) ULTRASOUND-GUIDED CERVICAL CENTESIS
TO OBTAIN CEREBROSPINAL FLUID IN THE STANDING HORSE. Veterinary Radiology &
Ultrasound 53, 92-95.

Harris, V.K., Yan, Q.J., Vyshkina, T., Sahabi, S., Liu, X. and Sadiq, S.A. (2012) Clinical and
pathological effects of intrathecal injection of mesenchymal stem cell-derived neural
progenitors in an experimental model of multiple sclerosis. Journal of the Neurological
Sciences 313, 167-177.

Jarocha, D., Milczarek, O., Wedrychowicz, A., Kwiatkowski, S. and Majka, M. (2015)
Continuous Improvement After Multiple Mesenchymal Stem Cell Transplantations in a
Patient With Complete Spinal Cord Injury. Cell Transplantation 24, 661-672.

Borjesson, D.L. and Peroni, J.F. (2011) The Regenerative Medicine Laboratory:
Facilitating Stem Cell Therapy for Equine Disease. In: Clinics in Laboratory Medicine. pp
109-123.

Hofer, H.R. and Tuan, R.S. (2016) Secreted trophic factors of mesenchymal stem cells
support neurovascular and musculoskeletal therapies. Stem Cell Res Ther 7, 131.

Morigi, M., Introna, M., Imberti, B., Corna, D. and Abbate, M. (2008) Human bone
marrow mesenchymal stem cells accelerate recovery of acute renal injury and prolong
survival in mice. Stem Cells 26.



339
340
341
342
343

344
345
346
347
348

349
350
351
352
353

354
355
356
357
358
359

360
361
362
363

364
365
366
367
368

369
370
371
372
373

374
375
376
377
378

379
380
381

382

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

15

Drela, K., Lech, W., Figiel-Dabrowska, A., Zychowicz, M., Mikula, M., Sarnowska, A. and
Domanska-Janik, K. Enhanced neuro-therapeutic potential of Wharton's
Jelly&#x2013;derived mesenchymal stem cells in comparison with bone marrow
mesenchymal stem cells culture. In: Cytotherapy, Elsevier. pp 497-509.

Chung, H.J., Chung, W.H., Lee, J.H., Chung, D.J., Yang, W.J,, Lee, A.J., Choi, C.B., Chang,
H.S., Kim, D.H., Suh, H.J., Lee, D.H., Hwang, S.H., Do, S.H. and Kim, H.Y. (2016)
Expression of neurotrophic factors in injured spinal cord after transplantation of
human-umbilical cord blood stem cells in rats. Journal of veterinary science 17, 97-102.

Du, W.J,, Chi, Y., Yang, Z.X., Li, Z.J., Cui, J.J., Song, B.Q., Li, X., Yang, S.G., Han, Z.B. and
Han, Z.C. (2016) Heterogeneity of proangiogenic features in mesenchymal stem cells
derived from bone marrow, adipose tissue, umbilical cord, and placenta. Stem Cell
Research & Therapy 7, 163.

Diez-Tejedor, E., Gutiérrez-Fernandez, M., Martinez-Sanchez, P., Rodriguez-Frutos, B.,
Ruiz-Ares, G. and Lara, M.L. (2014) Reparative therapy for acute ischemic stroke with
allogeneic mesenchymal stem cells from adipose tissue: a safety assessment: a phase Il
randomized, double-blind, placebo-controlled, single-center, pilot clinical trial. J Stroke
Cerebrovasc Dis 23.

Liang, J., Zhang, H., Hua, B., Wang, H., Wang, J., Han, Z. and Sun, L. (2009) Allogeneic
mesenchymal stem cells transplantation in treatment of multiple sclerosis. Multiple
Sclerosis 15, 644-646.

Yang, W.-Z., Zhang, Y., Wu, F., Min, W.-P., Minev, B., Zhang, M., Luo, X.-L., Ramos, F.,
Ichim, T.E., Riordan, N.H. and Hu, X. (2010) Safety evaluation of allogeneic umbilical
cord blood mononuclear cell therapy for degenerative conditions. In: Journal of
Translational Medicine, BioMed Central. pp 75-75.

Piltti, K.M., Avakian, S.N., Funes, G.M., Hu, A., Uchida, N., Anderson, A.J. and
Cummings, B.J. (2015) Transplantation dose alters the dynamics of human neural stem
cell engraftment, proliferation and migration after spinal cord injury. In: Stem Cell
Research. pp 341-353.

Maia, L., da Cruz Landim-Alvarenga, F., Taffarel, M.O., de Moraes, C.N., Machado, G.F.,
Melo, G.D. and Amorim, R.M. (2015) Feasibility and safety of intrathecal
transplantation of autologous bone marrow mesenchymal stem cells in horses. BMC
veterinary research 11, 63.

Cook, J.R., Jr. and DeNicola, D.B. (1988) Cerebrospinal fluid. The Veterinary clinics of
North America. Small animal practice 18, 475-499.



383
384
385

386
387
388
389
390

391
392
393
394
395
396

397
398
399
400
401

402
403
404
405

406
407

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

16

Alanen, A,, Pira, U., Lassila, O., Roth, J. and Franklin, R.M. (1985) Mott cells are plasma
cells defective in immunoglobulin secretion. European journal of immunology 15, 235-
242,

Danielyan, L., Schéfer, R., von Ameln-Mayerhofer, A., Buadze, M., Geisler, J., Klopfer,
T., Burkhardt, U., Proksch, B., Verleysdonk, S., Ayturan, M., Buniatian, G.H., Gleiter,
C.H. and Frey li, W.H. (2009) Intranasal delivery of cells to the brain. European Journal
of Cell Biology 88, 315-324.

Zeira, 0., Asiag, N., Aralla, M., Ghezzi, E., Pettinari, L., Martinelli, L., Zahirpour, D.,
Dumas, M.P., Lupi, D., Scaccia, S., Konar, M. and Cantile, C. (2015) Adult autologous
mesenchymal stem cells for the treatment of suspected non-infectious inflammatory
diseases of the canine central nervous system: safety, feasibility and preliminary
clinical findings. Journal of Neuroinflammation 12, 1-11.

Fabian, C., Naaldijk, Y., Leovsky, C., Johnson, A.A., Rudolph, L., Jaeger, C., Arnold, K.
and Stolzing, A. (2017) Distribution pattern following systemic mesenchymal stem cell
injection depends on the age of the recipient and neuronal health. Stem Cell Research
& Therapy 8, 85.

Leibacher, J. and Henschler, R. (2016) Biodistribution, migration and homing of
systemically applied mesenchymal stem/stromal cells. In: Stem Cell Research &
Therapy. pp 1-12.



ANEXOS

Anexo 1

Avaliacdo neuroldgica dos animais com sequelas neuroldgicas decorrente de
MEP, tratados com CTM-TA

Animal 1
Anamnese

Historico de ataxia severa em setembro de 2015, foi tratado com
diclauzuril, dimesol e acupuntura, melhorando 80%. Houve uma recidiva ha 2

meses, foi tratado novamente com pouca melhora.

Avaliacdo inicial do animal antes do transplante de CTM (MOQ)

Grau de locomocéao e postura do equino com incoordenacdo motora: Grau 3.
Exame neurolégico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Déficit bem importante nos MPs, apresentando risco de quedas. Propriocepcéo
diminuida nos quatro membros. Postura anormal dos membros quando parado.
Paresia dos MPs, ataxia nos 4 membros, hipermetria nos MTSs.

Andar e trotar em linha reta: ataxia nos 4 membros, passo curto com MPs,
deslocamento lateral da garupa, abducédo dos membros.

Afastar: muita dificuldade, arrasta os MPs.

Andar em circulos: abdugédo dos membros, pivd sob 0 membro.

Descer e subir rampas: abducdo MPs, cruza os membros.

Obstaculos: hipermetria dos MTs.

Andar com pescoco estendido: muita dificuldade, hipermetria dos MTs, cruza
0s MPs.

Deslocamento garupa: deslocamento para os dois lados (esquerdo e direito).
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Avaliacdo 30 dias ap6s o primeiro transplante de CTM (M30)

Grau de locomocéo e postura do equino com incoordenacdo motora: Grau 2.
Proprietario notou melhora na locomocao apés 1 semana do transplante das
CTM, relatou mais forca nos membros pélvicos (MP).

Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Nao demonstra mais risco de quedas. Propriocepc¢ao diminuida no MAE. Mais
forca nos MPs, mantém postura normal dos membros quando parado. Melhora
evidente no MPE, sem alteracdo em algumas manobras especiais. Apresenta
déficit no MPD, abduzindo durante as manobras especiais. Paresia do MPD,
ataxia nos 4 membros.

Andar e trotar em linha reta: abdugao do MPD, MPE mais forte

Afastar: sem muita dificuldade, mas abduz os MPs

Andar em circulos: abducao dos membros

Descer e subir rampas: abducdo somente do MPD, maior forca no MPE
Obstéculos: hipermetria dos MTs

Andar com pescogo estendido: hipermetria e abdugéo dos MTs
Deslocamento garupa: deslocamento somente para lado direito, mostra forca

no lado esquerdo.

Avaliacdo 30 dias ap6s o segundo transplante de CTM (M60)

Grau de locomocao e postura do equino com incoordenacédo motora: Grau 2
Proprietario relatou que o animal fica correndo no piquete, brinca com os outros
animais.

Exame neurolégico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Propriocepcao normal nos 4 membros. Mais forca nos MPs, nao deixou pegar
0s MPs para realizar o exame de propriocepcéao, ficou dando coice. Mantém
postura normal quando parado. Paresia do MPD.

Andar e trotar em linha reta: abdugao dos MTs

Afastar: garupa um pouco para baixo

Andar em circulos: abducdo do MP de fora do circulo, mais evidente quando

MPD para fora.
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Descer e subir rampas: abducao do MPD, deslocamento leve para direita com
a garupa

Obstaculos: hipermetria nos MTs. N&o tropeca.

Andar com pescoco estendido: sem muitas alteracdes, leve hipermetria

Deslocamento garupa: deslocamento lateral, mais evidente do lado esquerdo

Avaliacdo 30 dias apds o terceiro transplante de CTM (M90)

Grau de locomocao e postura do equino com incoordenagdo motora: Grau 1-2
Treinador notou mais for¢a durante os exercicios.

Exame neurolégico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Mais forca nos 4 membros, trotou na subida da rampa. Propriocepgdo um
pouco diminuida nos MTs. Nao deixou realizar propriocep¢do com os MPs
(coice). Ainda um pouco de paresia e ataxia nos MPs.

Andar e trotar em linha reta: leve abducdo MPD

Afastar: NDN

Andar em circulos: abdugdo menos exacerbada dos membros do lado de fora
do circulo

Descer e subir rampas: leve abdu¢do MPD. Trotou na subida.

Obstaculos: NDN

Andar com pescoco estendido: NDN

Deslocamento garupa: leve deslocamento para os dois lados

Animal 2

Anamnese

Animal foi mantido em baia durante alguns meses no ano de 2013, e
guando retornou para a propriedade estava “bambo”. Foi tratado com Baycox®
(toltrazurila) e DMSO apresentando melhora de 100%. Houve uma recidiva ha

3 meses, foi tratado novamente com pouca melhora.

Avaliacdo inicial do animal antes do transplante de CTM (MO0)

Grau de locomocdao e postura do equino com incoordenacdo motora: Grau 1.
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Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Treinador queixa de desequilibrio durante o trote e fraqueza. Propriocepcao
diminuida nos 4 membros. Paresia e ataxia dos MPs. Postura anormal dos
membros quando parado.

Andar e trotar em linha reta: as vezes nota-se paresia nos MTs

Afastar: arrasta um pouco os MPs

Andar em circulos: abdugédo dos membros do lado de fora do circulo para os
dois lados

Descer e subir rampas: deslocamento leve da garupa para o lado direito.
Fraqueza e leve abducéo dos MPs

Obstéaculos: tropeca com MTs

Andar com pescoco estendido: NDN

Deslocamento garupa: deslocamento mais exacerbado para o lado direito

Avaliacdo 30 dias ap6s o primeiro transplante de CTM (M30)

Grau de locomocéao e postura do equino com incoordenacdo motora: Grau 1.
Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Treinador relatou que durante o trabalho esta apresentando mais equilibrio,
mais forc¢a, trotando mais confiante, respeita a vara no chao. Propriocepg¢éo
diminuida nos 4 membros. Postura anormal dos membros quando parado.
Ataxia dos MPs.

Andar e trotar em linha reta: NDN

Afastar: arrasta um pouco MPs

Andar em circulos: abdu¢do do membro do lado de fora do circulo dos dois
lados

Descer e subir rampas: abducdo MPD e leve deslocamento da garupa para o
lado direito

Obstéculos: encostou MP no inicio do teste, depois nenhuma alteracao
Andar com pescoco estendido: leve ataxia

Deslocamento garupa: deslocamento mais evidente para o lado direito
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Avaliacdo 30 dias apds o segundo transplante de CTM (M60)

Grau de locomocdo e postura do equino com incoordenacdo motora: Grau 1.
Exame neurolégico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Propriocepcao diminuida nos 4 membros. Postura anormal dos membros
quando parado. Ataxia dos MPs.

Andar e trotar em linha reta: NDN

Andar em circulos: abdugédo do membro de fora do circulo, pisou no membro
oposto

Descer e subir rampas: ataxia MPs

Obstaculos: encostou um pouco MPs

Andar com pescoco estendido: NDN

Deslocamento garupa: mais perceptivel do lado direito

Avaliacdo 30 dias apds o terceiro transplante de CTM (M90)

Grau de locomocéao e postura do equino com incoordenacao motora: Grau 1.
Exame neurolégico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Propriocepcéao diminuida nos 4 membros quando feito a abducéo, porém
normal quando os membros sdo colocados cruzados. Postura anormal dos
membros quando parado. Ataxia e paresia dos MPs.

Andar e trotar em linha reta: NDN

Afastar: fraqueza nos MPs

Andar em circulos: leve abdu¢édo do MPE

Descer e subir rampas: paresia e ataxia dos MPs

Obstéaculos: NDN

Andar com pescoco estendido: NDN

Deslocamento garupa: deslocamento para o lado direito
Animal 3
Anamnese

Animal foi adquirido em 2012 com sinais brandos de incoordenagéo, foi

tratado com ponazuril e DMSO apresentando melhora. Houve uma recidiva em
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2013, foi tratado novamente com pouca melhora, ficando com sinais
neurologicos desde entdo. Apresenta uma artrose grave em articulagao do

jarrete do MPD, e lesdo no MAE, com claudicacdo bem evidente.

Avaliacdo inicial do animal antes do transplante de CTM (MO0)

Grau de locomocdo e postura do equino com incoordenacdo motora: Grau 3.
Exame neurolégico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Permanece muito tempo deitada e apresenta um pouco de dificuldade para
levantar. Propriocepc¢éo diminuida nos MPs. Paresia e ataxia dos MPs, quase
cai ao retirar um dos MTs do ché&o. Postura anormal dos membros quando
parado. Muita dificuldade para fazer curva.

Andar e trotar em linha reta: rotacdo dos MPs, abdugcao do MPD. Dificuldade
em trotar, e quando trota € semelhante a coelho com os MPs.

Afastar: muita dificuldade. Atraso no movimento dos MPs, parece que vai cair
Andar em circulos: pivé com o MPD, ataxia

Deslocamento garupa: deslocamento para os dois lados, mais evidente no lado

esquerdo

Avaliacdo 30 dias ap6s o primeiro transplante de CTM (M30)

Grau de locomocéao e postura do equino com incoordenacdo motora: Grau 2.
Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Proprietario notou mais for¢ca nos MPs. Propriocepcéo diminuida nos MPs. Nao
apresenta mais chance de queda durante os testes. Postura anormal dos
membros quando parado. Ataxia e paresia dos MPs. Curva com passos curtos
dos MTs.

Andar e trotar em linha reta: mais forca nos MPs, rotacdo dos MPs durante
passo e abducéo durante trote

Afastar: arrasta MPs, passo curto, ndo aparenta que vai cair, MPs mais fortes
Andar em circulos: ataxia, base ampla dos MPs

Descer e subir rampas: ataxia, passo largo

Obstaculos: tropeca, MPD néo faz a flexao

Deslocamento garupa: evidente do lado esquerdo
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Avaliacdo 30 dias apds o segundo transplante de CTM (M60)

Grau de locomocéao e postura do equino com incoordenacdo motora: Grau 2.
Exame neurolégico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Fazendo curva com mais facilidade. Propriocepcao diminuida nos MPs.
Postura anormal dos MPs quando parado. Ataxia e paresia dos MPs.

Andar e trotar em linha reta: rotagédo apenas do MPD. Mais forga no MPE.
Afastar: arrasta MPD (nao flexiona o tarso — artrose)

Andar em circulos: Muito mais facilidade. Quando MPE no centro do circulo
apresenta paresia.

Descer e subir rampas: abdu¢cdo MPD

Obstaculos: tropega com MPD

Deslocamento garupa: mais forca, sem deslocar muito

Avaliacdo 30 dias apos o terceiro transplante de CTM (M90)

Grau de locomocdao e postura do equino com incoordenacdo motora: Grau 2.
Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Propriocepcdo diminuida nos MPs. Ataxia e paresia dos MPs.

Andar e trotar em linha reta: abdugcao dos MPs ao trote

Afastar: dificuldade no MPD

Andar em circulos: pivé com MPE dentro do circulo, dificuldade para
movimentar MPD quando fora do circulo

Descer e subir rampas: MPE com paresia

Obstaculos: NDN (dificuldade em flexionar o membro por causa da artrose)

Deslocamento garupa: leve deslocamento para esquerda
Animal 4
Anamnese

Ha 5 anos foi notado atrofia da musculatura da garupa, que foi piorando

com o tempo. Foi feito tratamento com dimesol e diclauzuril, apresentando
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melhora. Teve 3 recidivas, ficando com sequela grave apés a ultima. Possui

uma escoliose muito grave e o MPE é rotacionado lateralmente.

Avaliacdo inicial do animal antes do transplante de CTM (MO)

Grau de locomocao e postura do equino com incoordenacédo motora: Grau 3.
Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Atrofia do MPE, arrasta o0 membro, espasticidade. Paresia MPD. Grande
chance de cair ao tentar realizar as manobras especiais. Postura anormal dos
membros quando parado.

Andar e trotar em linha reta: deslocamento da garupa para direita (escoliose),
as vezes anda de lado, e as vezes chega a rodar. Arrasta MPE. N&o consegue
trotar.

Afastar: muita dificuldade. Espasticidade MPE. Conforme afasta vai
rotacionando o tronco para o lado direito (escoliose)

Andar em circulos: arrasta MPE quando dentro do circulo. Espasticidade dos
MPs.

Descer e subir rampas: arrasta MPE e rotaciona o tronco para o lado direito

Deslocamento garupa: espasticidade MPE.

Avaliacdo 30 dias apds o primeiro transplante de CTM (M30)

Grau de locomocao e postura do equino com incoordenagédo motora: Grau 2.
Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Apresenta mais forga nos MPs, algumas vezes fica com a escoliose bem
menos evidente quando parado. Nao apresenta risco de queda durante o
exame. Paresia e ataxia dos MPD.

Andar e trotar em linha reta: arrasta o MPE. Garupa rotacionada para direita.
As vezes anda de lado.

Afastar: afasta com dificuldade, mas consegue dar 2 passos antes de
rotacionar a garupa para a direita

Andar em circulos: dificuldade de girar para a direita (MPD no centro do circulo,

espastico). Quando gira para esquerda faz pivé com o MPD.
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Descer e subir rampas: desce com mais forca no MPD, porém desce bem
lateralizada para a direita.
Obstéaculos: dificuldade por causa da espasticidade e escoliose

Deslocamento garupa: MPE espastico

Avaliacdo 30 dias apds o segundo transplante de CTM (M60)

Grau de locomocéao e postura do equino com incoordenacdo motora: Grau 2.
Exame neurolégico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Quando parada esta bem mais reta (menos escoliose). Mais forca nos MPs,
andando melhor. Propriocepcao diminuida MPs, bem evidente no MPD.
Paresia MPD. Postura anormal dos membros quando parado.

Andar e trotar em linha reta: MPE sem arrastar a maior parte do tempo, troca o
passo, menos espastico. Ainda desequilibra a garupa para a direita.

Afastar: afasta com dificuldade, sem arrastar muito os MPs, mas rotaciona a
garupa para a direita

Andar em circulos: circulo para a direita , com MPD no centro, sem fazer pivo e
sem abduzir o MPE. Circulo para esquerda, faz pivd com MPE que esta no
centro do circulo.

Descer e subir rampas: ataxia MPs

Obstéculos: passou os obstaculos fazendo o movimento de flexao dos MPs

Deslocamento garupa: MPE menos espastico.

Avaliacdo 30 dias apoés o terceiro transplante de CTM (M90)

Grau de locomocéao e postura do equino com incoordenacdo motora: Grau 2.
Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Propriocepcéao diminuida nos MPs. Postura anormal dos membros quando
parado. Ataxia e paresia dos MPs.

Andar e trotar em linha reta: escoliose, garupa se desloca para a direita. Menos
espasticidade MPE.

Afastar: afasta com dificuldade, rotacional com a garupa para o lado direito
Andar em circulos: no circulo para a esquerda, faz pivé com o MPE

Descer e subir rampas: arrasta MPE, apresenta mais forga no MPD
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Obstaculos: encosta MPE no obstaculo, ndo flexiona muito

Deslocamento garupa: menos espasticidade MPE
Animal 5
Anamnese
Ha 3 meses comecou a arrastar a pinca dos 4 membros, sendo os MPs
piores. Foi tratada com Hiprosil® (diclazuril), dimesol e banamine (flunixin

meglumine) por 45 dias, apresentando melhora de 80%.

Avaliacdo inicial antes do primeiro transplante de CTM (MO0)

Grau de locomocéao e postura do equino com incoordenacédo motora: Grau 1.
Exame neurolégico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Propriocepcao diminuida nos toracicos, MPs nao deixa pegar (coice). Quando
anda em terreno acidentado evidencia paresia dos 4 membros, arrasta pinga,
fraqueza.

Andar e trotar em linha reta: paresia sutil MPE

Afastar: arrasta poucas vezes o MPE

Andar em circulos: MPE mais lento

Descer e subir rampas: paresia MPs

Obstaculos: paresia MPE

Andar com pescoco estendido: NDN

Deslocamento garupa: deslocamento para o lado esquerdo

Avaliacdo 30 dias ap6s o primeiro transplante de CTM (M30)

Grau de locomocao e postura do equino com incoordenagéo motora: Grau 1.
Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Propriocepg¢éo diminuida nos MTs na abducdo dos membros. Mais for¢a no
MPE durante o deslocamento da garupa, mas ainda com um pouco de paresia.
Andar e trotar em linha reta: MPE um pouco mais lento ao passo

Afastar: NDN

Andar em circulos: MPE mais lento um pouco
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Descer e subir rampas: arrasta MPs

Obstaculos: fragueza leve do MPE

Andar com pescoco estendido: NDN

Deslocamento garupa: forca no MPE. Quando puxada para o lado direito se

irrita.

Avaliacdo 30 dias ap6s o segundo transplante de CTM (M60)

Grau de locomocao e postura do equino com incoordenacdo motora: Grau 1.
Exame neurolégico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Propriocepcao diminuida nos MTs, néo deixa realizar o exame com 0s MPs.
Apresenta mais forga no MPE.

Andar e trotar em linha reta: NDN

Afastar: NDN

Andar em circulos: paresia leve no MPE

Descer e subir rampas: paresia MPs

Obstaculos: paresia leve MPE, com um pouco de hipermetria
Deslocamento garupa: sem deslocamento para lado esquerdo. Quando

deslocada para o lado direito, se irrita.

Avaliacado 30 dias apos o terceiro transplante de CTM (M90)

Grau de locomocao e postura do equino com incoordenacgédo motora: Grau 0-1.
Exame neurolégico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Animal esta muito bem, ficou até chata ndo deixando realizar alguns exames,
tentando morder, dando coice. Propriocepc¢do normal.

Andar e trotar em linha reta: NDN

Afastar: NDN

Andar em circulos: arrastou um pouco o MPD

Descer e subir rampas: NDN

Obstéaculos: NDN

Deslocamento garupa: firmeza para os dois lados. Tentou dar coice com as

duas patas.
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Animal 6

Anamnese
Ha 3 anos apresentou sinais de incoordenacao, foi tratado com diclazuril
e ficou bom. Em abril de 2016 teve uma recidiva, foi tratado novamente com

diclazuril, apresentando melhora de 60%.

Avaliacdo inicial antes do primeiro transplante de CTM (MOQ)

Grau de locomocao e postura do equino com incoordenac¢éo motora: Grau 2.
Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Paresia, ataxia e hipermetria nos 4 membros, sendo mais evidente nos MPs.
Sem risco de quedas espontaneas. Postura anormal dos MPs quando parado.
Propriocepcao normal nos MTs e ausente nos MPs, quando abduzidos.
Andar e trotar em linha reta: arrasta os MPs, abducéo, deslocamento lateral da
garupa, hipermetria

Afastar: arrasta os 4 membros e faz abducédo dos MPs, um pouco de
espasticidade

Andar em circulos: abducéo e hipermetria do membro do lado de fora do
circulo, arrasta os MPs

Descer e subir rampas: paresia dos 4 membros, mais severa nos MPs. Abduz
MPs, espasticidade, emboleta

Obstaculos: hipermetria dos MPs, e tropeca com MTs

Andar com pescoco estendido: muita dificuldade, relutdncia em fazer o
movimento

Deslocamento garupa: desloca pouco para a esquerda, apresenta

espasticidade. Se desloca com facilidade para o lado direito

Avaliacdo 30 dias ap6s o primeiro transplante de CTM (M30)

Grau de locomocao e postura do equino com incoordenac¢édo motora: Grau 2.
Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Proprietario acha que os membros estdo mais firmes, relata que o animal esta

tentando dar coice, brigando por racéo. Propriocep¢édo normal nos MTs, e
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ausente nos MPs quando os membros estdo abduzidos, e diminuida ao cruzar
0os membros. Nao arrasta mais a pinca dos MTs. Menos espasticidade. Postura
anormal dos membros quando parado.

Andar e trotar em linha reta: espasticidade dos MPs, arrasta pin¢ca dos MPs,
abducéo dos MPs

Afastar: espasticidade nos MPs, arrasta os 4 membros

Andar em circulos: abducéo e hipermetria dos MPs, sendo o MPD pior

Descer e subir rampas: espasticidade, hipermetria, abducéo e arrasta a ponta
dos cascos dos MPs

Obstaculos: paresia dos MPs, tropeca mais com MPD

Andar com pescoco estendido: hipermetria, mas realizou o teste sem
dificuldade

Deslocamento garupa: deslocamento para os dois lados, mas mais facil para a

esquerda

Avaliacdo 30 dias ap6s o segundo transplante de CTM (M60)

Grau de locomocdao e postura do equino com incoordenac¢édo motora: Grau 2.
Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Miiase no casco do MPE, quando vai fazer curativo ndo aguenta se manter so
em um MP. Propriocepgéao normal nos MTs e ausente nos MPs. N&o arrasta
mais as pin¢as ao caminhar.

Andar e trotar em linha reta: espasticidade e hipermetria no MPD acentuada ao
fazer a curva. Abducdo dos MPs ao trote

Afastar: arrasta menos os MTs, menos espasticidade. Afasta com os MPs
abertos

Andar em circulos: pivé com MPD. Hipermetria com MP de fora do circulo
Descer e subir rampas: hipermetria e arrasta as pincas dos MPs

Obstéaculos: sem hipermetria. Bateu casco em alguns passos

Deslocamento garupa: espasticidade MPD, deslocamento mais evidente para o

lado esquerdo

Avaliacdo 30 dias apos o terceiro transplante de CTM (M90)

Grau de locomocao e postura do equino com incoordenacgédo motora: Grau 2.
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Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Consegue levantar o pé, se mantendo somente apoiado em um dos MP para
fazer o curativo da ferida por miiase. Hipermetria somente em alguns
movimentos, pouca espasticidade no MPD. Paresia nos membros.
Propriocepcao dos MTs normal, nos MPs ausente quando abduzidos e
diminuida ao cruzar. Postura anormal dos membros quando parado.

Andar e trotar em linha reta: MPD com pouca espasticidade, paresia dos MPs,
abduc&o mais em MPD durante trote

Afastar: arrasta os MPs

Andar em circulos: paresia mais evidente no MPD, abducéo dos membros do
lado de fora do circulo

Descer e subir rampas: hipermetria e espasticidade nos MPs

Obstaculos: paresia, bateu pinca

Andar com pescoco estendido: um pouco de hipermetria

Deslocamento garupa: deslocamento para os dois lados, esquerda mais

evidente

Animal 7

Anamnese

Apresentou os sinais de MEP em 2012, foi tratado com hiprosil e
acupuntura por 60 dias, ficou bom. No inicio de 2016 comecou a cair
espontaneamente, foi tratado com diclazuril e acupuntura por 30 dias,
apresentando melhora de 50%. Histérico de hiporexia. Animal muito magro.

Avaliacdo inicial antes do primeiro transplante de CTM (MO0)

Grau de locomocdo e postura do equino com incoordenacdo motora: Grau 2.
Exame neurolégico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,

comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Propriocepcéao diminuida nos MTs e ausente nos MPs, pior no MPE. Paresia
nos 4 membros. Postura anormal dos membros quando parado.

Andar e trotar em linha reta: paresia e ataxia, passos curtos, pisa no membro

oposto, arrasta pinca
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Andar em circulos: pivé sobre os membros, pisa no membro oposto
Descer e subir rampas: paresia, arrasta pinca MPs, abduc&o dos MPs,
fraqueza muscular

Obstéculos: paresia, tropeca

Andar com pescoco estendido: hipermetria dos MTs e paresia dos MPs
Deslocamento garupa: deslocamento para os dois lados

Avaliacdo 30 dias apds o primeiro transplante de CTM (M30)

Grau de locomocdao e postura do equino com incoordenac¢édo motora: Grau 2.
Exame neurolégico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Proprietario relata que o cavalo consegue se espojar, consegue deitar e
levantar sozinho, esta mais firme.

Propriocepg¢do diminuida nos 4 membros. Postura anormal dos membros
quando parado.

Andar e trotar em linha reta: ataxia e paresia dos 4 membros, cruza os MTs as
vezes

Afastar: arrasta os MTs e faz abducdo dos MPs

Andar em circulos: pivé e demora para troca o passo. Pior com MPD no centro
do circulo

Descer e subir rampas: paresia, arrasta e abduz os MPs

Obstéculos: paresia dos MPs, tropec¢a no obstaculo

Andar com pescoco estendido: hipermetria dos MTs

Deslocamento garupa: deslocamento para os dois lados

Avaliacdo 30 dias ap6s o segundo transplante de CTM (M60)

Grau de locomocao e postura do equino com incoordenac¢éo motora: Grau 2.
Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Animal esta apresentando tosse, mucosas hipocoradas e perdeu peso.

Mais forga nos membros, ndo arrasta mais a pinga. Postura anormal dos
membros quando parado. Propriocepc¢ao diminuida nos 4 membros.

Andar e trotar em linha reta: fraqueza muscular, sem arrastar a pinca
Afastar: arrasta um pouco os MTs

Andar em circulos: pivé com membro do lado interno do circulo, pior no MPD



140

Descer e subir rampas: fraqueza muscular, deslocamento da garupa
Obstaculos: tropecando menos, mas bateu

Deslocamento garupa: deslocamento para os dois lados

Avaliacdo 30 dias ap6s o terceiro transplante de CTM (M90)

Grau de locomocdo e postura do equino com incoordenacdo motora: Grau 2.
Exame neurolégico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Animal continua apresentando muita tosse, bastante secrecéo pelas narinas,
mucosas hipocoradas e perdeu peso.

N&o arrasta mais a pin¢a. Postura anormal dos membros quando parado.
Realizando as manobras especiais com mais facilidade mas ainda com déficits.
Propriocepg¢do diminuida nos 4 membros.

Andar e trotar em linha reta: fraqueza muscular

Afastar: ndo arrasta pinca

Andar em circulos: pivé com membro de dentro do circulo, pior no MAD
Descer e subir rampas: fraqueza dos MPs, arrasta pin¢a, desloca garupa
Obstaculos: fragueza nos MPs, encostando no obstaculo

Andar com pescoco estendido: leve hipermetria e cruza os MTs poucas vezes

Deslocamento garupa: deslocamento para os dois lados
Animal 8
Anamnese
Os sinais de incoordenacao iniciaram no inicio da doma. Foi tratado com

dimesol e diclazuril por 60 dias. Ainda apresenta incoordenacao.

Avaliacdo inicial antes do primeiro transplante de CTM (MO0)

Grau de locomocéo e postura do equino com incoordenac¢do motora: Grau 3.
Exame neurolégico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Postura anormal dos membros quando parado. Quando se estressa, perde a
postura deslocando a garupa para tras (movimento de sentar). Pisa nos

membros opostos. Propriocep¢éo diminuida 4 membros.
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Andar e trotar em linha reta: ataxia, cruza membros, pisa no membro

Afastar: fraqueza muscular, arrasta um pouco 0s membros

Andar em circulos: déficits mais evidentes girando para a direita. Abducéo do
membro de fora do circulo. Arrasta MTs um pouco

Descer e subir rampas: arrasta pinca dos MPs, mais evidente no MPE,
fragueza da garupa

Obstaculos: tocou o obstaculo com MTs, um pouco de hipermetria (animal com
medo do obstaculo)

Andar com pescoco estendido: um pouco de dificuldade, jogou garupa para
tras

Deslocamento garupa: deslocamento para esquerda mais evidente

Avaliacdo 30 dias apds o primeiro transplante de CTM (M30)

Grau de locomocéo e postura do equino com incoordenacao motora: Grau 2.
Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Postura anormal dos membros quando parado. Propriocep¢ao diminuida nos 4
membros. Mais forca nos MPs durante o deslocamento da garupa.

Andar e trotar em linha reta: ataxia, cruza um pouco MPs ao trote

Afastar: afastou com menos dificuldade. Arrasta MTs, fraqueza muscular do
MPs, agachou no final

Andar em circulos: pivd com membros de dentro do circulo, arrasta um pouco
0s membros

Descer e subir rampas: fragueza MPs, arrasta um pouco a pinca

Obstaculos: ataxia, um pouco de hipermetria no inicio

Deslocamento garupa: deslocamento leve para esquerda

Avaliacdo 30 dias apos o segundo transplante de CTM (M60)

Grau de locomocéo e postura do equino com incoordenacdo motora: Grau 1.
Exame neurolégico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Andando e trotando bem melhor. Postura dos MTs normal quando parado.
Propriocepcao um pouco lenta. Animal esta bem mais décil, tranquilo.

Andar e trotar em linha reta: sem dificuldade, NDN
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Afastar: um pouco de fraqueza nos MPs, mas ndo arrasta mais o casco.
Afastou sem dificuldade

Andar em circulos: nédo fez pivé com o membro. Abducdo do MPE quando pra
fora do circulo

Descer e subir rampas: um pouco de hipermetria dos MTs e do MPE
Obstaculos: encostou s6 a ponta do casco poucas vezes

Andar com pescoco estendido: um pouco de hipermetria dos MTs e paresia
Deslocamento garupa: bem firme, desloca muito pouco

Avaliacdo 30 dias apds o terceiro transplante de CTM (M90)

Grau de locomocdo e postura do equino com incoordenacdo motora: Grau 1.
Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Treinador relata mais forca nos membros e equilibrio, mesmo andando no
redondel.

Mais forgca nos membros, ndo arrasta mais a pin¢a. Postura anormal dos
membros quando parado.

Propriocepc¢do diminuida nos MTs na abducdo dos membros. Mais for¢a no
MPE durante o deslocamento da garupa, mas ainda com um pouco de paresia.
Andar e trotar em linha reta: andando bem, ao trote um pouco de abducé&o do
MPD no final

Afastar: um pouco de fraqueza no fim do movimento

Andar em circulos: abduz um pouco MPE quando fora do circulo, arrasta um
pouco MPE quando dentro do circulo

Descer e subir rampas: um pouco de fraqueza nos MPs, arrasta as vezes a
pinca do MPE

Deslocamento garupa: bem firme, desloca sé um pouco para o lado esquerdo

Animal 9

Anamnese
Apresentou sinais agudos de incoordenacdo quando bem nova, foi
tratada com dimesol e diclazuril por 60 dias. Desde entdo continua com sinais

de incoordenacéao.
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Avaliacdo inicial antes do primeiro transplante de CTM (MO0)

Grau de locomocéo e postura do equino com incoordenacdo motora: Grau 1.
Exame neurolégico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Propriocepcéao diminuida nos MTs e no MPE. Postura anormal dos membros
quando parado.

Andar e trotar em linha reta: paresia ao fazer a curva, abducdo dos MPs
Afastar: arrasta o casco, mas sem muita dificuldade

Andar em circulos: ataxia, abducdo dos MPs de fora do circulo

Descer e subir rampas: pouco de fraqueza muscular, evidenciado ao fazer a
curva

Obstéculos: medo dos obstaculos, bateu casco algumas vezes

Andar com pescoco estendido: ataxia, cruza os MTs as vezes

Deslocamento garupa: deslocamento para esquerda

Avaliacdo 30 dias apos o primeiro transplante de CTM (M30)

Grau de locomocdao e postura do equino com incoordenac¢édo motora: Grau 1.
Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Propriocepg¢éo diminuida nos MAD e MPD. Postura anormal dos membros
quando parado.

Andar e trotar em linha reta: NDN

Afastar: arrasta bem pouco MPD

Andar em circulos: arrasta e abduz MPE quando fora do circulo, abduz um
pouco o MPD

Descer e subir rampas: passos um pouco curtos com MPs

Obstéaculos: com medo dos obstaculos, bateu os casco uma vez

Andar com pescoco estendido: NDN

Deslocamento garupa: deslocamento para esquerda maior que para a direita

Avaliacdo 30 dias apds o segundo transplante de CTM (M60)

Grau de locomocdao e postura do equino com incoordenacdo motora: Grau 1.
Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,

comportamento NDN, nervos cranianos normais.



Postura anormal dos membros quando parado. Propriocep¢ao normal a um
pouco diminuida nos MTs, e diminuida no MPE.

Andar e trotar em linha reta: NDN

Afastar: ndo afastou

Andar em circulos: hiperflexdo do MPD e abduc¢édo do MPE no circulo para
direita, e abducé&o do MPD no circulo para esquerda

Descer e subir rampas: MPs um pouco espasticos, passos curtos
Obstaculos: NDN

Andar com pescoco estendido: NDN

Deslocamento garupa: pouco para esquerda e direita

Avaliacdo 30 dias apos o terceiro transplante de CTM (M90)
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Grau de locomocao e postura do equino com incoordenacédo motora: Grau 1.

Exame neuroldgico: nivel de consciéncia normal, postura normal da cabeca,
comportamento NDN, nervos cranianos normais.

Treinador relatou melhora no galope, antes galopava igual coelho, agora
normal.

Postura anormal dos membros quando parado.

Propriocepcao diminuida nos MTs. N&o deixou realizar a propriocep¢ao com
MPs, ficou puxando os pés.

Andar e trotar em linha reta: NDN, abduz um pouco MP quando faz a curva
trotando

Afastar: um pouco rigida, mas nao sabe afastar

Andar em circulos: abduz membro de fora do circulo

Descer e subir rampas: um pouco de fraqueza, abducéo leve do MPD
Obstéaculos: NDN

Deslocamento garupa: desloca um pouco para esquerda e direita
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Anexo 2

Normas de publicacédo da Revista “Stem Cell Research & Therapy”.

General formatting guidelines

e« Preparing main manuscript text

e Preparing illustrations and fiqures

e Preparing tables

o Preparing additional files

Preparing main manuscript text
Back to top
Quick points:

e Use double line spacing

e Include line and page numbering

e Use Sl units: Please ensure that all special characters used are

embedded in the text, otherwise they will be lost during conversion to
PDF

o Do not use page breaks in your manuscript
File formats
The following word processor file formats are acceptable for the main
manuscript document:

e Microsoft word (DOC, DOCX)

e Rich text format (RTF)

e TeX/LaTeX (use BioMed Central's TeX template)
Please note: editable files are required for processing in production. If your
manuscript contains any non-editable files (such as PDFs) you will be required
to re-submit an editable file when you submit your revised manuscript, or after
editorial acceptance in case no revision is necessary.
Note that figures must be submitted as separate image files, not as part of the

submitted manuscript file. For more information, see Preparing figures below.

Additional information for TeX/LaTeX users


https://stemcellres.biomedcentral.com/submission-guidelines/preparing-your-manuscript#preparing+main+manuscript+text
https://stemcellres.biomedcentral.com/submission-guidelines/preparing-your-manuscript#preparing+figures
https://stemcellres.biomedcentral.com/submission-guidelines/preparing-your-manuscript#preparing+tables
https://stemcellres.biomedcentral.com/submission-guidelines/preparing-your-manuscript#preparing+additional+files
https://stemcellres.biomedcentral.com/submission-guidelines/preparing-your-manuscript#main
https://stemcellres.biomedcentral.com/submission-guidelines/preparing-your-manuscript#preparing+figures
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Please use BioMed Central's TeX template and BibTeX stylefile if you use TeX
format. Submit your references using either a bib or bbl file. When submitting
TeX submissions, please submit both your TeX file and your bib/bbl file as
manuscript files. Please also convert your TeX file into a PDF (please do not
use a DIV file) and submit this PDF as a supplementary file with the name
'Reference PDF'. This PDF will be used by our production team as a reference
point to check the layout of the article as the author intended. Please also note
that all figures must be coded at the end of the TeX file and not inline.

The Editorial Manager system checks for any errors in the Tex files. If an error
is present then the system PDF will display LaTex code and highlight and
explain the error in a section beginning with an exclamation mark (!).

All relevant editable source files must be uploaded during the submission
process. Failing to submit these source files will cause unnecessary delays in

the production process.

TeX templates

BioMedCentral_article (ZIP format) - preferred template

Springer article svjour3 (ZIP format)

birkjour (Birkhauser, ZIP format)

article (part of the standard TeX distribution)

amsart (part of the standard TeX distribution)

Style and language

For editors and reviewers to accurately assess the work presented in your
manuscript you need to ensure the English language is of sufficient quality to be
understood. If you need help with writing in English you should consider:

« Visiting the English language tutorial which covers the common mistakes

when writing in English.

e Asking a colleague who is a native English speaker to review your
manuscript for clarity.

« Using a professional language editing service where editors will improve
the English to ensure that your meaning is clear and identify problems
that require your review. Two such services are provided by our

affiliates Nature Research Editing Service and American Journal Experts.



http://media.biomedcentral.com/content/production/bmc_article-tex.zip
ftp://ftp.springer.de/pub/tex/latex/svjour3/global.zip
http://www.springer.com/cda/content/document/cda_downloaddocument/birkjour.zip
http://www.ctan.org/pkg/article
http://www.latex-project.org/ftp.html
http://www.ctan.org/pkg/amsart
http://www.latex-project.org/ftp.html
http://www.springer.com/gp/authors-editors/authorandreviewertutorials/writinginenglish
http://authorservices.springernature.com/language-editing/?utm_source=bmc&utm_medium=referral&utm_campaign=bmcSubGuidelinesLESpages
http://www.aje.com/?utm_source=bmc&utm_medium=referral&utm_campaign=bmcSubGuidelinesLESpages
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Please note that the use of a language editing service is not a requirement for
publication in the journal and does not imply or guarantee that the article will be

selected for peer review or accepted.

Data and materials

For all journals, BioMed Central strongly encourages all datasets on which the
conclusions of the manuscript rely to be either deposited in publicly available
repositories (where available and appropriate) or presented in the main paper or
additional supporting files, in machine-readable format (such as spread sheets

rather than PDFs) whenever possible. Please see the list of recommended

repositories in our editorial policies.

For some journals, deposition of the data on which the conclusions of the
manuscript rely is an absolute requirement. Please check the Instructions for
Authors for the relevant journal and article type for journal specific policies.

For all manuscripts, information about data availability should be detailed in an
‘Availability of data and materials’ section. For more information on the content
of this section, please see the Declarations section of the relevant journal’s
Instruction for Authors. For more information on BioMed Centrals policies on
data availability, please see our [editorial policies].

Formatting the 'Availability of data and materials' section of your
manuscript

The following format for the 'Availability of data and materials section of your
manuscript should be used:

"The dataset(s) supporting the conclusions of this article is(are) available in the
[repository name] repository, [unique persistent identifier and hyperlink to
dataset(s) in http:// format]."

The following format is required when data are included as additional files:
"The dataset(s) supporting the conclusions of this article is(are) included within
the article (and its additional file(s))."

BioMed Central endorses the Force 11 Data Citation Principles and requires
that all publicly available datasets be fully referenced in the reference list with
an accession number or unique identifier such as a DOI.

For databases, this section should state the web/ftp address at which the

database is available and any restrictions to its use by non-academics.


https://www.biomedcentral.com/getpublished/editorial-policies
https://www.biomedcentral.com/getpublished/editorial-policies
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For software, this section should include:

e Project name: e.g. My bioinformatics project

« Project home page: e.g. http://sourceforge.net/projects/mged

« Archived version: DOI or unique identifier of archived software or code in

repository (e.g. enodo)

o Operating system(s): e.g. Platform independent

e Programming language: e.g. Java

e Other requirements: e.g. Java 1.3.1 or higher, Tomcat 4.0 or higher

e License: e.g. GNU GPL, FreeBSD etc.

e Any restrictions to use by non-academics: e.g. licence needed
Information on available repositories for other types of scientific data, including

clinical data, can be found in our editorial policies.

References

See our editorial policies for author guidance on good citation practice.

All references, including URLS, must be numbered consecutively, in square
brackets, in the order in which they are cited in the text, followed by any in
tables or legends. The reference numbers must be finalized and the reference
list fully formatted before submission. For further information including example
references please read our reference preparation guidelines.

What should be cited?

Only articles, clinical trial registration records and abstracts that have been
published or are in press, or are available through public e-print/preprint
servers, may be cited.

Unpublished abstracts, unpublished data and personal communications should
not be included in the reference list, but may be included in the text and referred
to as "unpublished observations" or "personal communications" giving the
names of the involved researchers. Obtaining permission to quote personal
communications and unpublished data from the cited colleagues is the
responsibility of the author. Footnotes are not allowed, but endnotes are
permitted. Journal abbreviations follow Index Medicus/MEDLINE.

Any in press articles cited within the references and necessary for the
reviewers' assessment of the manuscript should be made available if requested
by the editorial office.

How to format your references


https://www.biomedcentral.com/getpublished/editorial-policies
https://www.biomedcentral.com/getpublished/editorial-policies
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Examples of the BioMed Central reference style are shown below. Please
ensure that the reference style is followed precisely; if the references are not in
the correct style, they may need to be retyped and carefully proofread.

Web links and URLs: All web links and URLSs, including links to the authors'
own websites, should be given a reference number and included in the
reference list rather than within the text of the manuscript. They should be
provided in full, including both the title of the site and the URL, as well as the
date the site was accessed, in the following format: The Mouse Tumor Biology
Database. http://tumor.informatics.jax.org/mtbwi/index.do. Accessed 20 May
2013. If an author or group of authors can clearly be associated with a web link,
such as for weblogs, then they should be included in the reference.

Authors may wish to make use of reference management software to ensure
that reference lists are correctly formatted.

Example reference style:

Article within a journal

Smith JJ. The world of science. Am J Sci. 1999;36:234-5.

Article within a journal (no page numbers)

Rohrmann S, Overvad K, Bueno-de-Mesquita HB, Jakobsen MU, Egeberg R,
Tjonneland A, et al. Meat consumption and mortality - results from the
European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition. BMC Med.
2013;11:63.

Article within a journal by DOI

Slitka MK, Whitton JL. Clinical implications of dysregulated cytokine production.
Dig J Mol Med. 2000; doi:10.1007/s801090000086.

Article within a journal supplement

Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functional asplenia: demonstration of
splenic activity by bone marrow scan. Blood 1979;59 Suppl 1:26-32.

Book chapter, or an article within a book

Wyllie AH, Kerr JFR, Currie AR. Cell death: the significance of apoptosis. In:
Bourne GH, Danielli JF, Jeon KW, editors. International review of cytology.
London: Academic; 1980. p. 251-306.

OnlineFirst chapter in a series (without a volume designation but with a DOI)
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Saito Y, Hyuga H. Rate equation approaches to amplification of enantiomeric
excess and chiral symmetry breaking. Top Curr Chem. 2007.
doi:10.1007/128_2006_108.
Complete book, authored
Blenkinsopp A, Paxton P. Symptoms in the pharmacy: a guide to the
management of common iliness. 3rd ed. Oxford: Blackwell Science; 1998.
Online document
Doe J. Title of subordinate document. In: The dictionary of substances and their
effects. Royal Society of Chemistry. 1999. http://www.rsc.org/doseltitle of
subordinate document. Accessed 15 Jan 1999.
Online database
Healthwise Knowledgebase. US Pharmacopeia, Rockville. 1998.
http://www.healthwise.org. Accessed 21 Sept 1998.
Supplementary material/private homepage
Doe J. Title of supplementary material. 2000. http://www.privatehomepage.com.
Accessed 22 Feb 2000.
University site
Doe, J: Title of preprint. http://www.uni-heidelberg.de/mydata.html (1999).
Accessed 25 Dec 1999.
FTP site
Doe, J: Trivial HTTP, RFC2169. ftp:/ftp.isi.edu/in-notes/rfc2169.txt (1999).
Accessed 12 Nov 1999.
Organization site
ISSN International Centre: The ISSN register. http://www.issn.org (2006).
Accessed 20 Feb 2007.
Dataset with persistent identifier
Zheng L-Y, Guo X-S, He B, Sun L-J, Peng Y, Dong S-S, et al. Genome data
from sweet and grain sorghum (Sorghum bicolor). GigaScience Database.
2011. http://dx.doi.org/10.5524/100012.
Preparing figures
Back to top
When preparing figures, please follow the formatting instructions below.

e Figures should be provided as separate files, not embedded in the main

manuscript file.


https://stemcellres.biomedcentral.com/submission-guidelines/preparing-your-manuscript#main
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« Each figure of a manuscript should be submitted as a single file that fits
on a single page in portrait format.

e Tables should NOT be submitted as figures but should be included in the
main manuscript file.

o Multi-panel figures (those with parts a, b, c, d etc.) should be submitted
as a single composite file that contains all parts of the figure.

o Figures should be numbered in the order they are first mentioned in the
text, and uploaded in this order.

e Figures should be uploaded in the correct orientation.

o Figure titles (max 15 words) and legends (max 300 words) should be
provided in the main manuscript, not in the graphic file.

« Figure keys should be incorporated into the graphic, not into the legend
of the figure.

« Each figure should be closely cropped to minimize the amount of white
space surrounding the illustration. Cropping figures improves accuracy
when placing the figure in combination with other elements when the
accepted manuscript is prepared for publication on our site. For more
information on individual figure file formats, see our detailed instructions.

« Individual figure files should not exceed 10 MB. If a suitable format is
chosen, this file size is adequate for extremely high quality figures.

e Please note that it is the responsibility of the author(s) to obtain
permission from the copyright holder to reproduce figures (or
tables) that have previously been published elsewhere. In order for
all figures to be open access, authors must have permission from the
rights holder if they wish to include images that have been published
elsewhere in non open access journals. Permission should be indicated
in the figure legend, and the original source included in the reference list.

Figure file types
We accept the following file formats for figures:

o EPS (suitable for diagrams and/or images)

o PDF (suitable for diagrams and/or images)

e Microsoft Word (suitable for diagrams and/or images, figures must be a

single page)
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o PowerPoint (suitable for diagrams and/or images, figures must be a
single page)

e TIFF (suitable for images)

o JPEG (suitable for photographic images, less suitable for graphical
images)

e PNG (suitable for images)

« BMP (suitable for images)

e« CDX (ChembDraw - suitable for molecular structures)

For information and suggestions of suitable file formats for specific figure types,

please see our author academy.

Figure size and resolution
Figures are resized during publication of the final full text and PDF versions to
conform to the BioMed Central standard dimensions, which are detailed below.
Figures on the web:

« width of 600 pixels (standard), 1200 pixels (high resolution).
Figures in the final PDF version:

o width of 85 mm for half page width figure

o width of 170 mm for full page width figure

e maximum height of 225 mm for figure and legend

« image resolution of approximately 300 dpi (dots per inch) at the final size
Figures should be designed such that all information, including text, is legible at
these dimensions. All lines should be wider than 0.25 pt when constrained to
standard figure widths. All fonts must be embedded.

Figure file compression

« Vector figures should if possible be submitted as PDF files, which are
usually more compact than EPS files.

e TIFF files should be saved with LZW compression, which is lossless
(decreases file size without decreasing quality) in order to minimize
upload time.

o JPEG files should be saved at maximum quality.

« Conversion of images between file types (especially lossy formats such

as JPEG) should be kept to a minimum to avoid degradation of quality.


https://www.biomedcentral.com/getpublished/writing-resources/data-presentation/illustrations-and-figures
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If you have any questions or are experiencing a problem with figures, please

contact the customer service team at info@biomedcentral.com.

Preparing tables
Back to top
When preparing tables, please follow the formatting instructions below.

o Tables should be numbered and cited in the text in sequence using
Arabic numerals (i.e. Table 1, Table 2 etc.).

e Tables less than one A4 or Letter page in length can be placed in the
appropriate location within the manuscript.

o Tables larger than one A4 or Letter page in length can be placed at the
end of the document text file. Please cite and indicate where the table
should appear at the relevant location in the text file so that the table can
be added in the correct place during production.

o Larger datasets, or tables too wide for A4 or Letter landscape page can
be uploaded as additional files. Please see [below] for more information.

o Tabular data provided as additional files can be uploaded as an Excel
spreadsheet (.xIs ) or comma separated values (.csv). Please use the
standard file extensions.

o Table titles (max 15 words) should be included above the table, and
legends (max 300 words) should be included underneath the table.

« Tables should not be embedded as figures or spreadsheet files, but
should be formatted using ‘Table object’ function in your word processing
program.

« Color and shading may not be used. Parts of the table can be highlighted
using superscript, numbering, lettering, symbols or bold text, the
meaning of which should be explained in a table legend.

e Commas should not be used to indicate numerical values.

If you have any questions or are experiencing a problem with tables, please

contact the customer service team at info@biomedcentral.com.

Preparing additional files

Back to top

As the length and quantity of data is not restricted for many article types,
authors can provide datasets, tables, movies, or other information as additional

files.


mailto:info@biomedcentral.com
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All Additional files will be published along with the accepted article. Do not
include files such as patient consent forms, certificates of language editing, or
revised versions of the main manuscript document with tracked changes. Such
files, if requested, should be sent by email to the journal’s editorial email
address, quoting the manuscript reference number. Please do not send patient
consent forms unless requested.

Results that would otherwise be indicated as "data not shown" should be
included as additional files. Since many web links and URLSs rapidly become
broken, BioMed Central requires that supporting data are included as additional
files, or deposited in a recognized repository. Please do not link to data on a
personal/departmental website. Do not include any individual participant details.
The maximum file size for additional files is 20 MB each, and files will be virus-
scanned on submission. Each additional file should be cited in sequence within
the main body of text.

If additional material is provided, please list the following information in a
separate section of the manuscript text:

o File name (e.g. Additional file 1)

« File format including the correct file extension for example .pdf, .xls, .txt,
.pptx (including name and a URL of an appropriate viewer if format is
unusual)

o Title of data

o Description of data

Additional files should be named "Additional file 1" and so on and should be
referenced explicitly by file name within the body of the article, e.g. 'An
additional movie file shows this in more detail [see Additional file 1]

For further guidance on how to use Additional files or recommendations on how
to present particular types of data or information, please see How to use

additional files.

Preparing your manuscript

The information below details the section headings that you should include in
your manuscript and what information should be within each section.

Please note that your manuscript must include a 'Declarations’ section including

all of the subheadings (please see below for more information).


https://www.biomedcentral.com/getpublished/writing-resources/data-presentation/additional-files
https://www.biomedcentral.com/getpublished/writing-resources/data-presentation/additional-files
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Title page
The title page should:
e present a title that includes, if appropriate, the study design e.qg.:
o "Aversus B in the treatment of C: a randomized controlled trial",
"X is a risk factor for Y: a case control study"”, "What is the impact
of factor X on subject Y: A systematic review"
o or for non-clinical or non-research studies a description of what
the article reports
« list the full names, institutional addresses and email addresses for all
authors
o Iif a collaboration group should be listed as an author, please list
the Group name as an author. If you would like the names of the
individual members of the Group to be searchable through their
individual PubMed records, please include this information in the
“Acknowledgements” section in accordance with the instructions
below
« indicate the corresponding author
Abstract
The Abstract should not exceed 350 words. Please minimize the use of
abbreviations and do not cite references in the abstract. Reports of randomized
controlled trials should follow the CONSORT extension for abstracts. The
abstract must include the following separate sections:
« Background: the context and purpose of the study
« Methods: how the study was performed and statistical tests used
e Results: the main findings
e Conclusions: brief summary and potential implications
e Trial registration: If your article reports the results of a health care
intervention on human participants, it must be registered in an
appropriate registry and the registration number and date of registration
should be in stated in this section. If it was not registered prospectively
(before enrollment of the first participant), you should include the words

'retrospectively registered'. See our editorial policies for more information

on trial registration

Keywords


http://www.consort-statement.org/
https://www.biomedcentral.com/getpublished/editorial-policies
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Three to ten keywords representing the main content of the article.
Background
The Background section should explain the background to the study, its aims, a
summary of the existing literature and why this study was necessary or its
contribution to the field.
Methods
The methods section should include:
« the aim, design and setting of the study
« the characteristics of participants or description of materials
o a clear description of all processes, interventions and comparisons.
Generic drug names should generally be used. When proprietary brands
are used in research, include the brand names in parentheses
« the type of statistical analysis used, including a power calculation if
appropriate
Results
This should include the findings of the study including, if appropriate, results of
statistical analysis which must be included either in the text or as tables and
figures.
Discussion
This section should discuss the implications of the findings in context of existing
research and highlight limitations of the study.
Conclusions
This should state clearly the main conclusions and provide an explanation of the
importance and relevance of the study reported.
List of abbreviations
If abbreviations are used in the text they should be defined in the text at first
use, and a list of abbreviations should be provided.
Declarations
All manuscripts must contain the following sections under the heading
'‘Declarations':
« Ethics approval and consent to participate
« Consent for publication
o Availability of data and material

o Competing interests
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e Funding
e Authors' contributions
e Acknowledgements
e Authors' information (optional)
Please see below for details on the information to be included in these sections.
If any of the sections are not relevant to your manuscript, please include the
heading and write 'Not applicable' for that section.
Ethics approval and consent to participate
Manuscripts reporting studies involving human participants, human data or
human tissue must:
e include a statement on ethics approval and consent (even where the
need for approval was waived)
e include the name of the ethics committee that approved the study and
the committee’s reference number if appropriate
Studies involving animals must include a statement on ethics approval.

See our editorial policies for more information.

If your manuscript does not report on or involve the use of any animal or human
data or tissue, please state “Not applicable” in this section.

Consent for publication

If your manuscript contains any individual person’s data in any form (including
individual details, images or videos), consent for publication must be obtained
from that person, or in the case of children, their parent or legal guardian. All
presentations of case reports must have consent for publication.

You can use your institutional consent form or our consent form if you prefer.
You should not send the form to us on submission, but we may request to see a
copy at any stage (including after publication).

See our editorial policies for more information on consent for publication.

If your manuscript does not contain data from any individual person, please
state “Not applicable” in this section.

Availability of data and materials

All manuscripts must include an ‘Availability of data and materials’ statement.
Data availability statements should include information on where data
supporting the results reported in the article can be found including, where

applicable, hyperlinks to publicly archived datasets analysed or generated


http://www.biomedcentral.com/about/editorialpolicies#Ethics
http://resource-cms.springer.com/springer-cms/rest/v1/content/6621850/data/v1/Consent-Form-PDF
http://www.biomedcentral.com/submissions/editorial-policies#consent+for+publication
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during the study. By data we mean the minimal dataset that would be necessary
to interpret, replicate and build upon the findings reported in the article. We
recognise it is not always possible to share research data publicly, for instance
when individual privacy could be compromised, and in such instances data
availability should still be stated in the manuscript along with any conditions for
access.

Data availability statements can take one of the following forms (or a
combination of more than one if required for multiple datasets):

o The datasets generated and/or analysed during the current study are
available in the [NAME] repository, [PERSISTENT WEB LINK TO
DATASETS]

e The datasets used and/or analysed during the current study are available
from the corresponding author on reasonable request.

« All data generated or analysed during this study are included in this
published article [and its supplementary information files].

e The datasets generated and/or analysed during the current study are not
publicly available due [REASON WHY DATA ARE NOT PUBLIC] but are
available from the corresponding author on reasonable request.

« Data sharing is not applicable to this article as no datasets were
generated or analysed during the current study.

e The data that support the findings of this study are available from [third
party name] but restrictions apply to the availability of these data, which
were used under license for the current study, and so are not publicly
available. Data are however available from the authors upon reasonable
request and with permission of [third party name].

« Not applicable. If your manuscript does not contain any data, please
state 'Not applicable' in this section.

More examples of template data availability statements, which include
examples of openly available and restricted access datasets, are available here.
BioMed Central also requires that authors cite any publicly available data on
which the conclusions of the paper rely in the manuscript. Data citations should
include a persistent identifier (such as a DOI) and should ideally be included in
the reference list. Citations of datasets, when they appear in the reference list,

should include the minimum information recommended by DataCite and follow


http://www.springernature.com/gp/group/data-policy/data-availability-statements
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journal style. Dataset identifiers including DOIs should be expressed as full

URLs. For example:

Hao Z, AghaKouchak A, Nakhjiri N, Farahmand A. Global integrated drought
monitoring and prediction system (GIDMaPS) data sets. figshare.

2014. http://dx.doi.org/10.6084/m9.figshare.853801

With the corresponding text in the Availability of data and materials statement:

The datasets generated during and/or analysed during the current study are
available in the [NAME] repository, [PERSISTENT WEB LINK TO
DATASETS].[Reference number]

Competing interests

All financial and non-financial competing interests must be declared in this
section.

See our editorial policies for a full explanation of competing interests. If you are

unsure whether you or any of your co-authors have a competing interest please
contact the editorial office.

Please use the authors initials to refer to each author's competing interests in
this section.

If you do not have any competing interests, please state "The authors declare
that they have no competing interests” in this section.

Funding

All sources of funding for the research reported should be declared. The role of
the funding body in the design of the study and collection, analysis, and
interpretation of data and in writing the manuscript should be declared.
Authors' contributions

The individual contributions of authors to the manuscript should be specified in
this section. Guidance and criteria for authorship can be found in our editorial
Please use initials to refer to each author's contribution in this section, for
example: "FC analyzed and interpreted the patient data regarding the
hematological disease and the transplant. RH performed the histological
examination of the kidney, and was a major contributor in writing the
manuscript. All authors read and approved the final manuscript.”
Acknowledgements
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Please acknowledge anyone who contributed towards the article who does not
meet the criteria for authorship including anyone who provided professional
writing services or materials.

Authors should obtain permission to acknowledge from all those mentioned in
the Acknowledgements section.

See our editorial policies for a full explanation of acknowledgements and

authorship criteria.

If you do not have anyone to acknowledge, please write "Not applicable" in this
section.

Group authorship (for manuscripts involving a collaboration group): if you would
like the names of the individual members of a collaboration Group to be
searchable through their individual PubMed records, please ensure that the title
of the collaboration Group is included on the title page and in the submission
system and also include collaborating author names as the last paragraph of
the “Acknowledgements” section. Please add authors in the format First Name,
Middle initial(s) (optional), Last Name. You can add institution or country
information for each author if you wish, but this should be consistent across all
authors.

Please note that individual names may not be present in the PubMed record at
the time a published article is initially included in PubMed as it takes PubMed
additional time to code this information.

Authors' information

This section is optional.

You may choose to use this section to include any relevant information about
the author(s) that may aid the reader's interpretation of the article, and
understand the standpoint of the author(s). This may include details about the
authors' qualifications, current positions they hold at institutions or societies, or
any other relevant background information. Please refer to authors using their
initials. Note this section should not be used to describe any competing
interests.

Endnotes

Endnotes should be designated within the text using a superscript lowercase

letter and all notes (along with their corresponding letter) should be included in
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the Endnotes section. Please format this section in a paragraph rather than a
list.

References

All references, including URLs, must be numbered consecutively, in square
brackets, in the order in which they are cited in the text, followed by any in
tables or legends. The reference numbers must be finalized and the reference
list fully formatted before submission.

Examples of the BioMed Central reference style are shown below. Please
ensure that the reference style is followed precisely.

See our editorial policies for author guidance on good citation practice.

Web links and URLs: All web links and URLS, including links to the authors' own
websites, should be given a reference number and included in the reference list
rather than within the text of the manuscript. They should be provided in full,
including both the title of the site and the URL, as well as the date the site was
accessed, in the following format: The Mouse Tumor Biology Database.
http://tumor.informatics.jax.org/mtbwi/index.do. Accessed 20 May 2013. If an
author or group of authors can clearly be associated with a web link (e.g. for
blogs) they should be included in the reference.

Example reference style:

Article within a journal

Smith JJ. The world of science. Am J Sci. 1999;36:234-5.

Article within ajournal (no page numbers)

Rohrmann S, Overvad K, Bueno-de-Mesquita HB, Jakobsen MU, Egeberg R,
Tjgnneland A, et al. Meat consumption and mortality - results from the
European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition. BMC Med.
2013;11:63.

Article within a journal by DOI

Slitka MK, Whitton JL. Clinical implications of dysregulated cytokine production.
Dig J Mol Med. 2000; doi:10.1007/s801090000086.

Article within a journal supplement

Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functional asplenia: demonstration of
splenic activity by bone marrow scan. Blood 1979;59 Suppl 1:26-32.

Book chapter, or an article within a book

Wyllie AH, Kerr JFR, Currie AR. Cell death: the significance of apoptosis. In:
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Bourne GH, Danielli JF, Jeon KW, editors. International review of cytology.
London: Academic; 1980. p. 251-306.

OnlineFirst chapter in a series (without a volume designation but with a DOI)
Saito Y, Hyuga H. Rate equation approaches to amplification of enantiomeric
excess and chiral symmetry breaking. Top Curr Chem. 2007.
doi:10.1007/128_2006_108.

Complete book, authored

Blenkinsopp A, Paxton P. Symptoms in the pharmacy: a guide to the
management of common illness. 3rd ed. Oxford: Blackwell Science; 1998.
Online document

Doe J. Title of subordinate document. In: The dictionary of substances and their
effects. Royal Society of Chemistry. 1999. http://www.rsc.org/doseltitle of
subordinate document. Accessed 15 Jan 1999.

Online database

Healthwise Knowledgebase. US Pharmacopeia, Rockville. 1998.
http://www.healthwise.org. Accessed 21 Sept 1998.

Supplementary material/private homepage

Doe J. Title of supplementary material. 2000. http://www.privatehomepage.com.
Accessed 22 Feb 2000.

University site

Doe, J: Title of preprint. http://www.uni-heidelberg.de/mydata.html (1999).
Accessed 25 Dec 1999.

FTP site

Doe, J: Trivial HTTP, RFC2169. ftp://ftp.isi.edu/in-notes/rfc2169.txt (1999).
Accessed 12 Nov 1999.

Organization site

ISSN International Centre: The ISSN register. http://www.issn.org (2006).
Accessed 20 Feb 2007.

Dataset with persistent identifier

Zheng L-Y, Guo X-S, He B, Sun L-J, Peng Y, Dong S-S, et al. Genome data
from sweet and grain sorghum (Sorghum bicolor). GigaScience Database.
2011. http://dx.doi.org/10.5524/100012.

Figures, tables additional files
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See General formatting guidelines for information on how to format figures,

tables and additional files.
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Anexo 3

Normas de publicacdo da Revista “Equine Veterinary Journal”.

EQUINE VETERINARY JOURNAL

AUTHOR GUIDELINES

1. GENERAL INTRODUCTION

Equine Veterinary Journal (EVJ) publishes and promotes high quality research
focused on equids that informs veterinary science and improves clinical
practice.This unrivalled international scientific journal is published 6 times per
year with around 128 pages per issue, containing articles with original and
potentially important findings. Contributions are received from sources
worldwide.

EVJ publishes original articles and reviews on all aspects of equine veterinary
science. Categories include General Articles, Technical Notes, Retrospective
Case Series and Case Reports, Review Articles and Correspondence (see
Section 3). They present new developments in research being carried out both
by researchers in institutes and from clinicians in practice devoted to all aspects
of equine and/or comparative veterinary sciences.

Original Manuscripts first undergo an Internal Editorial Assessment to ensure
that the manuscript content is of interest to our readership, of high scientific
guality and the manuscript format conforms to our guidelines described below. If
deemed appropriate, manuscripts are sent for peer review and our review
process is double-blinded (i.e. the reviewers are not identified to the authors
and vice versa, see Marr, C.M. (2011) Masking the peer review process: better
or worse? Equine Vet J, 43, 249). Before being accepted for publication, at least
two experts are consulted and many manuscripts also undergo assessment by
an individual with expertise in study design and data analysis. Our median time
for completing the review process for original submission is around 5 weeks.
Accepted manuscripts are pre-published and submitted for indexing within a few
days of acceptance.

Please read the instructions below carefully for details on format and
submission of manuscripts, the journal’s requirements and standards as well as

for information concerning the procedure after a manuscript has been accepted
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for publication in EVJ. Authors are encouraged to visit Wiley Author Services for

further information on the preparation and submission of articles and figures.

2. ETHICAL GUIDELINES

2.1 Previous publications

Authors submitting an article do so with the understanding that the work and its
essential substance have not been published in full before and is not being
considered for publication elsewhere. If abstracts have been published, in print
or online, full papers will be considered only if the published abstract was less
than 1000 words and did not contain figures or tables. A copy of the abstract
should be uploaded to ScholarOne at the time of submission as a supporting file
(see Section 5.4). EVJ accepts material that has been presented orally at
conferences that include web-based distribution of video or audio recording of
presentations. Manuscripts are screened with software designed to detect
plagiarism.

2.2 Authorship

2.2.i Responsibilities of authors

Corresponding authors should ensure that all authors are entered as co-authors
when uploading the manucript to ScholarOne. EVJ adheres to the definition of
authorship set up by The International Committee of Medical Journal Editors
(ICMJE). According to the ICMJE, authorship criteria should be based on 1)
substantial contributions to conception and design of, or acquisition of data or
analysis and interpretation of data, 2) drafting the article or revising it critically
for important intellectual content and 3) final approval of the version to be
published. Authors should meet conditions 1, 2 and 3.

In addition to being accountable for the parts of the work he or she has done, an
author should be able to identify which co-authors are responsible for specific
other parts of work. In addition, authors should have confidence in the integrity
of the contributions of their co-authors. Authors are expected to declare their
specific contributions and editors may request further information and reserve
the right to reject a manuscript if they feel excessive numbers of authors are
included and/or ICMJE authorship criteria are not fulfilled. A statement of each
author’s contribution to study design, data collection and study execution, data
analysis and interpretation, and preparation of the manuscript will be published.
Authors should use the affiliation they held at the time the work described in the
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manuscript was performed. First and/or corresponding authors may also list an
additional, current address but this will not normally be included for co-
authors.Contributors who do not qualify as authors should be mentioned

under Acknowledgements.

For more extensive guidance on authorship, please go

towww.icmje.org/recommendations/browse/roles-and-responsibilities/defining-

the-role-of-authors-and-contributors.html

2.2.ii Group Authorship

Formation of a group name for the article byline is a useful solution were a large
number of authors meet the ICMJE criteria for authorship. When a large multi-
author group has conducted the work, the group ideally should decide who will
be an author before the work is started and confirm who is an author before
submitting the manuscript for publication. All members of the group named as
authors should meet all four criteria for authorship, including approval of the
final manuscript, and they should be able to take public responsibility for the
work and should have full confidence in the accuracy and integrity of the work of
the other group authors. At the time of submission, EVJ expects that potential
competing interests are declared for all members.

When submitting a manuscript authored by a group, the corresponding author
should specify the group name if one exists, and clearly identify contributions of
the group members.

The byline of the article identifies who is directly responsible for the manuscript,
and MEDLINE lists as authors whichever names appear on the byline. If the
byline includes a group name, MEDLINE will list the names of individual group
members who are authors or who are collaborators, sometimes called non-
author contributors, if there is a note associated with the byline clearly stating
that the individual names are elsewhere in the paper and whether those names
are authors or collaborators.

EVJ will publish the full list of author names as a supplementary (online only)
item.

Further information on group authorship can be found from Medline

quidance and from |ICMJE.

2.3. Ethical use of data from animals and humans in research
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EVJ will reject manuscripts if the editors are not satisfied with the standards of
ethical use of animals or data from humans in research. Editors reserve the
right to reject papers if there is doubt as to whether appropriate procedures
have been used and also to insist that information is provided in the text as to
the measures taken to protect the welfare of subjects and the outcome of
procedures undertaken in respect to any pain or suffering caused.We prioritise
owner informed consent regardless of whether it is a national or institutional
requirement or not.

All research involving either experimental or clinical research on animals
described in manuscripts submitted to EVJ must follow international, national,
and/or institutional guidelines for humane animal treatment and complies with
relevant legislation in the country in which the study was conducted. This
normally involves review and oversight of the use and care of experimental
animals by an institutional ethics committee. In some countries, review and
oversight by an institutional or hospital ethics committee is also mandatory for
clinical research. Where such a regulation is not in place, EVJ strongly
encourages researchers to seek informal appraisal of their study protocols prior
to undertaking any research on client-owned animals as we believe that this will
improve the quality of the research, increase the likelihood that the planned
outcomes will be achieved and help in the identification and management of
adverse effects for the animals involved. The EVJ editors reserve the right to
examine copies of signed owner informed consent forms on request and may
approach institutional ethical committees where we wish to seek further
information on local policies, procedures and regulations. Irrespective of
whether the study has institutional ethical committee approval or not, authors
are expected to satisfy the editors that they have conducted their research in an
ethical manner.

EVJ regularly publishes editorial pieces outlining our position on the use of
animals in research and authors are encouraged to ensure that they are familiar
with these. More details of EVJ’s current and future policies regarding the use of
animals in research can be found

at http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/evj.12390/full.

2.3.i Experimental animals
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EVJ endorses the ARRIVE guidelines (www.nc3rs.org.uk/arrive-

quidelines) . Manuscripts describing studies involving experimental animals will
be considered for publication only if the work:

o Demonstrates sufficient justification and merit for the in vivo approach
employed.

« Provides details that adequate measures were taken to monitor and
address the welfare of the animals involved, to provide pain control, and
to manage any adverse effects.

e The outcomes for the experimental subjects must be described explicitly.

2.3.ii. Client-owned animals
Manuscripts describing research using client-owned animals will be considered
for publication only if the work:

e Involves informed client consent for inclusion in the study for all
prospective research and informed client consent may be required for
some retrospective studies.

« EVJ accepts that informed client consent may be given by the horses’
caretakers providing these individuals have the owners’ authority to act
as agents for the owner in relation to veterinary matters.

« Demonstrates a high standard of veterinary care.

« Client confidentiality must be maintained and authors should select
photographs and video material with care to ensure that humans cannot
be identified specifically (see section 2.3.iii).

2.3.iii. Materials derived from veterinary or post-mortem examinations
Research using tissues, fluids or cells that are collected during clinical
procedures and are not specific to a patient group (i.e. any other horse could
have been substituted) may be used for research provided that the owner has
been made aware that these tissues may be retained for research purposes as
part of the general consent for the clinical procedure and has been given the
opportunity to opt out of research in general. Where archived material from
specific groups of patients (whether defined by age, breed, sex, disease status
or any other specific feature) is being studied, owner informed consent is
required.

Normally, this requirement will be waived for research on samples archived as a

result of clinical activities prior to 1 January 2017. For samples collected after
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that date, authors may be asked to provide evidence that owner informed
consent has been obtained. The EVJ editors also recognise that some studies
include samples from unusual individuals that have been stored for many years
and are prepared to discuss exemptions to the requirements for owner informed
consent where historical samples are used. Authors should write to the editor
setting out their specific concerns.

2.3.iv. Materials derived from abattoir material and veterinary or post-
mortem examinations

Research using tissues, fluids or cells that are derived from commercial
abattoirs do not require any form of consent from the previous owner but, if the
specific abattoir is identified, the owner must give permission for publication of
the abattoir identity.

2.3.v. Equine genetic research

Manuscripts describing research involving genetic profiling of horses,
regardless of the origin of the material which was used for the research, will
only be considered for publication if the work involves informed client consent
for inclusion in the study.

This requirement is waived for genetic research involving historical samples
such as bones obtained from museums etc. Authors may be asked to provide
evidence that owner informed consent has been obtained.

2.3.vi. Data in the public domain and research on animals derived from
Sporting Authorities

Manuscripts describing research including data on animals or humans that are
derived from public archives, such as racing result websites, do not require
owner informed consent or the consent of Sporting Authorities.

Research using tissues, fluids, cells, clinical records, images and any other data
provided by Sporting Authorities does not require owner informed consent,
provided that the relevant Authority has collected the material or data as part of
their regulatory activity and that the authors can provide explicit evidence that
the Sporting Authority has given permission for the study to be conducted and
published.

When the research involves the analysis of genetic material from horses which
has been obtained via Sporting Authorities’ mandatory or regulatory

activities, EVJ advises researchers that they should obtain owner informed
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consent for genetic analysis, except where the researchers can provide explicit
evidence that the Sporting Authority has informed horse owners that genetic
material may be collected for research purposes and owner agreement to this
requirement is implicit by participation in the sport.

2.3.vii. Data from humans

Manuscripts describing research including data on human demographics,
attitudes and health related issues experienced by people in contact with horses
will be considered for publication only if the work:

« Follows national, and/or institutional guidelines for research involving
human subjects.

e Involves informed consent from the humans described in the study or
legal guardian or executor, if appropriate.

o Written consent must be obtained from the patient (legal guardian or
executor, if appropriate) for publication of any detail, video or photograph
that might identify an individual. Submit evidence of such consent with
the manuscript. For photographs or videos which have been taken by a
third party for a different purpose, the authors should provide warranty
that the copyright owner has obtained the necessary permissions.

o Where telephone or online questionnaires are completed as part of the
research, EVJ accepts that consent is implicit by completion of the
questionnaire, provided that the aims of the study and the researchers’
intention to publish the results are clearly set out at the beginning of the
guestionnaire. Copies of the questionnaire instrument (translated into
English if appropriate) must be uploaded with the manuscript for peer
review and will be published, normally as a supplementary online item.

e Unstructured telephone discussions on clinical outcomes must be
described as such and the term ‘telephone questionnaire’ must only be
used where a formal script was followed and made available for peer
review.

2.3.viii. Transparency and declarations

Our manuscript submission form contains a section in which information on
legal and ethical issues must be provided. The editors may request additional
information. This information will be included in the Declarations Section of the

published article. Please also include this information under the separate
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heading of ‘Ethical Animal Research’ in the ‘Title page’ document (see Section
4.2).

2.4 Antimicrobial Stewardship policy

Authors should consider WHO'’s risk management strategies for the
containment of antimicrobial resistance in humans due to non-human use of
antimicrobials. In particular, where quinolones, extended spectrum beta-lactam
antimicrobials (such as 3rd/4th generation cephalosporins) or macrolides not
labelled for use in horses in the country from which the report originates have
been used as part of the treatment regimen, or are being evaluated for potential
use in equine patients, the reasons underlying these choices must be robustly
defended. Information on Ciritically Important Antimicrobials for Human Medicine
can be found

at http://www.who.int/foodborne_disease/resistance/antimicrobials_human .pdf.

Further discussion of EVJ’s Antimicrobial Stewardship Policy can be found in
Bowen, Equine Veterinary Journal, Volume 45, Issue
2 http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/evj.12041/abstract. EVJ’s

Antimicrobial Stewardship policy is, in part, a self-certifying process. In many

clinical studies, for example those describing large retrospective series relating
to surgical procedures, it may not be necessary or appropriate to list extensive
details of antimicrobials given to the horses in the study. At the time of
submission, authors will be to asked if Critically Important Antimicrobials have
been used and, if Critically Important Antimicrobials have been used, authors
are expected to give specific details and to discuss and justify their use
explicitly, including proposing alternative options in future if appropriate. When
the cephalosporins licensed for use in the horse in the country of origin of the
study described are used (such as ceftiofur and cephquinome), it is necessary
to discuss this explicitly except where the specific indication differs from those
licensed (ie. off label use). Where Critically Important Antimicrobials have not
been used, it is often appropriate to include statements such as ‘horses were
given perioperative antimicrobials’ without expanding further.

2.5 Competing interests

Authors are required to disclose any competing interests. These include
financial interests (for example patent, ownership, stock ownership,

consultancies, speaker’s fees). Employment with commercial companies whose
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products are used in the study should be stated and intention to apply for a
patent by an individual or company in any way related to the authors must be
declared. If the author does not include a competing interest statement in the
submission form, then the following statement will be included by default: ‘The
authors have declared no competing interests’. Please also include this
information under the separate heading of ‘Competing interests’ in the ‘Title
page’ document (see Section 4.2).

Details of EVJ’s requirements for authors of sponsored editorial and workshop
reports can be obtained on request from the Editor.

2.6 Source of funding

Authors are required to specify the source of institutional, private and corporate
financial support for their research when submitting a paper. Please include this
information under the separate heading of "Source of Funding" in the "Title
page” document (see Section 4.2).

2.7 Permissions

If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be
obtained from the copyright holder concerned. It is the author’s responsibility to
obtain these in writing and provide copies to the Publishers. If material is used
that has been published elsewhere or is given as a personal communication, it
is the author’s responsibility to obtain permission from the publisher and author.
2.8 Appeal of decision

Authors who wish to appeal the Editors’ decision on their submitted manuscript

may do so by e-mailing Editor@evj.co.uk with a detailed explanation of their

rationale for appealing the decision.

2.9 Copyright

The submission of the manuscript by the authors means that the authors agree
to sign a Copyright Transfer Agreement form when the manuscript is accepted
for publication. When the manuscript is accepted for publication, the copyright
becomes the property of EVJ Ltd.

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding
author for the paper will receive an email prompting them to login into Author
Services; where via the Wiley Author Licensing Service (WALS) they will be
able to complete the license agreement on behalf of all authors on the paper.
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For authors signing the copyright transfer agreement: If the OnlineOpen
option is not selected the corresponding author will be presented with the
copyright transfer agreement (CTA) to sign. Please ensure you read the details
of the copyright agreement thoroughly and carefully to ensure that you are able
to fully comply with the terms. The terms and conditions can be previewed in
the sample associated with the copyright FAQs below:

CTA terms and

conditions http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags copyright.asp.

For authors choosing OnlineOpen: If the OnlineOpen option is selected the
corresponding author will have a choice of the following Creative Commons
License Open Access Agreements (OAA):

Creative Commons Attribution License OAA

Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA

Creative Commons Attribution Non-Commercial -NoDerivs License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please
visit the Copyright FAQs hosted on Wiley Author

Services http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags_copyright.aspand

visit http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--

License.html

If you select the OnlineOpen option and your research is funded by The
Wellcome Trust and members of the Research Councils UK (RCUK) you will be
given the opportunity to publish your article under a CC-BY license supporting
you in complying with Wellcome Trust and Research Councils UK requirements.
For more information on this policy and the Journal’s compliant self-archiving
policy please visit: http://www.wiley.com/go/funderstatement

3. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

3.1 General Articles

Authors are encouraged to consult Wiley’s Free Online Guide: Writing for
Publication in Veterinary Medicine.

General Articles should describe experimental or clinical studies, including
systematic reviews. To minimise publication bias, EVJ encourages authors to
publish negative results, providing authors can demonstrate that the study had

adequate power to detect differences and study design is sufficiently robust.


http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp
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Studies reporting negative results (i.e. null hypothesis cannot be rejected) will
also be considered, providing study design is sufficiently robust.
General Articles should normally be around 4000 words including figure
legends, table legends and references, with up to 3 tables and 6 figures.
Manuscripts exceeding 5000 words will not be sent to external peer reviewers.
Each figure can consist of 4 sub-panels. Figures must be selected carefully and
each must enhance the article. Our reviewers and editors will assess the value
of each and where individual figures are not considered essential they may be
deleted or moved to online only. In all but exceptional circumstances, we are
unlikely to publish 6 x 4 sub-panels in print. Our typesetters may choose to set
out larger and composite figures across 2 columns but the author must consider
the size of the resultant print images particularly where diagnostic images are
included in sub-panels. Images will be scaled to fit the page layout by the
typesetter. Details of specific formats and requirements are given in Section
4.11.
A summary, no more than 300 words in total, should be provided with the
following headings.
« Background: The background behind the decision to choose this
subject to study.
o Objectives: The statement that is being tested, and is testable by the
methods (below); or the original aims and study deliverables.
« Study Design: Concise statement of the study design.
« Methods: Brief description of materials and methods and methods of
testing hypotheses.
o Results: Brief highlights of the results obtained.
« Main Limitations: Concise statement of limitations and source of bias.
e Conclusions: Conclusions drawn from results.
For concise definitions of study designs, particularly those used for clinical

research see http://phprimer.afmc.ca/inner/primer contents.

The introduction should be limited to 400 words. The introduction should be
succinct (approximately two paragraphs), conveying why the subject is
important and briefly describing what information is known. Bear in mind that
many EVJ readers have a comprehensive knowledge of equine disease and

avoid statements of an extremely basic nature. Do not provide a comprehensive
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review of the literature but do state clearly the rationale for your study along with
your hypothesis or research question and specific objectives. Add a sentence
summarising how your approach will help fill the gaps in information previously
stated. Do not summarise the study findings here and do not use excessive
numbers of references to generally accepted introductory statements. It is not
necessary to reference widely accepted clinical practices or knowledge.

The remainder of the manuscript should be presented in the following sections;
Materials and Methods, Results, and Discussion, with subheadings, including
data analysis, as appropriate. Additional tables, figures, video material or text
describing further details of methods or results can be submitted as Supporting
Information Items (see below). Where questionnaires or other similar
instruments have been used to collect data a copy of these must be included for
online publication translated into English if appropriate. All quantitative results
should be analysed by appropriate statistical methods.

To minimise publication bias, EVJ encourages authors to publish negative
results, providing authors can demonstrate that the study had adequate power
to detect differences.

Pairs or larger sets of papers that must be reviewed, and subsequently read,
together are not accepted and articles must describe discrete studies,using
references where appropriate to make methods sections concise. If appropriate,
authors can upload in press articles with identifying details removed, for
reviewers’ use.

Additionally, although no substitute for obtaining advice on study design and
data analysis at the time of planning their work, prior to submission authors
should as far as possible address and include the points in the EVJ Statistical

guidelines. Authors may find it helpful to use this checklist when assessing their
manuscripts prior to submission.
Clinical research studies should:
o Address a clearly defined clinical question.
o Describe a study, based on naturally occurring disease that provides
strong clinical evidence to define outcomes relating to specific
therapeutic or diagnostic interventions, and/or to refine prognostic

indicators.
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« Provide objective and unambiguous definition criteria that are rigorously
applied and explicitly reported.
« Evaluate clearly defined clinical outcomes that are rigorously applied and
explicitly reported.
3.2 Retrospective case series and case reports
Larger retrospective case series should conform to the guidelines for General
Articles. Smaller Case series (target word count 4000 words for up to 5-20
cases and up to 4 figures and 2 tables; 3000 words for 1-5 cases and up to 3
figures and 2 tables) with a short structured summary in our usual format (see
Section 3.1), will normally be considered if their content addresses at least
one of the following aims:
« Evidence of an hitherto unrecognised syndrome or disease.
« Evidence of emerging diseases in a previously unaffected country or
region.
« Unreported or unusual side effects or adverse reactions involving
medications, surgical or other veterinary procedures.
« Findings that shed new light on the possible pathogenesis of a disease.
« Findings that document a new diagnostic technique or novel application
of existing technology.
Reports of novel treatments or invasive diagnostic techniques are unlikely to be
considered unless a sufficiently large number of patients have been included to
have reasonable insight in effectiveness and possible harms. Likewise,
descriptions of congenital anomalies that have been well characterised in other
species are unlikely to be of interest, except where the report fulfils other aims
listed above. Authors should note that fewer than 10% of small case reports are
accepted.
3.3 Brief Reports
3.3.a Technical Notes
A technical note is a short article giving a brief description of a specific
development, technique or procedure, or it may describe a modification of an
existing technique, procedure or device applicable to equine veterinary
medicine (clinical or in a research setting). The technique, procedure or device
described should have practical value and should contribute to clinical diagnosis

or management, or be applicable in research. It could also present a software
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tool, or an experimental or computational method. The article must describe a
demonstrable advance on what is currently available. The main criteria for
publication will be the novelty of concepts involved, the validity of the technique
and its potential for clinical or research applications. The method needs to have
been well tested in terms of accuracy, repeatability and safety, and ideally, but
not necessarily, used in a way that proves its value.

Technical notes should be around 2500 words in length and should contain no
more than 2 figures and 2 tables, with a short structured summary in our usual
format (see Section 3.1).

3.3.b Short Communications

Equine Veterinary Journal no longer accepts Short Communications.

3.4 Review Articles

Review articles should normally address important topics relevant to equine
veterinary medicine and synthesise results in areas in which there have been a
large number of recent publications. Review articles are encouraged, however a
preliminary discussion with the Editor regarding subject and length of the article
Is advisable before submission. Please include a list of the main points that the
review will cover and a list of approximately 20 key references that you plan to
cite. The word count for review articles should be around <6000 with no more
than 6 figures and 2 tables.

3.5 Correspondence

We encourage readers to write letters to the editor for publication. These should
usually address one main theme and, if they relate to a specific EVJ article the
authors of that article will automatically be given the opportunity to write a
response. Appraisals of published work must be measured in tone and ideally
supported with specific evidence of weaknesses in the study design, methods,
analysis of data or conclusions drawn from the results. Correspondence on
general issues important to equine veterinary medicine is also welcomed.
Correspondence is peer reviewed by at least 2 individuals and normally these
will be EVJ editors and/or members of our Editorial Consultant Board.

3.6 Editorial

EVJ’s editorial material is all commissioned and typically encompasses opinions
on issues of current importance in equine veterinary sciences together with

pieces expanding on studies published within the same EVJ issue. We are also
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interested in including reports of conferences and workshops and short
overviews of work that has recently been published in basic science journals
that may be of interest to EVJ readers. Editorials in these last two categories
are usually described as “Science-in-brief”. Conference organisers and
scientists wishing to draw readers’ attention to relevant basic science studies
are encouraged to contact the Editor to discuss their suggestion

(Editor@evj.co.uk). Editorial is not peer-reviewed but is assessed by one or

more of the EVJ editors prior to acceptance.

4. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE (A checklist is available at
Section 7).

4.1. Manuscript file format

Manuscripts should be submitted as Word documents in double spacing on A4
page size, the pages should be numbered and there should be line numbers
continuously throughout the document. Division of the paper should be
indicated clearly by major headings, subheadings and sub-subheadings.
Manuscript text must be uploaded as Word (.doc) (not write-protected).

The text file must contain the manuscript including summary, text, references,
tables and figure legends but no embedded figures. Figure tags should be
included in the file. A word count for the entire text including figure and table
legends and references (but not including Supplementary Information) should
be provided. Figures should be provided in separate files (see below for details
of format).

4.2 Authors’ identity and declarations

Authors’ names, institutes, affiliations and declarations should not be included
within the manuscript in order to facilitate double blinded review. To ensure the
integrity of this process, authors must creat a separate Word document and
upload this separately as the “Title page” document. This document should
contain Ethical Considerations, Competing Interests, Sources of Funding,
Acknowledgements and Authorship. Also list here any other details included in
the Materials and Methods which might allow the reviewer to identify the
authors or host institute, for example, reference to “in press” publications. In
their place, within the main manuscript, state “masked for review” and highlight
this. All such details must be included in the “Title Page” document, with

reference to the appropriate line number. With all revisions, authors must re-
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insert such details into a clean, unblinded version of their manuscript that
should be uploaded in addition to the blinded version with revisions marked.
Copies of “in press” publications, with relevant identifying details removed,
should be uploaded as “supporting information” for reviewers’ use.

4.3 Keywords for publication

Authors can provide up to six keywords for publication immediately below the
title which may help readers find the article in various search engines. These
should be different from those used in the title and reflect the manuscript
content and should usually include the word 'horse’ or similar but not 'Equine’ or
‘Veterinary' as these terms will be included in most Search Engines as being
within the journal’s title. Keywords for publication should be listed within the
'Title Page' document immediately below the authors’ names and addresses.
Note during the submission process, you will also be required to choose
ScholarOne keywords which facilitate the review process — see Section 5.6.
4.4 Language

The language of publication is English. Manuscripts in which the quality of
English is insufficient may be rejected without peer review. Authors for whom
English is a second language should consider having their manuscript
professionally edited before submission to make sure the English is of high
quality. A list of independent suppliers of editing services can be found

at http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp. All services

are paid for and arranged by the author, and use of one of these services does
not guarantee acceptance or preference for publication.

EVJ provides Chinese translations of selected article summaries online within
the Supporting Information section. Authors are welcome to include foreign
language translations of their summary as supplementary items for online only
publication. Such items should be entitled “Supplementary Item: Summary in
French” etc. If appropriate, start numbering any additional supplementary items
from 1.

4.5 Abbreviations, symbols and nomenclature

Doses and measurements should be given in metric (SI) units with /kg bwt
added where appropriate. Abbreviations are discouraged. Where possible, only
abbreviations that are in common use within the relevant field or discipline

should be used. Authors must avoid inventing their own abbreviations for
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anatomical terms and techniques. Where they are unavoidable, abbreviations
must be explained in both the summary and main text. Spelling should conform
to the Oxford English Dictionary, medical terminology to Dorlands Medical
Dictionary and units, symbols and abbreviations should conform to the
International System of Units defined by Baron, D.N. and Mc Kenzie Clarke, H
(Eds) (2008) 'Units, Symbols, and Abbreviations: A Guide for Medical and
Scientific Editors and Authors, 6th edn.’ Royal Society of Medicine Press,

London. Authors should adhere to EVJ's preferred abbreviations for diagnostic

imaging and preferred terminology and abbreviations for equine upper airways

disorders and for equine echocardiography.

4.6 Drug names and manufacturers’ details

The generic name of drugs, equipment or other materials should be given in the
text, with product name in brackets. Recommended International Non-
Proprietary Names

(rINNs) http://www.mhra.gov.uk/Howwerequlate/Medicines/Namingofmedicines/

ChangestomedicinesnamesBANSstorINNs/index.htmshould be used. The

manufacturer’s details (company name, town/city, state/county and country)
should then be listed under a “Manufacturers’ details” heading at the end of the
article before the Reference section. References to this list should be indicated
as superscript letters throughout the text. Brand or trade names should not be
used in the title and must be in brackets throughout the text.

4.7 Optimising your article for search engines

Many students and researchers looking for information online will use search
engines such as Google, Yahoo or similar. By optimising your article for search
engines, you will increase the chance of someone finding it. This in turn will
make it more likely to be viewed and/or cited in another work. We have

compiled these guidelines to enable you to maximise the web-friendliness of the

most public part of your article (authorservices.wiley.com/bauthor/seo.asp).
4.8 References

It is the responsibility of the authors to ensure that all reference details are
accurate. References are indicated throughout the text as numbers within
square brackets [1, 2, 3 etc] and the final list of references must correspond

with the order in which they appear in the main body of the text.
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The format in the reference list is as follows: author(s) name(s) and initials, year
of publication in parentheses, full title of article, journal title (in italics) as
abbreviated in the World List of Scientific Periodicals, volume number (in bold)
and page numbers: e.g. Foster, B.W., Codd, J. and Smith, R. (1992) Effect of
stress on ulcers in foals. Equine Vet J 35, 43-52.

References to book articles should be set out as follows: author(s) name(s) and
initials, date of publication in parentheses, title of chapter or article, full title of
book, edition, name(s) of editor(s) if relevant, publisher, place of publication and
pages referred to: e.g. Robin, C. (1991) Calcium in plants eaten by horses.

In: Dietary Calcium, 2nd edn., Ed: J. Chalk, Blackwells Scientific, London. pp
195-201.

The editor and publisher recommend that citation of online published papers
and other material should be done via a DOI (digital object identifier), which all
reputable online published material should have - see www.doi.org/ for more
information. If an author cites work that does not have a DOI they run the risk of
the cited material not being traceable. We recommend the use of a tool such as
EndNote or Reference Manager for reference management and formatting.

EndNote reference styles can be searched for

here: www.endnote.com/support/enstyles.asp Reference Manager reference

styles can be searched for here: www.refman.com/support/rmstyles.asp

4.9 Table and figure Legends

Legends should be short as appropriate but should be intelligible to the reader
without reference to the text. Legends should also cite references if appropriate.
A list of figure legends should be placed at the end of the manuscript (before
references).

4.10 Tables

Tables should be referenced in the appropriate place in the text but should be
placed at the end of the text (before references) accompanied by appropriate
legends. Duplication of data in tables, figures and text must be avoided.

4.11 Figures

lllustrations should be provided when necessary to clarify the text. Figures
should be referred to in the text. Authors are encouraged to use colour in

graphs, line drawing and other figures.
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Photomicrographs must state magnification, preferably with a scale bar, and
staining technique. Line drawings should be original diagrams on clean white
paper or board and must be submitted in digital form (see below). Symbols and
lines should be standard and not drawn by hand. Do not include a “chart title”
when creating graphs and charts.

Print publication requires high quality images to prevent the final product being
blurred or fuzzy. Submit EPS (line art) or TIFF (halftone/photographs) files only.
Do not use pixel-oriented programs. Scans (TIFF or JPG) should have a
resolution of at least 300 dpi (halftone) or 600 to 1200 dpi (line drawings) in
relation to the reproduction size (see below). EPS files should be saved with
fonts embedded (and with a TIFF preview if possible). For scanned images, the
scanning resolution (at final image size) should be as follows to ensure good
reproduction: line art: >600 dpi; halftones (including gel photographs and
diagnostic imaging): >300 dpi; Larger images should be 174 mm wide at 300
dpi. Smaller sub-panel should be 84 mm wide at 300 dpi; figures containing
both halftone and line images: >600 dpi. Further information can be obtained at
Wiley Blackwell's guidelines for

figures: http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.aspCheck your

electronic artwork before submitting

it: https://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp

4.12 Supplementary Information

Supplementary Information is material that is not essential to the article but
provides greater depth and background such as data sets or additional figures,
tables or video files. It will not be published in the print edition of the journal, but
will be viewable via the online edition. There is no limit to the number of
supplementary items that can be included. Supplementary Information Items
are subject to the peer review process and to ensure that the peer review
process is blinded, it may be necessary for authors to upload 2 copies of some
items, one of which is masked for peer review. The items should be referred to
in the main body of the text of the article where appropriate. The availability of
Supplementary Information should be indicated in the main manuscript by a list,
to appear after the References, headed "Supplementary Information ltems" and
providing titles of figures, tables, etc. See Section 5.4 for details of how to

upload these files.
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Items submitted for inclusion online as Supplementary Information do not
undergo copyediting or typesetting, rather they appear largely as the authors
have submitted them with minor corrections being made by the Editors only.
Therefore, supplementary items are not sent back to authors at the proof
correction stage.

Supplementary Information items must be prepared as follows:

1. Submit each item as a separate file.

2. Text: Word (.doc) only; A4, page set up portrait, double spaced, top and
bottom margins 3.17 cm; left and right margins 2.54 cm, continuous line
numbers, page numbers, font — Arial size 10.

3. Figures: GIF, TIFF, EPS, PNG, JPEG, BMP, PDF; labelling Arial font, with
size selected as appropriate for figure.

4. Tables: Word (.doc) only; A4, Page set up can be as portrait or landscape as
appropriate; top and bottom margins 3.17 cm; left and right margins 2.54 cm,
continuous line numbers, page numbers, font — Arial, size as appropriate.

5. Movies: MPEG, AVI or quicktime movie format. Any labelling should be
should be in Arial font, with size selected as appropriate. Several small clips are
preferable to one large movie.

6. A generous allowance is available for supplementary video but authors are
encouraged to upload several smaller videos rather than use large ones which
some readers may have difficulty downloading. The optimal maximum size of
each individual supplementary item is around 10Mb.

4.13

The addition of a video abstract can increase the impact of articles. EVJ offers
authors of accepted articles the opportunity to add a video abstract and further
details of how to produce a video abstract will be provided shortly after
acceptance.

5. SUBMISSION OF MANUSCRIPTS

5.1 ScholarOne manuscripts

EVJ uses ScholarOne Manuscripts for online manuscript submission and peer

review found at http://mc.manuscriptcentral.com/evj. Full instructions and

support are available on the site and a user ID and password can be obtained
on the first visit. If you require assistance then click the Get Help Now link that

appears at the top right of every ScholarOne Manuscripts page. EVJ requires
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the submitting author (only) to provide an ORCID iD when submitting his or her
manuscript.

5.2 Covering letter

Submissions should include a covering letter stating that the paper is original,
has not been submitted or published elsewhere, and has the approval of all
authors.

5.3 Submission fee

There is a submission fee of £67.00 for every paper that goes through the peer
review process. When a manuscript has been submitted to EVJ via
ScholarOne, the corresponding author will receive an email with a submission
fee form attached. The form can be filled in with credit card details and returned
to the Editorial Office. If you prefer to pay by another method contact our
Editorial Office (Jane@evj.co.uk). This fee is waived if, during the Internal

Editorial Assessment, it is decided the paper will not undergo further peer
review.

5.4 Submission process

To allow double-blinded review, please upload your manuscript in the following
manner:

1. Title page (including authors’ names and affiliations, corresponding author’s
email address, keywords for publication, acknowledgements, conflicts of
interest, source(s) of funding, word count and any details “masked for review”)
should be uploaded under the file designation “Title Page”. Documents
uploaded as “Title Page” will not be viewable in the HTML and PDF format you
are asked to review at the end of the submission process.

2. Your manuscript, without a title page, under the file designation “Main
Document”

3. Figure files under the file designation “Figure”

4. Tables under the file designation “Table”

5. Supplementary items under the file designation “Files for online publication
only”

6. Supporting information (e.g. copies of previously published abstracts or “in
press” publications, with identifying information removed for use by editors and
reviewers) under the file designation “Supporting Information”

5.5 Suggesting a reviewer
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In order to facilitate the review process, EVJ is prepared to receive suggestions
from authors as to appropriate peer reviewers (with e-mail addresses) but these
will be followed at the editors’ discretion.

5.6 ScholarOne keywords

During the submission process, you will be required to select keywords
describing the discipline(s) and body system/disease(s) that most closely relate
to the content of your article from prescribed lists. These are used by the
Editorial Office to match your article with appropriate reviewers. Note: these
words can also be used as the “Keywords for Publication”, but this is not
obligatory — see Section 4.3.

5.7 Suspension of submission mid-way in the submission process

You may suspend a submission at any phase before clicking the "Submit"
button and save it to submit later. The manuscript can then be located under
"Unsubmitted Manuscripts" and you can click on "Continue Submission” to
continue your submission when you choose to.

5.8 Confirmation of submission

After submission you will receive an e-mail to confirm receipt of your
manuscript. If you do not receive the confirmation e-mail after 24 hours, please
check your e-mail address carefully in the system. If the e-mail address is
correct, please contact your IT department. The error may be caused by spam
filtering software on your e-mail server. Also, the e-mails should be received if
the IT department adds our e-mail server (uranus.scholarone.com) to their
whitelist.

5.9 Manuscript status

You can access ScholarOne at any time to check your "Author Centre" for the
status of your manuscript. The Journal will inform you by e-mail once a decision
has been made.

5.10 Submission of revised manuscripts

Revised manuscripts must be uploaded within 12 weeks of authors being
notified that they are invited to submit a revision. Locate your manuscript under
"Revised Manuscripts in Draft" and click on "Continue Submission" to submit
your revised manuscript. If, however, it is not possible to resubmit within this

time frame, please contact the Editorial Office (jane@evj.co.uk). It is essential

that you provide a point-by-point response to each of the reviewers’ comments.
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All revised articles must be uploaded with:

(i) a main document containing a version which does not have a title page and
is blinded and in which all changes are highlighted using ‘track changes' mode.
This version will be sent out to reviewers.

(i) a document containing a version which includes the title page and in which
blinding details have been re-inserted and changes are not marked. This should
be uploaded with the file designation ‘Clean Non-Blinded Copy'. If your
manuscript is accepted, this version will be uploaded to our Accepted Articles
section.

6. AFTER ACCEPTANCE

6.1 Pre-publishing of Accepted Articles

EVJ pre-publishes accepted articles online within a few days of acceptance.
This service is not available with editorial material or for some supplements.
Accepted articles are given a Digital Object Identifier (DOI), which allows the
article to be cited and tracked before it is allocated to an issue. After print
publication, the DOI remains valid and can continue to be used to cite and
access the article. Information about accepted articles is submitted to indexing
services as soon as they appear online.

6.2 Author Services

Online production tracking is available for your article through Wiley Blackwell’s
Author Services. Author Services enables authors to track their article, once it
has been accepted, through the production process to publication online and in
print. Authors can check the status of their articles online and choose to receive
automated e-mails at key stages of production. The author will receive a unique
link that enables them to register and have their article automatically added to
the system. Please ensure that a complete e-mail address is provided when
submitting the manuscript.

Visit http://www.authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp for more

details on online production tracking and for a wealth of resources including
FAQs and tips on article preparation, submission and more. For more
substantial information on the services provided for authors, please see Wiley

Blackwell Publishing Author Services.

6.3 Proof corrections
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The corresponding author will receive an e-mail alert containing a link to a
website. The proof can be downloaded as a PDF (portable document format)
file from this site.

Acrobat Reader will be required in order to read this file

(www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html). In your absence, please

arrange for a colleague to access your e-mail to retrieve the proofs. Proofs must
be returned to the Wiley Blackwell Production Editor within three days of
receipt.

As changes to proofs are costly, we ask that you only correct typesetting errors.
Please note that the author is responsible for all statements made in their work,
including changes made during the editorial process and thus you must check
your proofs carefully.

6.4 EarlyView (Online Publication Prior to Print)

EarlyView articles are complete full-text articles published online in advance of
their publication in a printed issue. EarlyView articles are the version of record
and are complete and final. They have been fully reviewed, revised and edited
for publication, and the authors’ final corrections have been incorporated. As
they are in final form, no changes can be made after online publication.
EarlyView articles are given a Digital Object Identifier (DOI), which allows the
article to be cited and tracked before it is allocated to an issue. After print
publication, the DOI remains valid and can continue to be used to cite and
access the article.

6.5 Author material archive policy

Please note that unless specifically requested, Wiley Blackwell Publishing will
dispose of all hardcopy or electronic material submitted two months after
publication. If you require the return of any material submitted, please inform the
editorial office or production editor as soon as possible.

6.6 Offprints and Extra Copies

A PDF offprint of the online published article will be provided free of charge to
the corresponding author, and may only be distributed subject to the Publisher’s

terms and conditions, as described in the Copyright Transfer Agreement.

Additional paper offprints may be ordered online. Please click on the following
link, fill in the necessary details and ensure that you type information in all of the

required
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fields: offprint.cosprinters.com/cos/bw/main.jsp?SITE ID=bw&FID=USER HOM

E_PG. If you have queries about offprints please e-

mail offprint@cosprinters.com

6.7 Kudos: New Author Benefit to Increase Readership and Impact
Kudos is a web-based service that helps authors explain, enrich, and share
their published work for greater readership and impact. It also provides direct
access to a publication dashboard so authors can measure the effect of their
actions across a wide range of metrics.

Wiley’s partnership with Kudos makes the service free for all Wiley authors.

However, those who have registered with Wiley Author Services and opted into

the mailing list will receive the most streamlined experience. The notification
emails sent to those who are registered with Wiley Author Services contain a
direct link to claim their article in Kudos. Authors who are unregistered or
published prior to 2014 can claim authorship in Kudos by searching for articles
by DOI, article title, or author name.
Once authors have claimed their articles, they are led through the following
steps:
o Explain articles by adding lay summaries and highlighting what makes
the work important.
« Enrich articles by adding links to related resources that put the research
into context.
« Share via email and social media, while Kudos links across search
engines and subject indexes.
e Access the dashboard area to view usage, citations, and altmetrics for
the publications.
What are the benefits for authors?
« Discoverability and Impact - Increases the likelihood of their articles
being found, read, and cited.
« Publication Metrics — Provides direct access to usage, citations, and
altmetrics for their articles.
o Networking — Encourages interactions that build relationships and
visibility within their communities.

Please also see this introductory video and blog post on Wiley Exchanges for

more information.
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