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RESUMO

A esclerose lateral amiotrofica (ELA) é uma doenca neurodegenerativa caracterizada
por uma perda seletiva de neurdnios motores na medula espinhal, tronco encefalico e
cortex motor. A perda de motoneurénios da inicio a uma paralisia progressiva, levando
0 paciente a 6bito em 2 a 5 anos. O tratamento se baseia principalmente em medidas
sintométicas e a terapia farmacoldgica existente ndo é curativa. Assim, é de maxima
importancia o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Como alternativa,
existe a perspectiva do uso de células-tronco para substituir neurdnios em degeneracao,
ou impedir/retardar o processo de morte neuronal. O objetivo deste estudo foi verificar
se as células mononucleares da medula 6ssea (CMMO) apresentam potencial
terapéutico em camundongos transgénicos que superexpressam SOD1®%A. Estes
animais apresentam caracteristicas fisiopatoldgicas e fenotipicas que se assemelham a
ELA. Aos 70 dias (pré-sintomatico) ou 110 dias (sintomético) de vida os animais
receberam 10’ CMMO pela veia da cauda. Camundongos C57BL/6-EGFP ou SOD1%%#
foram utilizados como doadores. Animais controle receberam solugcdo salina. Para
determinar a idade em que 0s animais passam a apresentar sintomas da doenca e
diferengas na progressdo, foram utilizados o teste motor do Rotarod,
eletroneuromiografia e o peso corporal dos animais. A sobrevida dos animais também
foi analisada. Ap0s a eutanésia foram coletadas amostras para avaliacdo da migracéao
celular por PCR. Grupos adicionais de animais foram tratados conforme previamente
descrito e eutanasiados aos 120 dias de vida para avaliacdo histoldgica e ensaio do
cometa alcalino. Nossos resultados indicam que o transplante intravenoso de
EGFPCMMO aumenta a sobrevida de animais tratados aos 70 ou aos 110 dias de vida.
Quando a intervencdo é feita no periodo pré-sintomatico, o aumento da sobrevida é
acompanhado de preservacao da funcdo motora e de motoneur6nios do corno ventral da
medula espinhal. Entretanto, quando as células transplantadas sdo ™°"*CMMO, o efeito
observado nos mesmos parametros é apenas intermediario. Além disso, quando o
transplante ocorre no periodo sintomatico, somente as =°""CMMO promovem aumento
na sobrevida, embora discreto. A perda de funcdo motora e a progressdo nao se
modificam. Finalmente, embora as células tenham sido administradas sistemicamente,
migram para a medula espinhal, onde foram identificados fragmentos de seu DNA. Nao
foram identificadas diferengas entre os grupos na avaliagcdo por eletroneuromiografia,

nem da integridade de do DNA avaliada pelo ensaio do cometa alcalino. Nossos



resultados até o momento sugerem que a fracdo mononuclear da medula 6ssea tem
potencial terapéutico no tratamento da ELA, uma vez que verificamos melhora de
desempenho motor e aumento de sobrevida em animais submetidos ao transplante.
Apesar disso, os desfechos sdo mais favoraveis quando o tratamento € precoce e as
células ndo expressam a mutacdo da SOD1 desencadeadora da ELA. Assim, nossos
dados representam avanco na disponibilizacdo do tratamento com células-tronco para
pacientes com ELA, mas questBes relacionadas ao periodo de intervencdo e fonte das
células devem ser cuidadosamente avaliadas.

Palavras-chave: Esclerose Lateral Amiotrofica, Células-tronco, Medula Ossea.



ABSTRACT

Lateral amyotrophic sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease characterized by the
selective loss of both lower and upper motoneurons in the spinal cord, brain stem and
motor cortex. Loss of motoneurons leads to progressive paralysis, and death in 2 to 5
years. Treatment is based on symptomatic measures and pharmacological therapy
available is not curative. Thus, it is of great importance to develop new therapeutic
strategies to manage this disease. Alternatively, stem cells to replace could be used to
replace degenerating neurons or to stop/delay neuronal death. The aim of this study was
to verify if bone marrow mononuclear cells (BMMC) have therapeutic potential in

transgenic mice superexpressing SOD1°%%”,

These animals’ phenotypic and
physiopathological characteristics mimic those of ALS. Seventy-day-old or 110-day-old
mice were administered with 10’ BMMC in the tail vein. BMMC were obtained from
C57BL/6-EGFP or SOD1°%*# donors. Control animals received saline. In order to
determine disease onset and progression, animals were evaluated in the Rotarod test, by
electromyography and had their body weight measured. Survival was also evaluated.
Tissue samples were collected for PCR analysis of cell migration. Additional groups of
animals were euthanized at 120-days-old for histological analysis and the alkaline
comet assay. Our results indicate that E*""BMMC transplantation in 70-day-old mice
(pre-symptomatic) mice prolong survival, preserve motor function and preserve
motoneurons in the ventral horn of the spinal cord. However, for ™°P'BMMC the
observed effect is intermediary. Furthermore, in 110-day-old (symptomatic) mice, only
EGFPBMMC prolonged survival. This effect was more discrete than the one observed for
pre-symptomatic-treated animals. Finally, systemically administered BMMC migrate
into the spinal cord where fragments of their DNA were identified by PCR. There were
no differences between the experimental groups in the electromyographical evaluation
or DNA integrity measured by the alkaline comet assay. Our results suggest that
BMMC have therapeutic potential in ALS since we observed improved motor
performance and prolonged survival in animals that received the transplant.
Nonetheless, outcomes were better when intervention was early and the transplanted
cells did not express the mutated SOD1. Thus, our data represent a step forward in
making cell-based therapy available for ALS patients. However, questions associate
the time of intervention and the source of the cells should be carefully addressed.

Keywords: Amyotrophic Lateral Sclerosis, Stem Cells, Bone Marrow.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Esclerose Lateral Amiotréfica

1.1.1 Caracteristicas clinicas

A esclerose lateral amiotrofica (ELA) € uma doenca neurodegenerativa fatal
conhecida classicamente como doenca de Charcot, nome do neurologista francés que a
descreveu. Na literatura norte-americana € chamada de doenca de Lou Gehrig em
homenagem ao grande astro de beisebol do New York Yankees que faleceu em
decorréncia desta enfermidade (Cleveland and Rothstein 2001). E a doenca do neurénio
motor mais comum no adulto e se caracteriza por uma perda seletiva de neurdnios
motores na medula espinhal, tronco encefalico e cortex motor (Julien 2001; Bruijn et al.
2004).

Clinicamente 0s pacientes apresentam a combinacdo de sinais de
comprometimento de 1° e 2° neurdnios motores, ou seja, envolvimento do feixe motor
corticoespinhal (piramidal) e de neurdnios motores no cormo anterior da medula
espinhal e nucleos motores de nervos cranianos bulbares. De maneira geral, 0s sintomas
clinicos predominantes sdo: fraqueza e atrofia muscular, fasciculac@es e espasticidade
(Mulder et al. 1986; Rowland and Shneider 2001).

Tendo em mente que as caracteristicas clinicas estdo relacionadas com o nivel de
acometimento neuroldgico, pacientes com paralisia bulbar — quando ha morte de
neurdnios motores inferiores do bulbo — poderdo apresentar disfagia, disartria, fraqueza
facial e da lingua, que apresenta fasciculacdes. J& a paralisia pseudo-bulbar — quando ha
perda de neurdnios motores superiores — se caracteriza por um estado de labilidade
emocional, relacionado ao choro ou riso patologico. Na ELA de inicio cervical, os
sintomas estdo relacionados com 0s membros superiores, com fraqueza muscular
proximal e distal. Assim como na ELA bulbar, os sintomas podem estar relacionados a
perda de neurdnios motores superiores e inferiores. Ja o inicio lombar esta associado

com a perda de neurénios inferiores e os sintomas relacionados com o membro inferior.
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Na maioria dos pacientes, sdo acometidos primeiro 0s neurdnios motores inferiores da
medula espinhal, enquanto que em um para cada quatro ou cinco pacientes, o inicio é
bulbar (Mitchell and Borasio 2007). Com a progressdo da doenca, h& paralisia
praticamente completa de bragos, pernas e dos masculos necessarios para a fala,
degluticdo e respiracdo. Os mdusculos que controlam 0s movimentos oculares e
esfincteres urinarios sdo relativamente preservados. Alguns pacientes ainda podem
apresentar um quadro de deméncia frontotemporal (Neary et al. 2000).

O diagnostico da ELA € feito com base na presenca de sinais clinicos que
indicam comprometimento de neur6nios motores superiores e inferiores. Além disso, é
necessaria uma evolucdo progressiva dos sinais ou sintomas em uma regido ou para
outras regides do corpo, que ndo podem ser explicados por nenhum outro processo
patoldgico (evidente em estudos eletrofisiologicos, de imagem, sorolégico e do liquido
cefalorraquidiano). (Wijesekera and Leigh 2009). Os critérios estabelecidos pela
Federacdo Mundial de Neurologia (WFN — World Federation of Neurology),
conhecidos como “El Escorial” e “El Escorial Revisado” (Brooks 1994; Brooks et al.
2000), inicialmente utilizados em pesquisa, hoje também contribuem para o diagndstico.
Apesar desses avangos, a ELA em seus estagios iniciais estd relacionada com uma
grande variedade de sinais e sintomas, dificultando o diagndstico, que pode levar até 12
meses para ser estabelecido (Shook and Pioro 2009). Como ndo h& tratamentos
disponiveis que modifiquem definitivamente o curso da doenca, o diagndstico precoce
da ELA néo tem sido considerado imperativo. Entretanto, sera cada vez mais importante
diagnosticar a doenca precocemente face as muitas tentativas para o desenvolvimento
de tratamentos mais eficazes (Mitchell and Borasio 2007).

A ELA é uma doenca progressiva e 0 0bito se d& usualmente entre 2 a 5 anos de
evolucdo da doenca, em decorréncia de disfuncdo ou insuficiéncia respiratéria.
Entretanto, o progndstico é varidvel — vinte por cento dos pacientes tém sobrevida maior
ou igual a cinco anos, 10% maior ou igual a 10 anos, e ocasionalmente alguns pacientes
sobrevivem por 20 anos (Rowland and Shneider 2001; Bento-Abreu et al. 2010). De
maneira geral, o aparecimento dos primeiros sintomas ocorre entre 55 e 65 anos de
idade. Em alguns poucos individuos — 5% dos casos — a ELA se manifesta antes dos 30
anos de idade. Entretanto, ha uma relacdo de maior sobrevida para os pacientes mais
jovens (Worms 2001; Gouveia and de Carvalho 2007).
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1.1.2 Epidemiologia

Estima-se que a incidéncia global de ELA varie entre aproximadamente 1,5a 2,5
por cada 100.000 e a prevaléncia entre 2-7 por 100.000 por ano, afetando,
preferencialmente, pacientes do sexo masculino (Yoshida et al. 1986; Worms 2001;
Logroscino et al. 2005; Johnston et al. 2006; Uccelli et al. 2007). Apesar disso, estudos
recentes indicam que o numero de casos estd mais proximo da igualdade entre 0 sexo
masculino e feminino (Logroscino et al. 2008). Recentemente, estimou-se que a taxa de
mortalidade para a ELA nos Estados Unidos é de 1,84 por 100.000 habitantes (Sejvar et
al. 2005).

Dados de incidéncia e taxa de mortalidade para a populacao sul-americana foram
obtidos no Brasil e na Argentina. Nesta, calcula-se que a incidéncia seja de seis por
100.000 (Bettini et al. 2011). E provavel que o aumento de incidéncia em relacio aos
dados globais seja em razdo de o estudo ter sido realizado em um centro de referéncia
no tratamento de doencas do motoneurdnio naquele pais. No Brasil, foram observadas
taxas de mortalidade de 0,9/100.000 no Rio de Janeiro e entre 0,44 e 0,76/100.000 em
Sao Paulo, abaixo das taxas encontradas em estudos conduzidos em outros paises (de
Matos et al. 2011). Por outro lado, um estudo realizado em ambito nacional observou
que As caracteristicas epidemioldgicas da doenca sao semelhantes aquelas descritas em
estudos internacionais (Dietrich-Neto et al. 2000).

Ao longo das ultimas décadas, apesar do grande esforco investigativo que tem
sido feito, ndo foi encontrada associacdo entre os fatores ambientais, fisicos e tdxicos
estudados e o desenvolvimento de ELA. As excec¢des foram estudos relatando um maior
risco de desenvolver a doenca entre jogadores italianos de futebol (Chio et al. 2005),
militares (Weisskopf et al. 2005) e fumantes (Sutedja et al. 2007).

A maior parte dos casos de ELA é esporadica, mas 5-10% dos pacientes tém
uma histéria familiar da doenca (ELA Familiar), em geral herdada de forma dominante,
embora formas autossémicas recessivas ja tenham sido descritas (Mulder et al. 1986;
Pasinelli and Brown 2006). A partir da investigacdo conduzida por Tippu Siddique e
colaboradores (1991) - que mapeou a ELA familiar no cromossomo 21, tendo levado a
identificacdo das mutacGes da superdxido dismutase dependente de cobre e zinco
(SOD1) (Siddique et al. 1991) — tem sido conduzido um grande numero de estudos para
identificar outras mutagdes relacionadas com a ELA. Dessa forma, ao longo das ultimas

décadas, foram identificadas mutacbes em genes como ALS4, ANG, VAPB e FIG4
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(Chance et al. 1998; Pasinelli and Brown 2006; Dion et al. 2009; Mitne-Neto et al.
2011). Mais recentemente, foram descritas mutag¢6es nos genes que codificam a proteina
ligante 43 TAR-DNA (também conhecido como TDP43), FUS, UBQLN2 (Kabashi et
al. 2008; Sreedharan et al. 2008; Vance et al. 2009; Deng et al. 2011), e relacionadas
com o gene da optineurina (Maruyama et al. 2010) e C9ORF72 (DeJesus-Hernandez et
al. 2011; Renton et al. 2011; Chio et al. 2012; Majounie et al. 2012; Millecamps et al.
2012). Algumas destas mutagdes estdo relacionadas também com a forma esporadica da
doenca. De todos os casos de ELA familiar, em torno de 20% vém de mutacGes no gene
que codifica a enzima SODL1 (Siddique et al. 1991; Rosen 1993). Mais de 100 mutacdes
foram encontradas na SOD1 em pacientes com ELA familiar, distribuidas ao longo de
todo o gene (Borchelt et al. 1994).

1.1.3 Fisiopatologia

Acredita-se que, a exemplo do que ocorre para outras doencas
neurodegenerativas, 0 mecanismo patoldgico subjacente a ELA nédo seja Unico, mas sim
um conjunto de alteracdes celulares e bioguimicas que acabam por desencadear a
degeneracdo de neurbnios motores. Nas Gltimas duas décadas, tem sido proposta uma
série de hipdteses, que ndo sdo excludentes e sim complementares umas as outras, que
tentam elucidar a fisiopatogenia da ELA.

E importante mencionar que o estudo da ELA familiar, mesmo que ela seja
menos frequente que a ELA esporadica, é de extrema relevancia. 1sso se deve ao fato de
que as duas formas seguem cursos clinicos semelhantes, e, portanto, a investigacdo dos
mecanismos patogénicos relacionados com a ELA familiar pode contribuir para a
elucidacao também dos mecanismos subjacentes a forma esporadica.

Muitas hipdteses atualmente aceitas para explicar a fisiopatogenia da ELA foram
propostas a partir de estudos com animais expressando diferentes mutages da SOD1.
Elas incluem: dano oxidativo, acimulo de agregados celulares, disfun¢do mitocondrial,
falhas no transporte axonal, deficiéncia de fatores troficos, inflamagéo, efeitos da
astroglia e excitotoxicidade promovida por glutamato (Figura 1) (Bruijn et al. 2004;
Rothstein 2009; Bento-Abreu et al. 2010).

O papel do dano oxidativo tem sido estudado para inUmeras doencas

degenerativas. Sabe-se que o acumulo de espécies reativas de oxigénio causa morte
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celular. Na ELA, a hipotese que se baseia na morte neuronal como consequéncia do
estresse oxidativo € bastante aceita, especialmente ap6s a descricdo das mutacGes da
SOD1. Esta hipotese pode ser reforgada pelos achados em estudos post-mortem, nos
quais pacientes apresentavam elevacdo de marcadores de dano oxidativo (Beal et al.
1997; Ferrante et al. 1997; Simpson et al. 2003). A cascata oxidativa poderia ser
desencadeada quando a enzima mutada convertesse perdxido de hidrogénio em radicais
hidroxila reativos (hipGtese da peroxidase), pela nitracdo dos residuos de tirosina em
algumas proteinas alvo (hipotese do peroxinitrito) ou seria mediada pelo cobre
(Rothstein 2009).

Fatores exégenos Fatores genéticos
-toxinas -SOD1
-virus - outros genes
-metais - fatores de risco
Astrocito Excitotoxicidade

Disfuncao

mitocondrial
Neuroinflamacao >/ /
Agregados
protéicos

\J:\—?\/\/( \4
--)J\ _/\K‘ \

Microglia / o Comprometimento
transporte axonal
Estresse oxidativo

Motoneurdnio
Apoptose

Figura 1. Patogénese da esclerose lateral amiotrofica. Diagrama contendo as principais
hip6teses para a patogénese da doenca. Adapatado de Goodall e Morrison, 2006 (Goodall and
Morrison 2006).

Além disso, as hipoteses do dano oxidativo e da excitotoxicidade podem ser
consideradas complementares. O glutamato € um neurotransmissor conhecido por
desencadear uma resposta excitotoxica, na qual ha aumento de influxo de calcio, neste
caso no neurénio motor, ativando cascatas de sinalizacdo que resultam na morte celular.
Complementarmente, o aumento de calcio intracelular levard a producdo de radicais
livres. De fato, ha relatos de niveis aumentados de glutamato no liquido
cefalorraquidiano de pacientes com ELA (Shaw et al. 1995; Spreux-Varoquaux et al.

2002). Este aumento tem sido relacionado com a deplecéo do transportador astrocitico
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de glutamato EAAT2 (Rothstein et al. 1995; Bristol and Rothstein 1996). A hipotese
excitatoria também contribuiu para o desenvolvimento do riluzole, farmaco utilizado no
tratamento da ELA e cujo mecanismo de acdo envolve a inibigdo da liberacdo do
glutamato (Miller et al. 2007).

Por outro lado, a identificacdo do envolvimento do EAAT2 no mecanismo
excitotoxico € um dos achados que contribui para a hipdtese de que as células da glia
também tém um papel importante na fisiopatologia da ELA. Esta observacéo, somada a
outros achados recentes, aponta para um processo de degeneracdo neuronal que nédo seja
“célula-autonomo” (Clement et al. 2003; Di Giorgio et al. 2007; Nagai et al. 2007;
Diaz-Amarilla et al. 2011). Nesses estudos, observou-se que células gliais que ndo
expressam a mutagdo da SOD1 aumentam a sobrevida e retardam a degeneracdo de
motoneur6nios que carregam a mutacdo da enzima. O inverso também é verdadeiro, ja
que também se verificou que astrocitos expressando a SOD1 mutada reduzem a
sobrevida dos neurdnios motores.

De maneira semelhante, quando a expressdo de SOD1 mutada é reduzida na
microglia, ha uma reducdo da progressdo doenca em seus estagios mais tardios (Boillee
et al. 2006). A ativacdo microglial e dendritica € um aspecto patolégico importante na
ELA (Hall et al. 1998; Henkel et al. 2004), uma vez que estas células podem estar
envolvidas com a producdo de citocinas inflamatérias encontradas no liquido
cefalorraquidiano de pacientes ou em animais com ELA (Almer et al. 2001; Robertson
et al. 2001).

Acredita-se que o mecanismo final de morte celular dos neurénios motores na
ELA seja a apoptose (Sathasivam and Shaw 2005). Ha relatos da ativacdo da caspase-1
durante a fase sintomatica inicial e da caspase-3 como efetor final da morte celular em
camundongos que expressam mutacdes da SOD1 (Pasinelli et al. 2000). Também, em
um estudo conduzido em camundongos com uma delecdo do elemento de resposta a
hipoxia do gene que codifica VEGF (fator de crescimento endotelial vascular),
observou-se que esta delecdo provocava degeneracdo de neurénios motores, sugerindo
um papel importante do VEGF na patogénese da ELA (Oosthuyse et al. 2001). Os
possiveis mecanismos de acdo do VEGF devem incluir um efeito neuroprotetor, bem
como a prevencdo de lesdo isquémica pelo controle da perfusdo vascular (Azzouz et al.
2004; Wang et al. 2007). Outros fatores de crescimento como o IGF-1 (fator de
crescimento do tipo insulina-1) e GDNF (fator neurotréfico derivado da glia) parecem

retardar o aparecimento dos sintomas e a progressdo da doenca em modelos animais
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(Wang et al. 2002; Kaspar et al. 2003). Além disso, ja foram observados niveis abaixo
do normal de fatores troficos em amostras coletadas post-mortem de pacientes com ELA
(Anand et al. 1995). MutacbGes do gene que codifica VEGF também parecer estar
relacionadas ao maior risco de desenvolvimento de ELA (Lambrechts et al. 2009).
Outras hipoteses propostas para explicar os mecanismos patogénicos da ELA se
baseiam na observacdo da existéncia de disfuncdo mitocondrial (Krasnianski et al.
2005), de acimulo de agregados intracelulares (Bruijn et al. 1998) e de neurofilamentos
(Xu et al. 1993), e de falhas no transporte axonal (Williamson and Cleveland 1999).
Recentemente, descobriu-se que uma forma da proteina TDP-43 estd presente em
inclusdes citoplasmaticas tanto em pacientes com ELA esporadica quanto familiar
(Gitcho et al. 2008; Sreedharan et al. 2008; Van Deerlin et al. 2008). A presenca dessa
proteina mutante nos pacientes com ELA estabelece um paralelo com outra doenca
neurodegenerativa, a doenca de Alzheimer (Rothstein 2009). Embora seja pouco
provavel que a biologia da TDP-43 esteja esclarecida antes dos préximos 15-20 anos, o
estudo dessa proteina possivelmente trard luz sobre muitos aspectos que permanecem
obscuros quanto a patogénese da ELA. O mesmo provavelmente se dara para a FUS,
embora 0 conhecimento acerca de seu papel na patogénese da ELA ainda seja muito

limitado.

1.1.4 Superdxido Dismutase Dependente de Cobre e Zinco (SOD1)

A SOD1 é uma enzima ubiqua, que contém 153 aminoacidos por subunidade,
funcionando como um homodimero. E predominantemente citosélica, e a cada uma de
suas subunidades esta ligado um atomo de zinco e um atomo de cobre. A SOD1 catalisa
a reacdo de dismutacdo que converte anions superoxido, originarios de erros da
fosforilacdo oxidativa na mitocdndria, em peréxido de hidrogénio que pode entdo ser
transformado em agua e oxigénio (Roberts et al. 2007).

Ja foram encontradas mais de 125 mutagdes da SOD1, que, com poucas
excecdes, sdo herdadas dominantemente (Pasinelli and Brown 2006). Apesar da duragéo
da doenca ser semelhante para todas as mutacdes, ndo ha uma correlacdo clara entre a
atividade enzimatica, progressdo clinica e fenotipo. Embora os primeiros estudos
indicassem perda de atividade enzimatica nos pacientes com mutagcdes da SOD1,

animais transgénicos expressando inumeras mutacdes da SODL1 relacionadas com a
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ELA, entre elas a mutacdo SOD1%%* (glicina substituida por alanina na posicdo 93),
desenvolveram os sintomas fenotipicos caracteristicos da doenga, mas mantiveram
niveis elevados de atividade da enzima (Gurney et al. 1994). Por outro lado, animais
depletados de SOD1 nédo desenvolveram sintomas de doenca do neurénio motor, nem
tiveram comprometimento da sobrevida. Assim, chegou-se a conclusdo de que as
enzimas mutantes adquiriram propriedades toxicas, que nao estdo relacionadas com seu
grau de atividade (Cleveland and Rothstein 2001; Rothstein 2009). Embora haja
inimeras hipdteses que tentam explicar o mecanismo responsavel pela toxicidade da

SOD1, ele ainda nao foi completamente elucidado.

1.1.5 Tratamento

Nas ultimas décadas, foram realizados inimeros ensaios clinicos visando a
disponibilizagdo de medicamentos eficazes para o tratamento da ELA. Contudo, mesmo
com o grande volume de estudos, um Unico farmaco, o riluzole, foi colocado no
mercado. O riluzole atua inibindo a liberacdo de glutamato, agindo nos canais de sodio,
e promove um aumento médio de dois a trés meses na sobrevida do paciente (Bensimon
et al. 1994; Lacomblez et al. 2002; Miller et al. 2007).

Assim, quase 150 anos ap06s Charcot ter descrito a ELA, o pilar de manejo dessa
doenca continua baseado em medidas paliativas. Foram feitos progressos no sentido de
envolver equipes multidisciplinares no cuidado do paciente, garantindo melhor
qualidade de vida e ajudando-o a se manter autbnomo pelo maior tempo possivel. O
tratamento dos sintomas — como cdibras, espasticidade, disfagia, salivacdo excessiva e
persistente, laringoespasmo, dor, dificuldades de comunicacdo, labilidade emocional,
constipacdo, depressdao, insbnia, ansiedade e fadiga — é feito com a ajuda de
fisioterapeutas, fonoaudi6logos, apoio de psicologos, nutricionistas e também pelo uso
de medicamentos. Em estdgios mais avancados da doencga, quando a ingesta oral de
alimentos fica muito dificultada, deve se considerar a necessidade de uma gastrostomia.
A ventilacdo ndo-invasiva passa a ser indicada quando o paciente tem sintomas de
dispnéia, hipoventilagdo noturna cronica, como fadiga durante o dia e sono
desordenado. O suporte respiratério também pode ser invasivo, via traqueostomia
(Mitchell and Borasio 2007; Mitsumoto and Rabkin 2007; Miller et al. 2009).
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Recentemente, Benjamin Brooks (2009) revisou as publicacdes dos resultados
de ensaios clinicos conduzidos para testar a eficAcia de inUmeras drogas na ELA
(Brooks 2009). Foram testados agentes antioxidantes, anti-apoptéticos e anti-
inflamatdrios, novos agentes moduladores do glutamato, além de estratégias
imunolodgicas e de politerapia, todos sem sucesso. O tratamento dos pacientes com
fatores troficos como BDNF e IGF-1, ou com xaliprodeno, que tem propriedades de
fator de crescimento, também n&o foram eficazes.

Assim, a ELA ¢é uma doenca progressiva e fatal que continua sem tratamento
curativo. Por isso, cresceu nos ultimos anos o interesse no estudo de alternativas

terapéuticas baseadas em células-tronco.

1.2 Células-tronco

As ceélulas-tronco representam uma unidade natural do desenvolvimento
embrionario e da reparacdo tecidual e sdo um subconjunto de células imaturas,
indiferenciadas e ndo especializadas. Elas apresentam a capacidade tanto de se
autorregenerar, ou seja, dividir-se e criar outras células-tronco, quanto de se diferenciar
e originar diferentes linhagens celulares. As células-tronco sdo em geral classificadas
segundo sua origem em células-tronco embrionarias e células-tronco “adultas” ou
somaticas. As células-tronco embrionérias sdo derivadas do blastocisto e sdo
totipotentes, isto é, tém a capacidade de se diferenciar em células derivadas de
endoderma, mesoderma e ectoderma. As células-tronco adultas ou somaticas sdo células
indiferenciadas que, no entanto, se encontram em tecidos diferenciados ou
especializados (Figura 2). Sdo células ditas multipotentes, por terem capacidade de
diferenciacdo mais restrita e sdo responsaveis pelo reabastecimento tecidual ao longo da
vida. Estdo presentes na maioria dos tecidos, tais como, o sangue, a pele, o figado, o
coragdo e o cérebro (Morrison et al. 1997; Kaji and Leiden 2001).

Como resultado do progresso continuo do conhecimento a respeito da
capacidade regenerativa do sistema nervoso e do potencial terapéutico das células-
tronco, houve um grande aumento no interesse em se estudar estratégias baseadas em
terapia celular para o tratamento de doencas neuroldgicas. A hipdtese se baseia na ideia

de que, uma vez introduzidas no sistema nervoso central (SNC), essas células poderiam
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promover a reposicao das células perdidas durante o curso da doenca ou ainda modular

a regeneracdo endogena e/ou cascatas inflamatorias.

Endoderme

-
o
HSC
Sangue
Mesoderme
4
auto- ' O
renovacao 4 Tecido
mMSC y conjuntivo

CT Pluripotente
Ectoderme

transdiferenciacao
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células da glia

Figura 2. Modelo da diferenciacéo das células-tronco. A partir de uma célula pluripotente, as
células-tronco perdem gradualmente seu potencial de diferenciacdo. Células-tronco
multipotentes tém potencial de transdiferenciacdo em linhagem neuronal. HSC: célula-tronco
hematopoiética; MSC: célula-tronco mesenquimal; NSC: célula-tronco neural. Adaptado de
Carney e Shah, 2011 (Carney and Shah 2011).

No caso das doencgas neurodegenerativas, deve-se considerar que sdo doencas
que progridem, e, na maioria, sdo tratadas sintomaticamente, havendo, para algumas,
possibilidade de atenuamento das manifestacGes, mas ndo de sustar sua evolucdo. Entre
estas se incluem, além da ELA, as doencas de Parkinson, de Huntington e de
Alzheimer, as ataxias cerebelares hereditarias (ataxias espino-cerebelares — SCA),
varias doencas de nervos periféricos (ex. neuropatias hereditarias), doengas musculares
e neuromusculares e doencas autoimunes como a esclerose multipla. Apesar de serem
diferentes na etiologia, na fisiopatogenia ou na doenca subjacente, muitas tém como
caracteristica em comum a perda neuronal (DaCosta 2012). A reposicdo celular surge
como uma alternativa promissora no tratamento dessas doencas.

Mais do que estudar somente a reposicao seletiva de neurdnios ou de células da
glia que tenham sido perdidas no curso de uma determinada doencga ou em decorréncia
de uma lesdo, pesquisadores tém se debrucado sobre os efeitos da terapia celular na
neurogénese endogena. Esta poderia ser induzida ou aumentada atraves da
administracdo de células-tronco. As células seriam responsaveis por uma liberacédo de
fatores troficos ou, ainda, por uma modula¢do dos processos inflamatorios capaz de

promover essas modificacdes ou ainda prover neuroprotecdo ao tecido (Lindvall and
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Kokaia 2006; Lindvall and Kokaia 2010). Assim, ha pelo menos duas estratégias
principais no uso de células-tronco para o tratamento da ELA. A primeira, e mais 6bvia,
seria produzir novos neurdnios motores para repor aqueles perdidos em decorréncia do
processo degenerativo inerente a doencga. A segunda seria produzir células de suporte
que protegeriam 0s neurénios motores sobreviventes de sofrer degeneracdo (Suzuki and
Svendsen 2008). Essas células poderiam alterar o curso da doenga através da reposicao
de neurbnios motores perdidos no curso da doenga, ou ainda dos astrécitos
disfuncionais que ajudam a promover a morte neuronal, estimular a proliferacdo de
progenitores endogenos, liberar fatores troficos e modular a inflamacdo (Silani et al.
2004; Garbuzova-Davis and Sanberg 2009; Lindvall and Kokaia 2010).

1.2.1 Células-tronco da medula 6ssea

Nos ultimos anos, tém sido conduzidos estudos, em modelos experimentais de
doencas neuroldgicas, que avaliam a seguranca e eficacia da administracdo de uma série
de células das mais diversas origens: pluripotentes (i.e. embrionarias) ou de linhagem
mais restrita como células-tronco ou progenitoras neurais (fetais ou adultas) ou células
de linhagens né&o-neuronais (mesenquimais derivadas principalmente de cordao
umbilical ou medula 6ssea) (Conti et al. 2003; Krabbe et al. 2005; Weiss and Troyer
2006; Wang et al. 2009).

Apesar das células-tronco neurais (NSC) serem consideradas padrdo-ouro para o
tratamento de doencas neurolégicas, um dos maiores obstaculos para seu uso clinico € a
dificuldade de sua obtencdo. Questdes ético-religiosas envolvidas na extracdo deste
material — proveniente de tecido fetal e/ou post-mortem — e as preocupacGes com 0s
riscos de resposta imunoldgica ou de formagdo de tumores malignos também inibem a
aplicabilidade clinica dessas células. Por outro lado, as vantagens em se estudar células-
tronco da medula 6ssea (MO) incluem a maior facilidade de obtencéo, sendo que podem
ainda ser obtidas em maior quantidade (ideal para aplicacdo clinica) do que as demais
celulas-tronco adultas. Ainda, elas podem ser obtidas a partir de uma pequena amostra
de MO de um dado paciente, expandidas em cultura, e administradas a este mesmo
doador.

A MO é uma fonte permanente de células-tronco e contém trés tipos de

populagcbes: células-tronco hematopoiéticas (HSC), células-tronco mesenquimais
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(MSC) e possivelmente progenitoras endoteliais (Korbling and Estrov 2003). As HSCs
caracterizam-se pela expressdo de marcadores de superficie especificos, 0 que permite
seu isolamento. O fenotipo da medula éssea humana inclui células CD34", CD3§",
CD133", entre outros (Brignier and Gewirtz 2010). Essas células, originalmente, sio
capazes de diferenciar-se na linhagem linfoide, que da origem aos linfécitos B e T, e na
linhagem mieloide, que origina basofilos, eosindfilos, neutrdfilos, macréfagos,
plaquetas e eritrécitos (Fuchs and Segre 2000). J& as MSC expressam, em geral, 0s
marcadores de superficie CD29, CD44, CD49a-f, CD51, CD73, CD90, CD105, CD106
e CD166 (Phinney and Prockop 2007). Porém, para serem consideradas MSC precisam
ser aderentes e diferenciar-se em osteoblasto, adipdcitos e condroblastos in vitro
(Dominici et al. 2006). As MSC, por meio da secre¢do de fatores sollveis, tém efeitos
troficos, anti-inflamatérios e imunomodulatérios, podendo suprimir as células T e
células natural killer (NK) in vitro (Selmani et al. 2008; Brignier and Gewirtz 2010).

Jé& foi demonstrado que as células da MO podem dar origem, in vivo, a células de
outras linhagens como microglia e neurdnios (Eglitis and Mezey 1997; Brazelton et al.
2000; Mezey et al. 2000). Além disso, a transdiferenciacdo de células da MO em
neurdnios no SNC foi também demonstrada em seres humanos (Cogle et al. 2004). A
incorporacéo destas células no tecido nervoso parece ser intensificada frente a um dano
tecidual. Ainda, mesmo que estas células ndo regenerem o tecido lesado por
transdiferenciarem-se em determinado tipo celular, é provavel que a recuperacdo de
funcBes cerebrais ou estabilizacdo da doenca neuroldgica ocorra por outros mecanismos
bioldgicos, tais como a fusdo celular, a liberagdo de fatores troficos, citocinas ou
ativacdo de células enddgenas. Além disso, as células-tronco da MO tém se mostrado
eficazes em muitos estudos com modelos experimentais de inimeras doencas do
sistema nervoso, como em lesfes da medula espinhal (Koda et al. 2005), acidentes
vasculares cerebrais (Haas et al. 2005), epilepsia (Costa-Ferro et al. 2010; Venturin et
al. 2011; Costa-Ferro et al. 2012), doenca de Parkinson (Levy et al. 2008) e mesmo na
ELA.

1.2.2 Células-tronco na ELA

Inimeros estudos vém sendo conduzidos ao longo dos ultimos anos, grande parte

dos quais utilizando ratos ou camundongos transgénicos (SOD1), embora estudos
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clinicos também estejam surgindo. Entre as abordagens mais utilizadas no campo da
terapia celular estdo aquelas envolvendo células-tronco do corddo umbilical (HUCB),
células-tronco da MO e células-tronco neurais (tabela 1 e tabela 2).



Tabela 1. Revisao dos estudos utilizando terapia celular na ELA em modelos animais.
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Referéncia  Modelo; sexo; Concentracéo e Resultados observados na Resultados observados na Migracao e diferenciagdo
idade dos tipo de célula; via avaliacdo da sobrevida e da avaliacdo morfoldgica e/ou celular
animais* de administracdo; funcionalidade molecular
imunossupressao
(Endeetal.  Camundongo 34,2-35x10°HUCB 1 Sobrevida (21d para animais ~ NA DNA das HUCB encontrado
2000) SOD1%%*: ndo ou 5x10° tratados com HUCB e 11d para no baco, pulmdes e linfonodos,
informado; 8s (pré- WtCMMO; i.v. animais tratados com CMMO) mas nao no encéfalo ou ME;
sintomatico) (retro-ocular); 800 diferenciacdo NA
cGY
(Willing et Camundongo 150.000 hNT; Atraso no deterioro da fungdo ~ NA NA
al. 2001) SOD1%%*: ndo Intra-espinhal (L4-  motora; aumento marginal
informado; 8s (pré- L5); CsA 25 sobrevida (P =0,12)
sintomatico) mg/kg/dia
(Garbuzova- Camundongo 150.000 hNT; hNT ndo alteraram sobrevida, = Avaliagdo qualitativa de um NA
Davisetal.  SOD1%%®*; ndo intra-espinhal (L4-  peso, reflexo de extens&o ou (nico animal: 1 motoneurdnios
2001) informado; ~115d  L5); CsA 10 fungdo motora (com excecao na proximidade da area do
(sintomatico) mg/kg/dia de um Unico animal) transplante
(Garbuzova- Camundongo 150.000 hNT; Tsobrevida (20d), mas P=0,16;  Presenca de motoneurdnios hNT observadas nas
Davis et al. SOD1%%4; nio intra-espinhal (L4-  atraso no aparecimento de préximos ao local do substancias branca e cinzenta
2002) informado; ~7s L5); CsA 25 disfungdo motora transplante (dados qualitativos) da ME 11s pT
(pré-sintomatico) mg/kg/dia
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Referéncia  Modelo; sexo; Concentracgao e Resultados observados na Resultados observados na Migracao e diferenciacdo
idade dos tipo de célula; via avaliacdo da sobrevida e da avaliacdo morfologica e/ou celular
animais* de administragdo; funcionalidade molecular
imunossupressao
(Garbuzova- Camundongo 100.000 HUCB; 1 sobrevida (~3s) e atraso na NA HUCB encontradas no baco,
Davis et al. SOD1%%*: ndo i.v.(jugular); CsA  progressao: perda de peso e da rins, figado, pulmdes e coracdo
2003) informado; 9s (pré- 10mg/kg/dia funcdo motora se dédo 10-12s pT; no SNC
sintomatico) tardiamente nos grupos distribuidas no cérebro e ME
tratados cervical e lombar; expressdo de
CD45, nestina, TuJ1 e GFAP;
também recuperadas da
circulacdo periférica
(Cortietal.  Camundongo 30x10° GFP- GFP/YFP-CMMO 1 Sobrevida GFP/YFP-CMMO preservam  GFP/YFP-CMMO
2004) SOD1%%*: ambos; CMMO, YFP- (10-13d) e atrasa declinio da motoneurdnios e densidade diferenciadas em neurdnios no
4s (pré- CMMO ou fungcdo motora; efeito ndo axonal; efeito ndo observado coOrtex cerebral e cerebelo;
sintomatico) mSOD1-CMMO; observado para mSOD1- para mSOD1-CMMO células GFP expressando
i.p.; 800 rad CMMO; néo foram observadas marcadores gliais no encéfalo e
variacOes entre 0S sexos ME; células GFP também nos
tecidos musculares cardiaco e
esquelético
(Garbuzova- Camundongo 75.000 hNT; intra- Tendéncia ao 1 sobrevida Avaliacdo qualitativa mostrou ~ hNT observadas na ME 11-12s
Davis et al. SOD1%%4: espinhal [em 1 (p=0,1) no grupo tratado com motoneurdnios de soma grande pT; estabeleceram processos
2006) machos; 8-9s (pré-  (L4-L5)ou 3 um implante; ndo houve préximos ao implante, nos neuriticos de diferentes

sintomatico)

regides: (L4-L5,
L3-L4 e L2-L3)]

diferenca o grupo tratado com
multiplos implantes

animais ndo tratados sdo
menores e com nucléolos de
dificil identificacdo

comprimentos
independentemente do nimero
de implantes
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Referéncia  Modelo; sexo; Concentracgao e Resultados observados na Resultados observados na Migracao e diferenciacdo
idade dos tipo de célula; via avaliacdo da sobrevida e da avaliacdo morfologica e/ou celular
animais* de administragdo; funcionalidade molecular
imunossupressao
(Yan et al. Camundongo 4x10* hNSC; intra-  Imunossupress&o associada FK506 em associagdo com Muitas hNSC diferenciaram-se
2006) SOD1%%*: ambos;  espinhal (L4-L5); com hNSC atrasou inicio, | outros imunossupressores ou em neur6nios TUJ1", havendo
8s (pré- FK506 (2 ug/g), progressdo ¢ 1 sobrevida anticorpos CD4 protegem o pouca expressao de GFAP e
sintomatico) FK506 + rapamicin  (aproximadamente 2s); escore  enxerto nenhuma co-localizagdo com
(1 ng/g), FK506 +  motor também mostrou 04 ou Rip; Im pT foram
rapamicin (1pg/g)  preservagéo de forgca muscular encontrados marcadores
+ micofenolato sinapticos
(100 pg/g) ou
anticorpos CD4
(20 pg/g)
(Xuetal. Ratos SOD1°%#;  5x10% hNSC; intra- 1 sobrevida (~10d) e atraso do 1 niveis d¢ GDNF ¢ BDNF na  Diferenciacio na linhagem
2006) ambos; 62d (pré- espinhal (L4-L5); aparecimento dos sintomas ME e no liquor neuronal, expressando TUJ1,

(Cabanes et
al. 2007)

sintomatico)

Camundongo mdf;
nao informado; 6s
(sintométicos)

FK506 1mg/kg/dia

300.000 GFP-
HSC; intra-
espinhal
(unilateral, L4-L5);
sl

HSC promovem melhora da
fungdo motora nos animais
tratados;

Preservacao de motoneurénios
nos animais tratados; 1
concentracdo de GDNF no
parénquima neural

algumas células GFAP e
Nestina; motoneuronios do
hospedeiro em contato com
sinaptofisina das hNSC

HSC sobrevivem na ME até
10s pT; algumas expressam
marcadores microgliais, mas
nenhum marcador neuronal ou
astrocitico
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Referéncia  Modelo; sexo; Concentracgao e Resultados observados na Resultados observados na Migracao e diferenciacdo
idade dos tipo de célula; via avaliacdo da sobrevida e da avaliacdo morfologica e/ou celular
animais* de administragdo; funcionalidade molecular
imunossupressao
(Cortietal.  Camundongo 20.000 GFP- 1 sobrevida (~20d), atraso no | perda de motoneurdnios e Migracgdo de até 5 mm de
2007) SOD1°%%: ambos;  Le+CX+ NSC: aparecimento de declinio preservacdo da densidade distancia do local de
70d (pré- intra-espinhal (L4-  motor, sem alteragcdo no tempo  axonal; 1 niveis de VEGF e implantagdo nas direcdes
sintomatico) L5); sfi de progresséo IGF-1, downregulation de rostral e caudal; expresséo de
IGF-IR e | expressdo de NF, MAP2, NeuN, ChAT,
IGFBP5 GFAP e O4
(Habischet ~ Camundongo 100.000 hMSC, ou  Sem modificacdo na sobrevida  N&o houve diferenga estatistica hMSC e hMSC-NSC
al. 2007) SOD1°%%*: ambos; hMSC-NSC, ou ou progressdo; 1 transitorio na densidade de motoneurénios distribuidas no espaco
45d (pré- HUCB ou HUCB-  fungdo motora durante periodo  em nenhum periodo estudado  subaracnoidal (grande parte
sintomatico) NSC, intratecal pré-sintomatico das fémeas (55d ou 110d de vida) nas cisternas magna e basais);
(cisterna magna); tratadas com hMSC-NSC observadas também no
CsA 40 mg/kg/dia cerebelo, ndo foram detectadas
na ME
(Suzuki etal. Ratos SOD1°%*#;  120.000 —180.000  Na&o foi observado efeito GDNF-hNP secretaram GDNF ~ GDNF-hNP migraram
2007) fémeas; 70d (pré- GDNF-hNP ou wt-  benéfico nem prejudicial e preservaram motoneurdnios,  unilateralmente para regides

sintomatico)

hNP; intra-espinhal
(unilateral -L1-L4);
CsA 10mg/kg/dia

sem alteragdo na astrogliose;
sobrevivéncia neuronal é
resultante da secrecéo de
GDNF; wt-hNP néo
promovem mesmo efeito;
ativacdo microglial que pode
estar relacionada com rejeicao

em degeneracao; tém
expressao de GFAP e Nestina,
mas ndo vimentina, S100, nem
marcadores neuronais ou
GLT1
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Referéncia  Modelo; sexo; Concentracgao e Resultados observados na Resultados observados na Migracao e diferenciacdo
idade dos tipo de célula; via avaliacdo da sobrevida e da avaliacdo morfologica e/ou celular
animais* de administragdo; funcionalidade molecular
imunossupressao
(Zhaoetal.  Camundongo 3x10° hMSC; i.v. Retardo inicio (14d) e 1 Preservacao de motoneurénios  hMSC migram ao cérebro,
2007) SOD1%%*: ndo (veiadacauda); 6  sobrevida (18d); retardo de 3s  (16s ou 20s de vida) tronco cerebral e ME (corno
informado; 8s (pré- Gy na perda de fungdo motora; 1 ventral), pulmé&o, figado, baco
sintomatico) amplitude do potencial acdo e MO; No cérebro expressam
composto muscular GFAP e B-tubulina Il e na ME
NSE ou - B tubulina III;
Maioria das hMSCs nao
expressa marcadores neurais
(Garbuzova- Camundongo 10x10°, 25x10° ou  Dose de 25x10° 1 sobrevida  Dose de 25x10% |densidade =~ HUCB distribuidas na ME
Davisetal.  SOD1%%#; 50x10° HUCB; i.v. (~15d), retarda a progressdo e microglia na ME, promove 1 cervical e lombar; células
2008) machos; 7-8s (pré-  (veia jugular); CsA  melhora desempenho motor citocinas Th2 no plasma, 1 expressando nestina
sintomatico) 10 mg/kg/dia linfocitos e |neutrofilos no observadas na ME de todos 0s
sangue periférico, e 7 resposta  animais transplantados
células esplénicos ao
mitogénio; dose 50x10°% 1 Thl
(Moritaetal. Camundongo 3-4x10° GFP-OEC  OEC ou MSC n#o alteram OEC ndo alteram densidade de  Somente MSC invadem
2008) SOD1- ou GFP-MSC (de peso, extensdo membro motoneurdnios, MSC | perda  parénquima da ME, também
Leul26delTT; ratos); i.c.v; FK506 posterior, inicio e sobrevida; de motoneurdnios, mas ndo hd  encontradas no cerebelo

ambos; 13 ou 14s
(pré-sintomatico)

(3mg/kg/dia para
grupo MSC)

MSC 1 tempo de progressao
em fémeas

diferenca estatistica; presenca
de imunorreatividade para
GFAP e Ibal em animais que
receberam MSC
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Referéncia  Modelo; sexo; Concentracgao e Resultados observados na Resultados observados na Migracao e diferenciacdo
idade dos tipo de célula; via avaliacdo da sobrevida e da avaliacdo morfologica e/ou celular
animais* de administragdo; funcionalidade molecular
imunossupressao
(Lepore et Ratos SOD1°%#;  1,5x10° GRP (6 GRP n3o tem efeito sobre o 1 ntimero de motoneurdnios GRP nas substancias branca e
al. 2008) ndo informado, 90d injecdes bilaterais); declinio no peso e no cervicais sobreviventes, cinzenta da ME até 80d pT,

(Rizvanov et
al. 2008)

(Suzuki et al.
2008)

(pré-sintomaético)

Camundongo
(SOD1%**"M"1Gur;
ambos; 22-25s
(pré-sintomatico)

Ratos SOD1%%4;
fémeas; 81d (pré-
sintomatico)

intra-espinhal
(C4,C5 e C6); CsA
10mg/kg/dia

10x10° HUCB
expressando
L1CAM e VEGF;
retro-orbital; s/i

2x 120.000 hMSC
ou hMSC-GDNF;
intramuscular; CsA
10mg/kg/dia

aparecimento dos sintomas da
doenga, mas atrasam a
progressdo € promovem 7
sobrevida (~17d); | perda da
funcdo motora dos membros
anteriores, embora ndo tenham
tido efeito na taxa de declinio
do membro posterior,
sugerindo efeitos anatémicos
especificos apos transplante na
regido cervical

NA

hMSC-GDNF 1 sobrevida (18-
28 dias)

atenuacdo da queda dos niveis
de GLT1 na ME cervical e |
microgliose; ndo foram
observadas alteragdes nos
niveis de VEGF, BDNF e IGF-
1

NA

hMSC-GDNF | desnervagéo, 1
motoneuronios, T niveis de
GDNF musculares; 1 de agrina
na placa motora terminal para
ambos os tipos celulares

migracdo rostral e caudal de
~8mm; expressao inicial de
nestina, com diferenciacdo em
astrécitos integrados aos
motoneurdnios do hospedeiro;
diferenciacdo discreta em
oligodendrécitos; ndo
originaram neurdnios,
microglia ou macréfagos; ndo
apresentaram inclusdes de
ubiquitina e expressam GLT1

Migracéo para o sitio de
neurodegeneracao, proliferacdo
e diferenciacdo em células
endoteliais

Células sobrevivem no
musculo por até 8s; algumas
podem ter adquirido fendtipo
de muscular
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Referéncia  Modelo; sexo; Concentracgao e Resultados observados na Resultados observados na Migracao e diferenciacdo
idade dos tipo de célula; via avaliacdo da sobrevida e da avaliacdo morfologica e/ou celular
animais* de administragdo; funcionalidade molecular
imunossupressao
(Vercelliet ~ Camundongo 10° hMSC; intra- Nas fémeas: 1 desempenho Preservacdo motoneurdnios, | Migracéao para espaco
al. 2008) (SOD1°%4"1Gur;  espinhal (lombar);  motor avaliado por escore, mas  ativagio microglial e | subaracnéideo, e ao longo do
ambos; 28s (pré- sli sem diferenca no RR, peso e astrocitose reativa eixo dorsoventral da ME; em
sintomatico) sobrevida; nos machos: 1 alguns casos craniocaudal;
desempenho motor avaliado hMSC sobreviveram por mais
por escore, RR e preensao de 10s e expressaram GFAP e
patas, 1 sobrevida MAP2
(Boucherie Rato SOD1%%: 1,95x10° wt-MSC;  MSC preservam desempenho | perda de neur6nios motores e  MSC nas substéncias branca e
et al. 2009) ndo informado; intratecal; s/i motor e 1 sobrevida (16d) proliferacdo microglial, mas cinzenta do corno ventral; co-
90d (sintomatico ndo alteram astrocitose; marcacdo com GFAP, sem
precoce) | NOX-2 e COX-2 transdiferenciacdo em
neurbnios maduros
(Hwang et Camundongo 1x10° hNSC ou VEGF-hNSC 1 sobrevida VEGF-hNSC | expressao de 12,3% das VEGF-hNSC
al. 2009) Tg SOD1°%**: ndo  VEGF-hNSC; (12d) e atrasam declinio da Bax e caspase-3, ¢ 1 Bcl-2 e migraram para o parénquima
informado; 70d intratecal; s/i funcéo motora Bcl-XL da ME; maioria negativa para
(pré-sintomatico) GFAP, mas expressaram
marcador neuronal MAP2
(Ohnishiet ~ Camundongo 6x10" GFP- Somente GFP-CMMO 1 N&o houve diferenca nos Células GFP" na substancia
al. 2009) SOD1%%A: fémeas; CMMO ou sobrevida (~10d) e melhoram ndmeros de motoneurdnios, cinzenta ventral, algumas com
12s (sintomético mSOD1-CMMO; funcéo motora; ndo houve axonios e células microgliais morfologia microglial;

precoce)

intra-MQ; 5,5Gy x
20u6Gyx 2

diferenca na perda de peso
entre 0s grupos

entre transplante com GFP ou
mSOD1-CMMO

expressdo de Iba-1, mas ndo de
GFAP, NeuN ou O4
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Referéncia  Modelo; sexo; Concentracéo e Resultados observados na Resultados observados na Migracéo e diferenciagdo
idade dos tipo de célula; via avaliacdo da sobrevida e da avaliacdo morfoldgica e/ou celular
animais* de administracdo; funcionalidade molecular
imunossupressao
(Park et al. Camundongo 10 pL de hNP, GF- IGF1-hNP e GDNF-hNP GDNF-hNP presevam hNPs migram pelo espago
2009) SOD1%%#; ambos;  hNP; intratecal promoveram melhora motoneurdnios subaracnoideo e se enxertam
75d (pré- (cisterna magna); transiente no desempenho na substancia branca da ME;
sintomatico) CsA 10mg/kg motor; GDNF-hNP |sobrevida células GFAP* migram para a
(~10d), demais ndo foram substancia cinzenta 4s pT; ha
diferentes do controle para este expressdo de TUJ1, GFAP e
pardmetro; sobrevida fémeas raramente oligodendrocitos
menor do que machos. CNPase™; algumas células
expressam EAAT2 e GDNF
(Xu et al. Ratos 2x10" hNSC (4 NA NA hNSC com terminais
2009) SOD1%%**: ambos;  injecdes bilaterais); sinaptofisina-positivos
8s (pré- intra-espinhal (L4- contendo vesiculas sinapticas,
sintomatico) L5); FK506 formando sinapses com
Img/kg/dia motoneurdnios do hospedeiro
(Zhang etal. Camundongo 5x10° hMSC; Transplante maltiplo melhora ~ Transplante maltiplo preserva  Poucas células migraram para
2009) SOD1%%**: ndo intratecal fungdo motora, peso e prolonga motoneurdnios 0 parénquima da ME

informado; 8s (pré-
sintomatico) ou
maltiplos (8,10 e
12s)

sobrevida; efeito ndo
observado para transplante
anico
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Referéncia  Modelo; sexo; Concentracgao e Resultados observados na Resultados observados na Migracao e diferenciacdo
idade dos tipo de célula; via avaliacdo da sobrevida e da avaliacdo morfologica e/ou celular
animais* de administragdo; funcionalidade molecular
imunossupressao
(Cortietal.  Camundongo 1x10° Wit-Lin-c- Células de doadores wt 1 Células de doadores wt 1 Células nas substancias branca
2010) SOD1%%**: ambos;  kit", mSOD-Lin-c-  sobrevida (16-17d), | densidade axonal, | perdade e cinzenta da ME, em especial
70d (pré- kit" ou GLT1-kd-c- progressdo, atrasam inicio, 1 motoneurodnios, | resposta corno anterior, maior nimero
sintomatico) kit"; i.v. (veia da desempenho motor; células inflamatdria medida por nas regides lombar e cervical;
cauda); sfi mSOD ndo promoveram microglia, preservam niveis de  proliferam, poucas se dividem
modificagdes GLTI1, 1 VEGF e Ang2; in vivo, ndo expressando
células mSOD | VEGF e Ang2 marcadores neurais
(Kimet al. Camundongo 1x10*, 2x10° ou 1 sobrevida dose de 2x10° e | perda de motoneurénios nas  hMSC encontradas no sistema
2010) SOD1°%%%: ambos;  1x10° hMSC 1x10°, maior efeito observado  doses de 2x10° e 1x10° células  ventricular e espaco
60d (pré- (obtidas de para 1x10° células (~10d) que  (maior efeito para 1x10°) subaracnéideo, algumas
sintomatico) pacientes com também preserva fungéo migraram para o cérebro e ME
ELA); intratecal motora; ndo foram observadas
(cisterna magna); diferencas no inicio da doenga,
CsA 10mg/kg/dia  peso ou entre 0S Sexos
(Mitrecicet  Ratos SOD1°%#; 10" GFP-NSCou  NA NA NSC cortex, hipocampo e ME,
al. 2010) ambos, 14s (pré- 10" GFP-NSC + 1 quantidade nos sintomaticos;

sintomatico) e 26s
(sintomaético)

TNF (150ng); veia
da cauda; s/i.

expressao inicial nestina com
|, passando a MAP2, GFAP,
O4 e CD68; total células | 3 ¢
7d pT; TNF 1 sobrevivéncia e
diferenciacdo celular




40

Referéncia  Modelo; sexo; Concentracéo e Resultados observados na Resultados observados na Migracéo e diferenciagdo
idade dos tipo de célula; via avaliacdo da sobrevida e da avaliacdo morfoldgica e/ou celular
animais* de administracdo; funcionalidade molecular
imunossupressao
(Biginietal. Camundongo 500.000 ou Melhora dos sintomas da Discreta neuroprotecao HUCB observadas nos
2011) SOD1%%* e 300.000 HUCB progressdo em ambos modelos  motoneurdnios nos wobbler; ventriculos laterais até 4m pT,
wobbler; fémease  para SOD1°%4, e 1 sobrevida animais secrecdo de citocinas e fatores  n&o foram encontradas células
ambos; 10s e 4s ou wobbler; i.cv.;  SOD1%%4 (18d) troficos pelas HUCB in vivo na ME; pequeno nimero
(pré-sintomaético) CsA 40mg/kg/dia expressou nestina e GFAP
(Wyattetal. Camundongo 40.000 hMNP; NA 1 niveis de NGF e NT-3, mas  Células ndo migraram a partir
2011) SOD1%%*: ndo intra-espinhal; ndo de VEGF; preservacao do local de injecdo; expressdo
informado; 60d FK506 + motoneurdnios de NeuN, p75, TUJ1 e ChAT
(pré-sintomaético) Rapamicina
1 mg/kg/dia
(Hefferanet  Rato SOD1%%: 5x 10.000 hNSC; NA NA Em animais tratados com

al. 2011)

ambos; 60-67d
(pré-sintomatico)

intra-espinhal
(bilateral, L2-L5);
FK506 (1,5 mg/kg)
ou micofenolato
(30mg/kg) +
FK506 (3 mg/kg)
ou micofenolato
(30mg/kg) +
FK506 (3 mg/kg)

FK506 + micofenolato hNSC
migram até 500 um; 1
sobrevivéncia das hNSC com
este tratamento; 3s pT hNSC
expressam duplacortina, com
brotamento axodendritico
extenso em direcdo aos
neurdnios do animal
transplantado
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Referéncia  Modelo; sexo; Concentracéo e Resultados observados na Resultados observados na Migracéo e diferenciagdo
idade dos tipo de célula; via avaliacdo da sobrevida e da avaliacdo morfoldgica e/ou celular
animais* de administracdo; funcionalidade molecular
imunossupressao
(Forostyak et Ratos SOD1°%; 5x10* GFP-MSC Preservacao da funcdo motora  Preservacdo de motoneurénios  Células sobrevivem na medula
al. 2011) machos; 16s intra-espinhal + e 1 sobrevida (11d) e | marcacdo destes por espinhal até eutanasia do
(sintomético 2x10° GFP-MSC TUNEL animal e migram nas direcGes
precoce) i.v.; CsA 10 rostral e caudal
mg/kg/dia
(Lepore et Camundongo 2,5x10% ou 7,5x10*  Sem beneficio terapéutico N&o houve alteracdo nos niveis GRP s nas substancias branca e
al. 2011) SOD1%%#; ambos;  hGRP; intra- de GLT1, e densidade de cinzenta da ME, migraram
50-60d (pré- espinhal (C4-C5); motoneurdnios rostral e caudalmente até 6mm;
sintomatico) CsA (10 mg/kg) ou expressdo de GFAP, Ibale
FK-506 + Olig2, interagiram com
Rapamicina motoneurdnios espacialmente
(Souayah et ~ Camundongo 100x10° HUCB; HUCB promovem melhorada  NA NA
al. 2012) SOD1%%*: fémeas; i.v. (retro-orbital);  probabilidade de transmissdo
5-65s (pré- sfi neuromuscular em preparagoes

sintomatico)

nervo-musculares do séleo
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Referéncia  Modelo; sexo; Concentracgao e Resultados observados na Resultados observados na Migracao e diferenciacdo
idade dos tipo de célula; via avaliacdo da sobrevida e da avaliacdo morfologica e/ou celular
animais* de administragdo; funcionalidade molecular
imunossupressao
(Canzietal. Camundongo 5x10° Células- Atenuada a progressao da Transplante ndo reduz taxade  1d pT células no sistema
2012) wobbler; ndo tronco derivadas do alteracdo de aducdo da pata perda de motoneur6nios, mas  ventricular, 1s pT no ventriculo

(Pastor et al.
2012)

informado; 4s (pré-
sintomatico)

Camundongo
mdf/mcd; néo
informado; Pré-
sintomatico e
sintomatico

musculo
esquelético
(humanas); i.c.v.;
s/i.

1x10° GFP-
CMMO ou
500.000 GFP-
MSC; intra-
espinhal (corno
anterior); s/i.

dianteira, melhora da forga
muscular a partir de 6s de vida

CMMO promovem melhora da
funcéo motora em 55% dos
animais tratados; transplante de
MSC promove melhora de
33% dos animais

preserva parcialmente
integridade das fibras
musculares; 1 expressao génica
de IL-10, IL-10RA e IL-13,
bem como 1 proteina IL-10 e
IL-13

1 expressdo de GDNF na area
do implante de CMMO,; para
MSC os niveis foram
similares, mas ndo houve
diferenca estatistica vs ndo-
tratados

lateral, regido periaquedutal,
cisterna magna e meninge da
ME, 18s pT houve pequena
integragdo no parénquima
cerebral; in vitro expressam
nestina, GFAP e B-tubulina Il

Clusters de CMMO no local da
injegcdo; migraram 0,5cm
rostral e caudalmente; muitas
préximas a vasos sanguineos;
30% das MSC apresentaram
mesma distribuicdo, MSC néo
sobrevivem na ME e entram
em apoptose (caspase-3*); ndo
houve transdiferenciacdo ou
fuséo celular
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Referéncia  Modelo; sexo; Concentracgao e Resultados observados na Resultados observados na Migracao e diferenciacdo
idade dos tipo de célula; via avaliacdo da sobrevida e da avaliacdo morfologica e/ou celular
animais* de administragdo; funcionalidade molecular
imunossupressao
(Garbuzova- Camundongo 10° ou 2,5x10° 1 sobrevida (~10d) grupode ~ HUCB | perda de HUCB detectadas na ME,
Davis et al. SOD1%%4: HUCB animais pré-sintomaticos e motoneurdnios em animais cérebro e 6rgdos abdominais 4
2012) machos; 8-9s (pré-  semanalmente em  sintomaticos quando dose pré-sintomaticos e ou 8s pT; mais de 50% das
sintomaticos) e 13s  animais 2,5x10° com melhora do e sintomaticos com dose células no corno ventral

(Knippenberg
et al. 2012)

(sintomatico)

Camundongo
SOD1%%#; ambos;
40d (pré-
sintomatico) ou
90d (sintomatico
precoce)

sintomaticos e 10°
HUCB
semanalmente em
animais pré-
sintomaticos; i.v.
(veia dorsal
superficial do
pénis); sfi

200.000 HUCB;
intra-espinhal; CsA
25 mg/kg/dia

melhora do desempenho
motor; em animais pré-
sintomaticos retardo perda de
peso e de funcdo motora

Tratamento aos 40d 1
sobrevida (12d), | perda de
peso e melhora atividade
locomotora; resultado mais
evidente para fémeas

2,5x10°% HUCB | densidade
microglial e densidade de
astrocitos em todos 0s grupos
tratados

Tratamento aos 40d |em até
50% perda de neurdnio motor e
| 40% ativacgdo astrocitica;
Para os dois periodos de
tratamento houve

1 niveis de HSP70 na ME; ndo
houve diferenca nos niveis de
BDNF, CNTF, GDNF, IGF-1e
VEGF

Deteccdo de células até 9s pT
no corno ventral da ME; sem
co-localizagdo com marcadores
neuronais ou gliais
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Referéncia  Modelo; sexo; Concentracgao e Resultados observados na Resultados observados na Migracao e diferenciacdo
idade dos tipo de célula; via avaliacdo da sobrevida e da avaliacdo morfologica e/ou celular
animais* de administragdo; funcionalidade molecular
imunossupressao
(Uccelli et Camundongo 10° wt-MSC; i.v. 1 sobrevida (~15d) e atrasona | células reativas a ubiquitina,  Células detectadas em toda ME
al. 2012) SOD1%%4 ambos;  (veia da cauda); s/i  progressdo da doenca medido  células GFAP* e microglia, 24 e 48h pT, nimero menor de
90d (sintomatico por testes motores e peso sem alteragdo na densidade de  células detectadas 20d pT e
precoce) corporal motoneurdnios e células desapareceram quase
positivas para GLT1; totalmente 35d pT
entretanto, expressao de
mMRNA nos animais tratados
dobrou; | expressdo de RNA
para TNFa e IL1B; | estresse
oxidativo; | liberacao de
aspartato
(Choi et al. Camundongo 1x10° hMSC ou 8s: Ngn1-MSC atrasa 1 nimero de motoneurdnios; Ambos tipos de células
2012) SOD1%%* ambos;  Ngn1-MSC; i.v. progressdo e 1 sobrevida (~3d), maior preservacdo observada  detectados na ME, mas Ngn1-
8s (pré- (veia da cauda); MSC néo tem efeito; para Ngn1-MSC quando MSC em maior nimero;
sintomatico); CsA 4mg/kg sintomaticos: melhora motora ~ comparada com MSC migracao parece envolver
14-16s com MSC ou Ngn1-MSC, mas MCP-1; néo se diferenciaram

(sintomatico) e
maultiplo (13 e 15s)

somente ultimas 1 sobrevida

(~7d)

* Os animais foram considerados pré-sintomaticos, sintomaticos precoces ou sintomaticos de acordo com os critérios revisados por Turner e Talbot (Turner
and Talbot 2008).

1: Aumento

| Reducéo
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~: Valor aproximado

Abreviacbes: Ang2: Angiopoietina 2; BDNF: Fator neurotréfico derivado do cérebro; ChAT: Colina Acetiltransferase; CMMO: Células mononucleares da
medula 6ssea; CNPase: 2'3' nucleotideo ciclico 3' fosfodiesterase (marcador de oligodendrdcitos); CTNF: Fator Trofico Ciliar do Nervo;d: Dias; EAAT2:
Transportador de aminodcidos excitatérios do tipo 2; CsA: Ciclosporina; GDNF: Fator neurotrofico derivado da glia; GF: Fatores troficos; GFAP: Proteina
glial fibrilar &cida; GFP: Expressdo da proteina fluorescente verde; GLT-1: Transportador glial de glutamato; GRP: Células precursoras glia-restritas; h:
Humanas; hMNP: Células precursoras de motoneurdnios humanas; hNT: Células de linhagem neuronal humana; hNSC: Células-tronco neurais humanas;
HUCB: Sangue corddo umbilical humano; HUCB-NSC: células neurais derivadas de células-tronco do sangue do corddo umbilical; Iba-1: Molécula
adaptadora da ligagdo de calcio ionizado 1 (marcador microglia ativada); i.c.v.: intracerebroventricular; IGF-1: Fator de crescimento semelhante a insulina
tipo 1; IGF1-R: Receptor fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1; IGFBP5: Proteina ligante 5 do fator de crescimento semelhante a insulina; 1L-10:
Interleucina 10; IL-13: Interleucina 13; IL-10R: Receptor interleucina 10; IL-1p: Interleucina 1 beta; i.p.: intraperitoneal; i.v.: Intravenoso; HSC: Células-
tronco hematopoiéticas; HSP70: proteina de choque térmico induzivel 70; m: Meses; MCP-1: Proteina quimioatrativa de mondécito 1; MAP2: Proteina
associada a microtibulo-2; ME: Medula espinhal; MO: Medula 6ssea; MSC: Células-tronco mesenquimais; MSC-NSC: células neurais derivadas de células-
tronco mesenquimais; mSOD1: Expressdo da proteina SOD1 mutante; NA: Nado avaliado; Ngnl: Neurogenina 1; NeuN: Ndcleo neuronal; NF:
Neurofilalmento; NGF: Fator de crescimento neural; NT-3: Neurotrofina 3; NSE: Enolase neurdnio-especifica; OEC: Células olfativas embainhantes; Olig2:
Fator de transcricdo de oligodendrocitos 2; O4: Marcador de oligodendrdcito 4; pT: Pos-transplante; p75: Receptor de neurotrofina; Rip: Marcador de
oligodendrécito; s: Semanas; s/i.: Sem imunossupressao; TNFa: Fator de necrose tumoral alfa; TUJ1: Beta tubulina classe I11; SNC: Sistema nervoso central;
VEGF: Fator de crescimento do endotélio vascular; wt: Wild-type; YFP: Expressdo da proteina fluorescente amarela.



Tabela 2. Revisao dos estudos clinicos utilizando terapia celular na ELA.
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Referéncia e
pais de
realizacdo do
estudo

Tipo de estudo, numero e
caracteristicas clinicas dos pacientes

Tipo de célula, dose, via de
administracao e uso de
imunossupressao

Resultados observados

(Janson et al.
2001)
Estados Unidos

(Mazzini et al.
2003)
Italia

(Appel et al.
2008)
Estados Unidos

Relato de caso; 3 pacientes

Fase I; 7 pacientes com diagndstico de
ELA definitiva baseado no El Escorial,
comprometimento medular, mas sem ou
com pouco envolvimento bulbar, sem
sinais de faléncia respiratéria

6 pacientes com diagnostico de ELA
definitiva de acordo com El Escorial

Células CD34" isoladas do sangue
periférico; 10°- 10" células;
administracéo intratecal

Células-tronco mesenquimais da
medula éssea; diferentes doses;
implante na medula espinhal toracica

Infuséo de células CD34" de doador
alogénico; pacientes foram irradiados
com 450cGy e tratados com
fludarabina, ATG e tracolimus

N&o houve alteracéo clinica

N&o houve manifestacdo de efeitos adversos graves;
foram observados pequenos eventos adversos como
irradiacdo de dor intercostal e alteragdes de
sensibilidade nas pernas, ambos reversiveis; ndo foram
observadas modificagdes do volume da medula
espinhal ou formacao de tumores

Células transplantadas migraram ao sistema nervoso
central e podem ter papel imunomodulatorio;
entretanto, ndo se observou melhora clinica
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Referéncia e
pais de
realizacdo do
estudo

Tipo de estudo, nimero e
caracteristicas clinicas dos pacientes

Tipo de célula, dose, via de
administracao e uso de
imunossupressao

Resultados observados

(Mazzini et al.
2008)
Italia

(Deda et al.
2009)
Turquia

(Martinez et al.

2009)
México

Fase I; 9 pacientes com diagndstico de
ELA definitiva baseado no El Escorial,
comprometimento medular, sem ou
pouco envolvimento bulbar, sem sinais
de faléncia respiratoria

Fase Il; 13 pacientes com ELA
confirmada por ENMG e duragéo
superior a 6 meses; recebendo terapia
medicamentosa maxima e em rapido
declinio neuroldgico: capacidades vitais
em periodo terminal e dependéncia de
ventilagdo mecénica

10 pacientes; diagnostico baseado no El
Escorial, ressonancia magnética
excluindo dano ao cérebro ou medula
espinhal, presenca de valores de
capacidade vital forcada e estado
nutricional adequado

Células-tronco mesenquimais da
medula éssea; entre 7.0x10° e
152x10°% implante na medula espinhal
toracica

Células mononucleares da medula
6ssea; pelo menos 10° células;
implante na medula espinhal (C1-C2)

Células CD133" isoladas da fracéo
mononuclear do sangue periférico; 10°
células; cortex frontal motor

Procedimento foi seguro: acompanhamento de 4 anos
ndo revelou efeitos colaterais; ndo houve alteragéo
morfoldgica ou formag&o de tumor; 4 pacientes
apresentaram retardo no declinio da capacidade vital,
medido pelo escore ALS-FRS

Pacientes acompanhados por 1 anos apds o transplante;
melhora clinica em comparagéo com status pré-
operatorio; 1 paciente permaneceu estavel, sem
melhora nem declinio; 3 pacientes faleceram apds 1,5,
2 e 9 meses por infec¢do pulmonar ou infarto do
miocardio

O procedimento foi seguro e bem tolerado; em
comparagdo com grupo controle ndo tratado, observou-
se sobrevida estatisticamente superior para 0s
pacientes que receberam células CD133"
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Referéncia e
pais de
realizacdo do
estudo

Tipo de estudo, nimero e
caracteristicas clinicas dos pacientes

Tipo de célula, dose, via de
administracao e uso de
imunossupressao

Resultados observados

(Gamez et al.
2010)
Espanha

(Karussis et al.
2010)
Estados Unidos

(Mazzini et al.
2010)
Italia

Observacional; 12 pacientes que fizeram

transplante em 3 centros distintos na
China, Grécia e Alemanha; 5 pacientes
apresentando ELA definitivae 7
clinicamente provavel por El Escorial

Fase I/11; 19 pacientes; diagnostico de
ELA com base no El Escorial, ndo
gestando e com idade entre 25 e 65 anos

se mulher, com progressao de sintomas e

deterioro de pelo menos 5 graus na
ALSFRS

Fase | nimero 16454-pre21-823; 10
pacientes com ELA de inicio medular,
evolugdo de menos de 3 anos, evidéncia
de progressao nos Gltimos 6 meses,
escore minimo de 3 na ALSFRS para
degluticdo e 2 para manuseio de
utensilios e caminhar

2x10° células olfatdrias embainhantes
via intracerebral, ou células-tronco
mesenguimais da medula dssea por via
intratecal, ou células CD34" da medula
6ssea por via intratecal

Células-tronco mesenquimais da
medula 6ssea; média de 54.7 x 10° por
via intratecal; 9 pacientes também
receberam 24,5 x 10° células por via
endovenosa

Células-tronco mesenquimais da
medula dssea; diferentes doses;
implante no corno ventral da medula
espinhal em T4-T5, T5-T6

Né&o foram observados efeitos adversos graves;
também n&o se observaram alteragGes no curso clinico
natural da ELA

Né&o foram observados efeitos adversos graves; escore
ALSFRS se manteve estavel apds 6 meses de
acompanhamento; 24 horas apds o transplante
detectados niveis elevados na proporcédo de células T
CD4+ e CD25+, diminuigdo da resposta linfocitica
proliferativa, e expressdo de CD40, CD83, CD86 e
HLA-DR em células dendriticas mieloides

O procedimento foi seguro: testes clinicos,
laboratoriais e de imagem ndo verificaram nenhum
efeito adverso grave; também nédo foi observada
toxicidade relacionada ao transplante, nem formacéo
de tumores
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Referéncia e
pais de
realizacdo do
estudo

Tipo de estudo, nimero e
caracteristicas clinicas dos pacientes

Tipo de célula, dose, via de
administracao e uso de
imunossupressao

Resultados observados

(Cordes et al.

2011)
Alemanha
(Mazzini et al.
2012)

Italia
(Moviglia et al.
2012)
Argentina

Relato de caso; paciente do sexo
masculino, 63 anos, diagnosticado com
ELA, com escore de 25/48 na ALSFRS-
R

Fase I; 19 pacientes; ensaios clinicos de
2001 e 2003 (numeros de registro 12947
—29.3 e 16454 — pre21 — 823,
respectivamente); no primeiro foram
recrutados pacientes com
comprometimento grave do membro
inferior, devido ao risco da cirurgia; no
segundo, pacientes com escore minimo
de 3 na ALSFRS para degluticéo e 2
para manuseio de utensilios e caminhar

7 pacientes com tempo de evolugéo
entre 3 e 5 anos, nenhum com uso de
ventilagdo mecénica, pesando mais de
40 kg

Células CD34" de sangue de corddo
umbilical; 4 x 10°; implante medula
espinhal toracica

Células-tronco mesenquimais da
medula 6ssea; diferentes doses;
implante na medula espinhal na
vértebra T7-T9 durante o primeiro
estudo e T4-T6 no segundo

Vacina de células T combinada com
células-tronco neurais diferenciadas a
partir de células-tronco mesenquimais;
transplante seguido de
neurorreabilitagdo

Auséncia de efeitos adversos ou de alteragdes
morfoldgicas na medula espinhal; paciente apresentou
menor declinio da condigdo clinica

N&o houve beneficio clinico, entretanto amostra é
pequena para testar eficacia; pacientes acompanhados
por aproximadamente 9 anos; procedimento € seguro,
imagens de ressonancia magnética ndo apontaram
alterac@es estruturais, nem formagéo de tumores

Reducéao do hematdcrito apds puncdo da medula 6ssea,
mas ndo foram detectados efeitos adversos graves;
houve melhora da condicéo clinica — avaliada pela
escala ALSFRS-R, e aumento da sobrevida média
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Referéncia e
pais de
realizacdo do
estudo

Tipo de estudo, nimero e
caracteristicas clinicas dos pacientes

Tipo de célula, dose, via de
administracao e uso de
imunossupressao

Resultados observados

(Blanquer et al.
2012)
Espanha

(Glass et al.
2012)
Estados Unidos

Fase I; 11 pacientes; diagnostico ELA
definitiva por El Escorial, inicio medular
e duracgdo da doenca entre 6 e 36 meses,
com diminuicao da capacidade vital
forcada e saturacdo de oxigénio inferior
a 90% em 2% do tempo de sono

Fase I; 12 pacientes; apresentando ELA
diagnosticada por exame laboratorial ou
de acordo com EI Escorial, ndo gestando
(quando mulher), sem uso de riluzole em
dose estavel por 30 dias

Células mononucleares da medula
6ssea; implante medular no nivel
vertebral T3-T4

Células-tronco derivadas da medula
espinhal; 100.000 células; nivel
vertebral T11-T12; metilprednisolona
antes da cirurgia e prednisona 60 mg
por até 1 més, duas doses de
basiliximab (20 mg), tracolimus via
oral em niveis 4-8 ng/ml, e
micofenolato 1000 mg

Né&o foram observados efeitos adversos graves;
ocorreram 43 eventos ndo severos, mas a grande
maioria for reversivel, sendo somente 4 presentes ao
final do acompanhamento; néo foi observada alteragéo
no declinio clinico; a analise histolégica revelou maior
nimero de motoneurdnios em segmentos tratados,
acompanhados de células CD90" que néo continham
dep06sitos de ubiquitina

Transplante bem tolerado, sem efeitos adversos graves
relacionados com a presenca das células-tronco
neurais; tratamento ndo acelerou a progressao da
doenca, e 1 paciente apresentou melhora clinica
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Um dos primeiros relatos clinicos é o de Janson e colaboradores (Janson et al.
2001). Neste estudo, foram administradas células CD34" a trés pacientes, que apesar de
tolerarem bem o procedimento, ndo apresentaram alteragdes neuroldgicas significativas.
O maior aumento no volume de estudos clinicos se deu especialmente ap6s o estudo
testando células-tronco da MO, realizado por Mazzini e colaboradores em 2003
(Mazzini et al. 2003). Abordagens que utilizam HUCB (Cordes et al. 2011) e NSC
(Gamez et al. 2010; Glass et al. 2012; Moviglia et al. 2012; Riley et al. 2012) tém sido
estudadas. Entretanto, a grande maioria dos estudos utiliza células-tronco da MO (Appel
et al. 2008; Mazzini et al. 2008; Deda et al. 2009; Martinez et al. 2009; Gamez et al.
2010; Karussis et al. 2010; Mazzini et al. 2010; Blanquer et al. 2012; Mazzini et al.
2012).

Os resultados obtidos até 0 momento indicam que o procedimento, mesmo com
variacdes no tipo celular, dose e via de administracdo é seguro e bem tolerado pelos
pacientes, mesmo com a administracdo intramedular das células. Por se tratarem em
grande parte de relatos de caso e ensaios clinicos de fase I, ndo ha relatos consistentes a
respeito da eficacia do tratamento, que ainda é controversa (Appel et al. 2008; Deda et
al. 2009; Martinez et al. 2009; Gamez et al. 2010). Apesar disso, e desses estudos
contarem com um numero limitado de pacientes, o uso de células-tronco neurais em
associagao com vacina imunologica (Moviglia et al. 2012), assim como o transplante de
células obtidas a partir da MO parece promover beneficio terapéutico (Martinez et al.
2009). Também foram relatados efeitos imunomodulatérios (Karussis et al. 2010) e
neurotroficos (Blanquer et al. 2012).

E possivel que os dados de eficacia limitados observados em alguns desses estudos
se devam ao fato de terem sido baseados em estudos experimentais conduzidos durante
fases pré-sintomaticas da doenca. Como ainda ndo existem marcadores precoces de
ELA em humanos, os pacientes procuram atendimento medico somente apds o
desenvolvimento dos primeiros sintomas (salvo excecfes em que ha heranca familiar).
Além disso, o diagndstico, que é feito por exclusdo, em geral leva quase um ano para
ser definido, limitando o periodo para intervengdo terapéutica as fases sintométicas da
doenca. Considerando a possibilidade de translacdo clinica dos dados obtidos em
animais, torna-se urgente a necessidade de estudos que avaliem abordagens terapéuticas
em animais que ja desenvolveram fraqueza e atrofia muscular.

O objetivo principal do estudo aqui proposto foi justamente determinar se a

administracdo intravenosa de células mononucleares da MO em camundongos que ja
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manifestam ELA é capaz de reverter a histdria natural da doenca. Este estudo foi
delineado de maneira a permitir que os resultados obtidos a partir desta investigagdo
sejam mais facilmente translacionados para o paciente, seja pela escolha da via de
administracdo, periodos de intervencdo ou tipo de célula. Além disso, a opcdo por
células-tronco da MO se baseou na maior seguranca imunoldgica e oncoldgica do seu
uso. Por outro lado, este estudo também buscou determinar se o transplante autélogo
promove beneficios comparaveis ao do transplante de células que ndo expressam
mutacdo. Assim, mesmo se tratando de um estudo em modelo animal, a relevancia deste

trabalho esta na sua possivel aplicabilidade clinica.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi verificar se as células mononucleares da medula

0ssea (CMMO) apresentam potencial terapéutico em camundongos transgénicos que

superexpressam SOD1%%4,

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar comparativamente a sobrevida de camundongos transgénicos SOD1%%#
tratados com CMMO aos 70 ou 110 dias de vida e comparar com grupo
controle;

e Auvaliar, por teste de Rotarod e eletroneuromiografia, a fungdo neuromotora dos
animais transgénicos SOD1%%** tratados com CMMO aos 70 ou 110 dias de vida
e comparar com grupo controle;

e Auvaliar a perda de peso associada a progressdo da ELA em animais transgénicos
SOD1%%# tratados com CMMO aos 70 ou 110 dias de vida e comparar com
grupo controle;

e Avaliar, através de nested PCR, a presenca de células transplantadas detectaveis
na medula espinhal de camundongos SOD1%%*#;

e Avaliar se o transplante de CMMO em camundongos SOD1%%* previne o dano
ao DNA medido pelo ensaio cometa alcalino;

1693A

e Quantificar neurbnios motores em animais transgénicos SOD tratados com

CMMO aos 70 ou 110 dias de vida e comparar com grupo controle.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Durante este estudo foram utilizados 134 camundongos transgénicos, da
linhagem B6SJL-Tg(SOD1-G93A)1Gur/J, que superexpressam SOD1 humana com a
mutagdo Gly93—Ala (Gurney et al. 1994). Os animais foram adquiridos junto ao Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME, EUA). A colbnia foi mantida através do acasalamento de
portadores heterozigotos machos com fémeas hibridas B6SLJ. Os animais transgénicos
foram genotipados pela técnica de PCR a partir de DNA obtido do sangue da cauda. Para
amplificar o  transgene  foram utilizados  0s primers direto 5’-
CATCAGCCCTAATCCATCTGA-3> e reverso 5-CGCGACTAACAATCAAAG-3’,
resultando em um fragmento de 236 pb. Um fragmento correspondente a interleucina-2
murina foi amplificado como controle positivo. Os fragmentos resultantes foram
visualizados em gel de agarose. Também foram utilizados 20 camundongos C57BL/6N
transgénicos e adultos que expressam EGFP (Okabe et al. 1997) (enhanced green
fluorescent protein) (C57BL/6-EGFP), pesando entre 25 e 30 gramas. Animais
transgénicos SOD1%%** (n=20), também foram doadores de CMMO.

Os animais foram mantidos no alojamento do Instituto de Pesquisas Biomédicas da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, sob iluminacdo e temperatura
controladas (ciclo claro-escuro de 12 horas e aproximadamente 24°C). Todos 0s animais
tiveram livre acesso a comida e a agua, tendo sido adicionada racdo dentro da gaiola dos

1G93A

camundongos transgénicos SOD a partir de sua 152 semana de vida.

3.1.1 Aspectos Eticos

Os protocolos experimentais utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica para
0 Uso de Animais da PUCRS (CEUA 09/00091) e seguiram as normas internacionais de

experimentacdo com animais de laboratorio. Todos os procedimentos foram realizados
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tomando os cuidados necessarios para reduzir a0 maximo o nimero de animais empregados

e seu sofrimento.

3.1.2 Modelo experimental

Apos ter sido feita a descoberta de que mutagdes da SOD1 estavam associadas com
a ELA familiar, foi gerado um modelo transgénico pela superexpressdo de um alelo
mutante de SOD1 (Gurney et al. 1994). O transgene SOD1%%* foi desenhado a partir de
um gene mutante humano da SOD1 que possui uma Unica substituicdo de aminoécido:
glicina por alanina no cédon 93. Os animais transgénicos SOD1°%*# s&o considerados um
bom modelo para o estudo da ELA, e tém sido extensivamente utilizados em investigacdes
de mecanismos patofisiologicos, bem como em estudos que avaliam alternativas
terapéuticas para o tratamento da doenca.

Neste modelo, ocorre degeneragdo progressiva de neurdnios motores do corno
ventral da medula espinhal, levando a fraqueza progressiva e sobrevida limitada, com
sintomas fenotipicos e patoldgicos que se assemelham a ELA em humanos (Figura 3). O
aparecimento dos primeiros sintomas ocorre em torno do 90° dia de vida (Gurney et al.
1994). Patologicamente, hd grande perda axonal, coincidente com o declinio da funcéo
motora e perda de neurdnios contendo colina acetiltranferase (ChAT) (Gurney et al. 1994;
Fischer et al. 2004). A analise patologica desses animais também demonstra haver
vacuolizacdo mitocondrial, fragmentagdo do aparelno de Golgi, inclusdes de
neurofilamentos e agregados SOD1-reativos, além de astrocitose e microgliose (revisado
por (Turner and Talbot 2008)). Os sintomas sdo progressivos e 0s animais tém uma vida
média de 17-20 semanas (Weydt et al. 2003).
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Figura 3. Figura comparativa das caracteristicas fenotipicas de camundongos transgénicos
SOD1%%* (G93A) e camundongos Wild-Type (WT). Os animais transgénicos apresentam
sintomas fenotipicos caracteristicos da ELA como atrofia muscular dos membros posteriores e
cifose acentuada. Adaptado de (Turner and Talbot 2008).

3.2 Delineamento Experimental

Para este estudo, foram estabelecidos dois tempos distintos para intervencgéo
(transplante de CMMO): 70 ou 110 dias de vida. Também foram testadas CMMO de
origens diferentes: obtidas da MO de camundongos C57BL/6-EGFP ou de camundongos
transgénicos SOD1%%*. Os grupos experimentais estdo descrito a seguir:

1693A

i) EGFPCMMO-70: constituido de camundongos transgénicos SOD . que

receberam aos 70 dias de vida (pré-sintomatico) transplante de CMMO obtidas a partir de
camundongos C57BL/6-EGFP (n = 14);

i)  M™9PCMMO-70: constituido de camundongos transgénicos SOD1°%4

, que

receberam aos 70 dias de vida (pré-sintomatico) transplante de CMMO com a SOD1

mutada (MSOD1) obtidas também a partir de camundongos transgénicos SOD1%%4 (n =
15);
iii)  F°F"CMMO-110: constituido de camundongos transgénicos SOD1°%**  que

receberam aos 110 dias de vida (sintomatico) transplante de CMMO obtidas a partir de
camundongos C57BL/6-EGFP (n = 15);
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iv)  M™9PICMMO-110: constituido de camundongos transgénicos SOD1°%*  que

receberam aos 110 dias de vida (sintomatico) transplante de CMMO obtidas também a
partir de camundongos transgénicos SOD1%%# (n = 14);

v)  SAL: constituido de camundongos transgénicos SOD1%%* nio tratados com as
alternativas terapéuticas propostas neste projeto, tendo recebido em seu lugar solucéo salina
no mesmo volume (n = 23). Estes animais foram inicialmente distribuidos em dois grupos,
recebendo salina aos 70 ou 110 dias de vida. Entretanto, ndo foram encontradas diferencas
estatisticas entre os dois periodos, de maneira que os animais foram reagrupados em um
unico grupo experimental.

Para avaliar o efeito do transplante celular no aparecimento e progressdo dos
sintomas de ELA, os animais foram submetidos a triagem de pesagem e testes motores
utilizando o Rotarod (Knippenberg et al. 2010), conforme ilustram as figuras 4 e 5. Apés a
eutanasia, computou-se a sobrevida dos animais e foram coletadas amostras teciduais para

avaliagdo por PCR.
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Figura 4. Delineamento temporal do estudo para animais tratados aos 70 dias de vida (102
semana, pré-sintomatico). RR: Rotarod; ENMG: Eletroneuromiografia; os nimeros 2 e 3 indicam
nimero de pesagens e a letra X que os animais foram acompanhados semanalmente até serem
eutanasiados de acordo com os parametros de andlise da sobrevida.
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Figura 5. Delineamento temporal do estudo para animais tratados aos 110 dias de vida (entre
a 15% e 162 semanas, sintomatico). RR: Rotarod; ENMG: Eletroneuromiografia; os nameros 2 e 3
indicam nUmero de pesagens e a letra X que os animais foram acompanhados semanalmente até
serem eutanasiados de acordo com os parametros de analise da sobrevida.

Grupos adicionais de camundongos:

a) Foram tratados conforme previamente descrito, mas foram eutanasiados aos
120 dias de vida para anélise histoldgica (n = 5 por grupo);

b)  Receberam transplante de ™°°*CMMO ou **""CMMO e foram eutanasiados
24 horas, sete dias ou 14 dias ap0s o transplante para avaliacdo por PCR (n = 2 por grupo).

c) Foram transplantados com E°F"CMMO ou tratados com salina nos dois
periodos avaliados e eutanasiados aos 120 dias de vida. Amostras teciduais foram coletadas
para o ensaio do cometa alcalino (n=4 por grupo).

O estudo foi delineado de maneira que os animais da mesma ninhada fossem
distribuidos igualmente entre os grupos. O mesmo numero de camundongos machos e
fémeas foi distribuido entre os grupos experimentais para minimizar um efeito sistémico
relacionado ao género na resposta ao tratamento. Todos os procedimentos foram realizados
por observadores cegos ao tratamento recebido pelos animais.

3.3 Preparacdo das Células Mononucleares da Medula Ossea (CMMO)

As CMMO foram obtidas de camundongos C57BL/6-EGFP ou camundongos
transgénicos SOD1°%**. Apé6s os animais terem sido anestesiados e dissecados, a MO de
0sso0s longos (Umero, fémur e tibia) foi aspirada com o auxilio de uma agulha de 26 G
contendo heparina (10.000 U em 50 mL de PBS). O material foi centrifugado a 400 x g por

10 minutos. As células foram ressuspensas em meio RPMI-1640 e fracionadas em
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gradiente de densidade gerado pela centrifugacdo a 400 x g em uma solucédo de Ficoll-
Paque (Histopaque 11191, Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA). A camada mononuclear
formada sobre o Ficoll-Paque foi coletada e lavada com DPBS. As concentragdes celulares
foram determinadas em camara de Neubauer e a viabilidade celular foi determinada pelo
método de exclusdo com azul de tripan. A figura 6 apresenta algumas etapas deste
procedimento.

E

Figura 6. Obtencdo de CMMO de camundongos C57BL/6-EGFP. (A) Animais sdo anestesiados
e dissecados, (B) isolam-se os 0ssos longos e (C) procede-se a lavagem das cavidades ésseas. O
material coletado é processado em centrifugacGes e ressuspensdes; (D) a camada de células
mononucleares é obtida por gradiente de Ficoll-Paque, (E) e as células s&o contadas em camara de
Neubauer e (F) aliquotadas.

3.4 Caracterizagdo das Populacdes Celulares Presentes

Para a deteccdo dos antigenos de superficie, as CMMO foram incubadas com
anticorpos conjugados contra CD8a, CD34, CD19, CD117, CD45 e Scal. As celulas
marcadas foram coletadas e analisadas por um citdmetro de fluxo FACScalibur (Becton

Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, EUA). Uma aliquota de 100 uL de MO
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foi utilizada para a caracterizacdo das populacdes celulares para cada par de anticorpos.
Foram acrescentados 20 uL de cada anticorpo e a solugdo foi incubada a temperatura
ambiente por 30 minutos no escuro. Ap6s o periodo de incubacdo, a amostra foi
centrifugada a 200 x g por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. A amostra foi lavada
com 2 mL de PBS (PBS, 0,1% de azida sodica e 1% de FBS) por centrifugacédo a 200 x ¢
por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas com 500 uL de

PBS. As amostras foram analisadas em até 8 horas.

3.5 Transplante das CMMO

Os camundongos transgénicos SOD1%%** receberam o transplante das CMMO aos
70 ou aos 110 dias de vida. Os animais foram anestesiados com xilazina e quetamina para
facilitar a infusdo das células. Com a cauda fixada, foi feita a visualizagdo macroscépica da
veia lateral da cauda, na qual foi injetado um volume de 100 pL contendo 10’ CMMO
obtidas de camundongos C57BL/6-EGFP (F°"CMMO) ou de camundongos SOD1%%4
(MOPLCMMO). Para o transplante foi utilizada uma seringa ultrafina 29 G (BD Ultra-Fine,
0,5 mL). Logo apods o transplante, os animais eram devolvidos para suas caixas e mantidos

em observacao até o término da sedacéo.

3.6 Avaliacdo da sobrevida

A progressdo da ELA nos camundongos transgénicos SOD1%%** de todos os grupos
experimentais foi observada através das medidas de peso e testes motores. Além disso, a
partir dos 115 dias de vida os animais foram observados diariamente quanto aos sinais de
paralisia. Para a analise da sobrevida se considerou que os camundongos haviam atingido o
estagio final quando ndo retornavam a posicdo original em até 20 segundos quando
apoiados sobre seu dorso em posi¢do supinada (Kieran et al. 2004). A partir da data da
eutanasia foi computada a sobrevida e o intervalo de sobrevida de cada animal. Os
camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical. A decisdo de eutanasiar o0s

animais foi feita por experimentadores cegos ao tratamento recebido por cada animal.
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3.7 Avaliacdo do inicio dos sintomas da ELA e progressdo da doenca nos

camundongos SOD1%%4

Para determinar a idade em que 0s animais passam a apresentar 0s primeiros sinais
de ELA, bem como as diferencas na progressdo da doenca entre os diferentes grupos de
estudo, foi utilizado o teste motor do Rotarod e o peso corporal dos animais.

3.7.1 Determinagéo do peso corporal

O acompanhamento do peso dos animais é uma medida importante para a deteccao
da atrofia muscular e sua progressdo. Assim, 0s animais foram pesados semanalmente a
partir da 9° semana de vida, utilizando uma balanca digital. Ao completarem 11 semanas,
0s camundongos passaram a ser pesados duas vezes por semana. Esta frequéncia foi
aumentada para trés vezes a partir da 16° semana, devido a maior perda de peso observada
nesse periodo. Foram tomados os pesos dos animais até que eles fossem eutanasiados em
consequéncia da severidade da ELA. Todas as pesagens foram realizadas entre 13:00 e
16:00 horas para evitar variagdes diurnas (Knippenberg et al. 2010).

Através das medidas correspondentes ao peso dos camundongos SOD1%%*# foi
possivel determinar o inicio e o estagio sintomatico da doenca. O inicio da doenca foi
determinado retrospectivamente como a idade na qual os camundongos atingiram seu peso
maximo. J& o estagio sintomatico foi definido como o ponto em que houve perda de 10%
do peso maximo, conforme previamente descrito (Corti et al. 2010). Adicionalmente,
utilizou-se a diferenca entre a semana em que ocorreu a eutanasia e a semana em que cada
animal atingiu seu peso maximo como medida da progressao da doenca.

3.7.2 Avaliagcdo neuromotora por meio do teste de desempenho no Rotarod e avaliagédo

neurofisioldgica

A funcdo motora dos animais foi determinada por meio do teste de desempenho no
Rotarod. Este é um teste usado para avaliar equilibrio e coordena¢do motora (Brooks and
Dunnett 2009), sendo 0 mais sensivel para detectar alteragdes motoras neste modelo de
ELA (Knippenberg et al. 2010).
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Para o teste do Rotarod, foi utilizado um aparelho automatizado (EFF 412, Insight,
Brasil), instalado em uma sala fechada e mantida a temperatura de aproximadamente 24° C.
O aparelho consiste em uma caixa de acrilico com um cilindro instalado transversalmente, a
aproximadamente 20 cm de altura, e que € mantido em rotacdo. O cilindro é flanqueado
com protecOes laterais para evitar que o animal escape, e hd um sensor de queda sob o
equipamento. A caixa é dividida em quatro baias, permitindo a analise de até quatro
animais simultaneamente.

Os testes foram realizados semanalmente a partir da 11% semana de vida dos
animais. Para cada semana, foi realizado um teste no qual cada animal tinha um teto de até
sete minutos para permanecer no cilindro a uma velocidade constante de 16 rpm. Os
camundongos foram posicionados no cilindro em movimento na orientacdo oposta a da
rotacdo, de maneira que a locomocéo para frente fosse necessaria. A laténcia de queda foi
determinada através de um crondmetro que era acionado no momento em que o animal era
posicionado no cilindro e automaticamente interrompido quando o sensor de queda do
aparelho era ativado pelo peso do animal. Os animais que usaram as patas para se prender
ao cilindro durante duas voltas consecutivas foram excluidos do experimento. Todos 0s
animais foram habituados ao aparelho durante os dois dias anteriores ao primeiro teste.

Os camundongos também tiveram sua funcdo neuromuscular avaliada através de
eletromiografia. Esta foi realizada com eletrodo de agulha concéntrica descartdvel com
0,35mm de didmetro e 0,07mm de area de registro que permitiu detectar sinais de
desnervacao e registrar os fendmenos de reinervacdo, pela analise do recrutamento motor e
das caracteristicas das unidades motoras. Foram avaliados qualitativamente a presenca de
atividade esponténea e recrutamento reduzido em masculo do membro inferior, superior e

masseter. O exame foi realizado em um eletromidgrafo Viasys Synergy.

3.8 Deteccdo das células transplantadas por Nested PCR

Para verificar a presenca das células administradas nos tecidos dos animais que
receberam o transplante, utilizamos a técnica da Nested PCR (Venturin et al. 2011). A
presenca de EGFP ou do cromossomo Y — quando o transplante se deu de transgénicos

machos SOD1%%** para fémeas SOD1°%%** — serviu de indicativo da presenca das células da
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MO do animal doador nos tecidos do animal receptor. Amostras da medula espinhal,
musculo esquelético, figado, baco, pulmdes e coracdo foram coletadas. A coleta foi
realizada ap6s acompanhamento dos animais de acordo com delineamento nas figuras 4 e 5.
Adicionalmente, foram coletadas amostras de dois animais por grupo transplantado 24h,
sete dias ou 14 dias apés a administracdo das CMMO.

As amplificagbes foram realizadas utilizando os oligonucleotideos iniciadores
(primers) direto 5'-ttgaattcgccaccatggtgage-3' e reverso 5'-ttgaattcttacttgtacagctcgtcc-3’
complementares a uma sequéncia de DNA da EGFP. A reamplificacdo foi realizada por
técnica de nested PCR por meio dos primers direto 5’-gggcacaagctggagtaca-3' e reverso 5'-
atgttgtggcggatcttga-3’. Para a deteccdo do cromossomo Y, foram utilizados os primers
direto 5'-atggagaattctgaggaggaga-3’ e reverso S'attcacaaagctgacctccagttg-3’, sendo o
produto reamplificado utilizando o primer direto 5'-cagagcccaggtgctcctgetg-3' e reverso 5'-
ctcctccattttagatctgegtte-3'.

Para controlar o funcionamento da reacdo, foi ensaiado, juntamente com cada
bateria de DNA de amostras de animais transplantados, um controle positivo de reacdo que
consistiu de DNA extraido a partir de CMMO obtidas de camundongo C57BL/6-EGFP ou
transgénico SOD1%%A
DNA.

macho, e um controle negativo de reacdo, com omissao de qualquer

Os produtos amplificados foram detectados por eletroforese em gel de agarose 2%
em tampdo TBE 1x, contendo brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta. As
condicdes da corrida eletroforética foram de 100 V, com corrente de 400 mA por 30
minutos. O resultado foi considerado positivo para a presenca de DNA quando visualizada
a banda correspondente.

3.9 Ensaio Cometa Alcalino

Para verificar se o tratamento com CMMO previne ou mitiga a ocorréncia de estresse
oxidativo associada @ mutagido SOD1°%*# (Siciliano et al. 2002; Hervias et al. 2006; Liu et
al. 2007; Igoudjil et al. 2011), foi conduzido o ensaio cometa alcalino. Foram coletadas

amostras da medula espinhal, musculo esquelético, cerebelo e cortex cerebral (n = 4 por

grupo).



64

Brevemente, as amostras de animais dos grupos SAL, E*""CMMO-70 e E*""CMMO-
110 foram coletadas em solucdo de Hanks balanceada. A suspensdo celular obtida foi
embebida em low melting agarose 0,75%, espalhada em uma l&mina pré-coberta com
agarose e coberta com laminula. As laminas foram colocadas em uma solucéo de lise (2,5M
NaCl, 100mM EDTA, 1% Triton X-100, 10mM Tris, pH 10) por 48 horas a 4°C.
Posteriormente foram lavadas com tampdo enzima (40mM HEPES, 0,1M KCI, 0,5mM
EDTA, 0,2mg/mL BSA com pH 8 ajustado com KOH). Apo6s esta etapa, as laminas foram
colocadas na cuba para tratamento alcalino (300mM NaOH, 1mM EDTA, pH >13) por 20
minutos. A eletroforese foi conduzida a 4°C por 20 minutos, a 25V e 300mA. Finalizada a
eletroforese, as laminas foram neutralizadas, expostas a temperatura ambiente para secagem
e entdo fixadas e coradas com coloragdo de prata (Singh et al. 1988; Tice et al. 2000;
Greggio et al. 2011).

Os cometas foram classificados em cinco classes de dano, denominadas de classe 0 a
classe 4. A classe 0 corresponde aos cometas considerados intactos, sem danos causados
pela exposicdo; classe 1, cometas com danos minimos; classe 2, cometas com danos
médios; classe 3, cometas com danos intensos; classe 4, cometas com danos maximos. O
indice de dano representa a soma da multiplicacdo entre o numero de cometas de cada
classe e o digito denominador correspondente, através da férmula ID = 1.(n° de classe 1) +
2.(n° de classe 2) + 3.(n° de classe 3) + 4.(n° de classe 4) e foi expresso em unidade
arbitraria (0-400). A frequéncia de dano foi determinada como a porcentagem nucleos que

ndo possuem a classe 0, através da formula FD = 100 - (n° de classe 0).

3.10 Avaliacdo Quantitativa do Namero de Motoneurénios

Grupos adicionais, cada um deles constituidos de 5 animais, foram perfundidos aos
120 dias de vida para andlise histologica. Estes animais foram anestesiados e perfundidos
transcardiamente com solucdo salina seguida de paraformaldeido 4% (PFA) diluido em
tampéo fosfato. As colunas vertebrais foram cuidadosamente dissecadas, e a medula
espinhal lombar (entre L2 e L4) foi isolada. Este nivel foi escolhido por conter os
motoneur6nios que inervam os membros posteriores, 0s primeiros a ser afetados no modelo

experimental utilizado.
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As amostras foram pés-fixadas em PFA por 1h, criopreservadas em sacarose 30%
overnight e congeladas em isopentano. Foram mantidas a -70°C até serem incluidas em
para a obtencdo de cortes seriados de 20 um em ladminas gelatinizadas, utilizando um
criostato a -20°C.

Para avaliacdo por imunofluorescéncia, primeiramente as seccdes foram fixadas em
PFA por dez minutos, lavadas trés vezes com PBS por cinco minutos e pré-incubadas com
solucdo de bloqueio por uma hora. A seguir, foram incubadas com o anticorpo primario
(ChAT, policlonal coelho, 1:500; Abcam, EUA) em solucdo de bloqueio overnight a 4°C.
Apds trés lavagens com PBS, foram incubadas com anticorpo secundario anti-coelho
conjugado a Alexa 568 (IgG (H+L), 1:1000, Invitrogen, EUA) por duas horas a
temperatura ambiente e protegidas da luz. A seguir, foram lavadas por trés vezes com PBS
e montadas em meio com DAPI (Vectashield®).

A co-localizacdo de DAPI com ChAT foi detectada, analisada e fotografada em
microscopio confocal (LSM 5 Exciter, Carl Zeiss, Alemanha) acoplado a uma camera CCD
de alto desempenho (Pro-Series High Performance CCD camera) e software Zen 5.0 (Carl
Zeiss, Inc.). O nimero de motoneurdnios ChAT" foi calculado para cada seccio, e a média
das sec¢des foi utilizada como dado individual para a analise estatistica, conforme
previamente descrito (Tortarolo et al. 2006; Suzuki and Svendsen 2008; Bigini et al. 2011;

Canzi et al. 2012). Quatro cortes seriados foram processados para cada animal.

3.11 Andlise estatistica

Curvas de Kaplan-Meier e teste logrank (Mantel-Cox) foram utilizados para a anélise
dos dados de sobrevida dos animais e avaliacdo do aparecimento dos primeiros sintomas,
estabelecimento do estagio sintomético e progressdo da ELA. As diferengas nos testes
motores foram calculadas por ANOVA de duas vias usando o teste post hoc de Bonferroni.
As diferencas no nimero de motoneurdnios e na progressdo da doenca foram analisadas por
ANOVA de uma via, seguida do teste de Tukey. Para o ensaio do cometa alcalino foi

utilizado o teste t de Student.
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Os dados foram expressos como media + erro padrdo. As diferencas foram
consideradas significativas quando p < 0,05. Toda a andlise estatistica foi realizada com
auxilio do software estatistico GraphPad Prism 5.0.



4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagdo das populagdes celulares presentes nas amostras obtidas de
camundongos C57BL/6-EGFP) ou transgénicos SOD1°%.

Para caracterizar as populagdes celulares empregamos a técnica de citometria de
fluxo utilizando os seguintes anticorpos: CD8a, CD19, CD34, CD45, CD117 e Sca-1. Para

doadores C57BL/6 os histogramas obtidos estdo representados na Figura 7. Também foram

avaliadas amostras da fracdo mononuclear da MO de camundongos SOD1%%*. Os
histogramas obtidos a partir desta analise estdo representados na Figura 8.
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Figura 7. Expressdao de marcadores de superficie para células da medula dssea de
camundongos C57BL/6. Em (A) CD8a; (B) CD19; (C) CD34; (D) CD45; (E) CD117 e (F) Scal.



68

CHAS_CDEa it COHT D19 003 ER 045 CD8a 002
=

200

Counts .
e 169
2060

a0

L)

e

v P ’ i ]' : . . L i ‘- g N . e
Iy 206 40 & a0 1004 & 240 ani- 3 a0 e 26 R 208 e
CirBa 04 PE

TS CLAa 80T F COIT ChaR0E L4 Thdu 02

160

iz

Counts
ety
CHEiRS

i)

40

P $ i
f g A 2] it fuon
SO0 a0 “ Soad FE

SO0 1000 & 200

400 [
COIITFITS

i it
CDASFITE

Figura 8. Expressdo de marcadores de superficie para células da fragdo mononuclear da
medula éssea de camundongos SOD1%%**. Em (A) CD8a; (B) CD19; (C) CD34; (D) CD45; (E)
CD117 e (F) Scal.

4.2 O tratamento com CMMO promove aumento da sobrevida nos camundongos

1G93A

transgénicos SOD tratados aos 70 ou 110 dias de vida.

Para verificar se as células obtidas da fracdo mononuclear da MO promovem
aumento da sobrevida em animais com ELA, estes receberam um transplante pré-
sintomético de 10 células pela veia da cauda. Inicialmente, um grupo de animais recebeu
células obtidas de camundongos doadores C57BL/6-EGFP e outro grupo recebeu solucéo
salina em igual volume. Estes animais foram acompanhados diariamente e eutanasiados
quando incapazes de retornar a posigéo original ao serem submetidos ao teste do reflexo de
endireitamento. A partir da idade do animal na data da eutanasia foram calculadas as

sobrevidas dos animais de ambos 0s grupos.
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Observou-se aumento significativo na sobrevida dos animais que receberam
transplante de *°*""CMMO quando comparados com o grupo SAL (Figura 9; p < 0,0001; »*
= 21,84). A sobrevida média dos animais do grupo "*"CMMO-70 foi de 142,3 + 3,3 dias,
enguanto a dos animais tratados com salina foi de 122,7 £ 1,1 dias. Assim, em animais pré-
sintomaticos, as CMMO aumentaram em média 20 dias a sobrevida de camundongos
SOD1%%*4, quando obtidas de animais ndo portadores da SOD1 mutada. A maior sobrevida
para cada um dos grupos foi de 133 dias para um animal do grupo SAL e 157 dias para um
animal do grupo ¢""CMMO-70.

Um terceiro grupo ("°P’CMMO-70) foi acompanhado no intuito de se verificar se
0 mesmo efeito poderia ser observado quando sdo transplantadas células contendo a SOD1
mutante (MSOD1). Portanto, estes animais receberam 10’ células obtidas a partir de
camundongos transgénicos SOD1%%*A. Observou-se uma sobrevida média de 133,3 + 2,8
dias, que foi significativamente maior do que a observada para o grupo SAL (p < 0,001; y?
= 11,27). A maior sobrevida observada foi de 150 dias. Dessa forma, quando sdo
transplantadas CMMO contendo mSOD1 o aumento na sobrevida foi intermediario,
correspondendo a uma média de 11 dias em relacdo ao grupo tratado com salina.

Quando sdo comparadas as sobrevidas médias do grupo que recebeu ™°P*CMMO
com a do grupo que recebeu "*"CMMO, observa-se que elas séo diferentes. A sobrevida
dos camundongos transplantados com ™°P*CMMO é significativamente menor do que a
observada para o grupo de animais que recebeu células ndo-mutadas (Figura 9; p < 0,01;
=17.8).

Outro aspecto importante deste estudo, além de avaliar CMMO obtidas de
diferentes origens, foi verificar se as CMMO possuem efeito terapéutico neste modelo de
ELA quando administradas em estagios mais avancados (sintomaticos) da doenca, (110
dias). Os resultados obtidos permitem observar que, mesmo aos 110 dias de vida, o
tratamento com °""CMMO aumenta a sobrevida em relacdo aos animais do grupo salina
(127,8 + 1,69 dias e 122,7 + 1,1 para "°"CMMO-110 e SAL, respectivamente). A
diferenga é estatisticamente significativa: p = 0,0117 e XZ = 6,36. Entretanto, quando a
sobrevida do grupo ™°P’CMMO-110 é avaliada, ndo é verificada nenhuma alteragdo na
sobrevida em relacdo ao grupo SAL (Figura 10). Assim, o transplante de mSOPIEMMO teve

efeito na sobrevida somente quando realizado em animais pré-sintomaticos.
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Figura 9. CMMO promovem aumento de sobrevida em camundongos SOD1°% tratados aos
70 dias de vida. Curvas de Kaplan-Meier para camundongos SOD1%%# tratados com CMMO
obtidas de camundongos C57BL/6-EGFP, de camundongos SOD1%%** ou solucdo salina, aos 70
dias de vida. A sobrevida foi significativamente estendida para os camundongos tratados com
CMMO quando comparados com o grupo salina. (p < 0,0001 vs EGFP e p < 0,001 vs mSOD1).

Especificamente, “*"CMMO promovem maior aumento na sobrevida do que ™°*’CMMO (p <
0,01).
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Figura 10. F*"CMMO promovem aumento de sobrevida em camundongos SOD1°%%#
sintomdticos tratados aos 110 dias de vida. Curvas de Kaplan-Meier para camundongos
SOD1%%** tratados com CMMO obtidas de camundongos C57BL/6-EGFP, de camundongos
SOD1°%%** ou solugdo salina, aos 110 dias de vida. A sobrevida foi significativamente estendida para
os camundongos tratados com *°F"CMMO quando comparados aos demais grupos; p < 0,05.
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Também é importante a observacdo de que o aumento na sobrevida dos animais
transplantados com “°"CMMO foi mais discreto no grupo tratado aos 110 dias de vida do
que aos 70. As curvas de sobrevida comparativas dos dois periodos de intervencdo

demonstram claramente esta diferenca (p = 0,0271; y* = 4,88), como mostra a Figura 11.
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Figura 11. Curva comparativa da sobrevida de camundongos eas SOD1°%* tratados com
EGFPCMMO aos 70 ou 110 dias de vida. Curvas de Kaplan-Meier para camundongos SOD1%%4
tratados com CMMO obtidas de camundongos C57BL/6-EGFP aos 70 ou 110 dias de vida. A
sobrevida foi significativamente maior os camundongos tratados aos 70 dias quando comparados
com o grupo que recebeu o tratamento aos 110 dias de vida; p < 0,05.

4.3 O tratamento com CMMO retarda o inicio, estagio sintomatico e a progressao
da ELA em camundongos transgénicos SOD1°%** tratados pré-

sintomaticamente.

Conforme previamente descrito, o acompanhamento do peso dos animais foi
utilizado para detectar o aparecimento da ELA, assim como acompanhar a progressdo para
0 estagio sintomatico. Os critérios utilizados para estabelecer cada uma dessas etapas
fenotipicas se basearam na data em que o animal apresentou seu peso maximo para o
“inicio da doen¢a”, e momento em que perdeu 10% do Seu peso maximo para 0 “estagio
sintomatico”.

Avaliou-se o efeito do tratamento das CMMO em retardar o inicio da doenca em

animais tratados aos 70 dias de vida (grupos pré-sintomaticos: “°FCMMO-70 e
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mSOPICMMO-70). Camundongos SOD1%%* tratados com salina (SAL) foram utilizados
como controle. Estes atingiram seu peso maximo — inicio da doenca — em torno da 122
semana de vida (11,8 + 0,21).

Entretanto, quando os animais sdo transplantados com CMMO verifica-se que ha
um retardo no estabelecimento inicial da ELA em relacdo aos animais do grupo SAL.
Animais que receberam CMMO provenientes de doadores EGFP-positivos tiveram o inicio
da doenca verificado a partir da 142 semana de vida (média de 14,1 + 0,9; p < 0,0001 vs
SAL, y* = 26,37). Para os animais que receberam transplante de células mSOD1 também
houve retardo no inicio da doenca, com média de peso maximo observada em 13,4 £ 0,9
semanas (p < 0,0001 vs SAL, x* = 15,81). Entretanto, quando os dois grupos s&o
comparados entre si, pode-se observar que o tratamento com °""CMMO foi mais eficaz
em retardar o inicio da doenca do que o transplante com ™P°*CMMO (p < 0,05, ¥ = 4,44).

Esses dados estdo representados na Figura 12.
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Figura 12. O tratamento com CMMO aos 70 dias de vida retarda o inicio da ELA em
camundongos SOD1%%*. O estabelecimento da ELA em animais transgénicos tratados com
CMMO obtidas de camundongos C57BL/6-EGFP ou mutantes SOD1%%** foi tardio vs tratamento
com salina (p < 0,0001, Logrank test). Camundongos tratados com “*"CMMO apresentam inicio
mais tardio quando comparados com animais tratados com ™°?*CMMO (p < 0,05).

O monitoramento do peso dos animais também permitiu avaliar o estabelecimento
do estégio sintomatico. Para os animais do grupo SAL, ele se deu em torno da 152 semana
(15,5 + 0,76) de vida do animal. A exemplo do que ocorre quando se avalia o inicio da

doenca, observa-se que o transplante de CMMO retarda o desenvolvimento do estagio
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sintoméatico pelos camundongos SOD1%%*”  Como mostra a Figura 13, o estagio
sintomatico se d4 mais tardiamente tanto para animais **"CMMO-70 (16,79 + 0,70; p <
0,0001 vs SAL, y* = 25,33) quanto para o grupo ™°"*CMMO-70 (16,0 + 1,0; p = 0,0021 vs
SAL, ¥* = 9,49). Além disso, quando comparados os dois grupos que receberam o
transplante, novamente os dados demonstram que células obtidas a partir de doadores néo
mutantes °""CMMO promovem maior atraso no estabelecimento do estagio sintomatico
do que as ™°P*CMMO (p = 0,047; ¥* = 3,951; Figura 13).
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Figura 13. O tratamento com CMMO aos 70 dias de vida retarda o estabelecimento de estagio
sintomatico em camundongos SOD1%%**. CMMO obtidas de camundongos C57BL/6-EGFP ou
mutantes SOD1°%%** atrasam o estabelecimento do estagio sintomético quando comparadas com
salina (p < 0,0001 e p < 0,01 vs E*""CMMO-70 e ™°P’CMMO-70 respectivamente). Camundongos

tratados com ""CMMO apresentam estagio sintomatico mais tarde do que animais tratados com
mSOPICMMO (p < 0,05).

Os animais que foram tratados aos 110 dias de vida também tiveram seu peso
acompanhado desde sua 9% semana de vida. Esses animais foram tratados somente apds o
estabelecimento da ELA e do estagio sintomatico. Como esperado, ndo houve diferenca
entre os animais dos grupos F¢PCMMO-110, ™°P'CMMO-110 e SAL (Figura 14).
Observou-se que o inicio da doenca para animais do grupo **""CMMO-110 ocorre em 11,9
+ 0,95 semanas. Para o grupo mSOPIEMMO-110, o periodo corresponde a 11,9 + 1,1

semanas.
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Figura 14. Inicio da ELA determinado para camundongos SOD1%%* tratados aos 110 dias de

vida. Curvas de peso ndo tém diferenca estatistica entre os grupos E*CMMO-110, ™°°*CMMO-
110 e SAL.

J& o0 estéagio sintomatico foi determinado na semana 15,5 + 0,32 e 15,5 + 0,37 para
grupos “°FPCMMO-110 e ™C°P*CMMO-110, respectivamente (Figura 15). Esses dados
corroboram a observacdo de que o inicio e o estagio sintomatico da ELA, acompanhados
por modificacBes do peso, se ddo respectivamente em torno da 122 e da 152 semanas de
vida. Além disso, os dados obtidos na andlise da curva de peso desses animais reforcam a

observacdo de que o transplante pré-sintomatico de CMMO atrasa 0 inicio e 0 estagio
sintomatico da ELA.
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Figura 15. Estagio sintomatico determinado para camundongos SOD1°%* tratados aos 110
dias de vida. Curvas de peso ndo tém diferenca estatistica entre os grupos “°"CMMO-110,
mSOPICMMO-110 e SAL.
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Além disso, o conjunto de dados coletados a partir da analise da sobrevida e do peso
dos animais foi utilizado para determinar o tempo de progressdo da doenga nos animais
estudados. Estabeleceu-se o tempo de progressdao como a diferenca obtida entre a idade do
animal no momento em que apresentou o inicio da ELA e a idade em que foi eutanasiado.
Para os animais tratados com solugéo salina, este tempo foi de 5,75 £ 0,27 semanas.
Entretanto, em camundongos SOD1%%®” que receberam o transplante de CMMO, foi
observado um aumento no tempo de progressao (Figura 16A). Este aumento foi maior para
o grupo “°"CMMO-70 (8,46 + 0,46 semanas; p < 0,001 vs SAL) do que para 0 grupo
mSOPICMMO-70 (7,11 + 0,38; p < 0,05 vs SAL). De fato, quando sdo comparados 0s dois
tratamentos celulares, também é observada diferenca estatistica entre eles (p < 0,05).

Porém, o mesmo efeito de retardo na progressdo da doenca ndo é observado quando
0s animais sdo tratados aos 110 dias de vida (Figura 16B). Para estes animais, 0 tempo
médio de progressdao observado foi de 6,32 + 0,39 e 6,03 + 0,37 para 0S Qgrupos
EGFPCMMO-70 e ™9PICMMO-70, respectivamente. Ndo ha diferenca estatistica entre

estes tempos e 0 tempo de progressdo observado para 0s animais do grupo SAL.
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Figura 16. O tratamento com CMMO aos 70 dias de vida, mas ndo aos 110, aumenta o tempo
de progressdo da ELA em camundongos SOD1°%*# Em (A) camundongos tratados aos 70 dias
de vida tém progressao diminuida em relacdo ao grupo salina. ***p < 0,001 vs ©***CMMO-70 e p
< 0,05 vs ™P2'CMMO-70). Em (B) progressdo nio é alterada quando o transplante é feito durante
periodo sintomatico.
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44 O tratamento com “°"CMMO promove melhora da funcdo motora nos
camundongos transgénicos SOD1%%* tratados pré-sintomaticamente.

Camundongos transgénicos SOD1°%4

, assim como pacientes com ELA, apresentam
atrofia muscular progressiva, que esta associada com um déficit motor também progressivo.
Para avaliar se o transplante de CMMO é eficiente em retardar o aparecimento deste déficit
motor e/ou se consegue reverté-lo, os animais foram submetidos ao teste do Rotarod
semanalmente a partir da 11% semana de vida.

Quando os animais que receberam solucdo salina foram submetidos ao teste,
observou-se comprometimento da fungdo motora a partir da 152 semana de vida (tempo de
permanéncia no cilindro de 159,2 + 31,4s na 15% semana vs 383,3 + 20,8s na 14%). Da
mesma forma, camundongos do grupo ™°P*CMMO-70 tiveram queda de desempenho na
tarefa com a mesma idade (420 + Os e 217,6 + 34,9s, na 14* e 15* semanas,
respectivamente).

Por outro lado, os animais transplantados com “°""CMMO apresentam declinio
significativo da funcdo motora somente na 16% semana de vida (316,6 + 42,4s vs 344,3 £
35,65 na 152 semana). Além disso, mesmo havendo comprometimento motor em relacdo a
semana anterior, o grupo “°"CMMO-70 apresenta desempenho significativamente superior
aos demais grupos avaliados. Esta superioridade de desempenho é observada ao longo da
152 162 e 172 semanas em relacdo ao grupo SAL (p < 0,001) e na 15% e 172 semanas em
relacdo ao grupo ™°°’CMMO-70 (p < 0,05).

Estes dados demonstram que as “°"CMMO, mas ndo as "°"’*CMMO, retardam o
aparecimento de déficits motores detectados no Rotarod (semana 15 para SAL e
MSOPICMMO-70 e semana 16 para S°FPCMMO-70). Além disso, as “¢FCMMO
promoveram a preservacgao da funcdo motora, dado que os animais transplantados tiveram
melhor desempenho nas semanas 15, 16 e 17 quando comparados a SAL (Figura 17). Os
animais tratados com M°P!CMMO também apresentam melhor desempenho quando
comparados ao grupo SAL. Entretanto, esta melhora é observada somente na 162 semana (p

< 0,01), sendo transitéria. Nas demais idades avaliadas, embora a curva do grupo
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MSOPICMMO-70 esteja acima da do SAL, ndo foram encontradas diferencas entre os dois

grupos.
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Figura 17. **"FCMMO promovem melhor desempenho motor em camundongos SOD1%%4
transplantados aos 70 dias de vida. O grafico apresenta curva acentuada de declinio motor para
animais do grupo SAL e ™°P*CMMO-70 a partir da semana 15. Nos animais do grupo “*""CMMO-
70, o declinio é observado somente a partir da semana 16. CMMO obtidas de animais C57BL/6-
EGFP promovem preservacdo da fun¢do motora, medida nas semanas 16, 17 e 18, enquanto que
SOPICMMO promovem melhora transitéria na semana 16. ***p < 0,001 para *°*""CMMO-70 vs
SAL e *p < 0,05 vs ™°P'CMMO-70; *p < 0,01 para ™°"’CMMO-70 vs SAL.

O namero de animais que concluiu o teste semana a semana também foi diferente
entre os grupos. Ele foi reduzido quando houve a necessidade de eutanasia, conforme
critério previamente descrito. Até a 15% semana de avaliacdo, todos os animais de todos 0s
grupos conseguiram realizar o teste, embora com laténcias diferentes. Na 162 semana este
namero foi de 91% dos animais do grupo SAL, caindo para 82,6% na 172 semana. Ainda na
172 semana, 93,3% dos animais ™°°’CMMO-70 foram avaliados. Ao final da 182 semana,
somente 17% dos animais do grupo SAL havia sobrevivido e foram submetidos ao teste.
Na mesma semana, nos grupos CMMO, este nimero foi de 78,6% dos animais
EGFPCMMO-70 e 57,1% dos animais do grupo ™°*'CMMO-70.

Para os grupos transplantados com CMMO aos 110 dias de vida ndo foram
observadas alteraces benéficas, nem deletérias, no desempenho motor. Esta observacao foi
independente da origem das células transplantadas. Como mostra a Figura 18, o déficit
motor foi novamente detectado na 152 semana de vida dos animais. O nimero de animais

gue concluiu o teste semana a semana também foi diferente entre os grupos transplantados.
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Até a 16® semana de teste, todos os animais dos grupos ™°"'CMMO-110 e "CMMO-
110 foram avaliados. Na 172 semana, realizaram o teste 86,7% dos animais do grupo
ECFPCMMO-110 e 85,7% dos animais ™°°*CMMO-110. Ao final da 18? semana haviam
sobrevivido para o teste somente 46% dos animais "°"CMMO-110 e 35,7% dos animais
do grupo ™°P*CMMO-110.
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Figura 18. CMMO néao alteram progressao do déficit motor quando administradas aos 110
dias de vida de camundongos SOD1°%,

Adicionalmente, a fungdo neuromotora foi avaliada por meio de medida da
atividade elétrica muscular durante eletroneuromiografia. Os animais foram examinados
uma vez por semana a partir da 15% semana de vida. Como mostra a figura 19, houve
presenca de atividade espontanea e recrutamento reduzido decorrente da desnervacdo
muscular em todos os animais avaliados, independente do tratamento a que foram

submetidos. Entretanto, ndo foram observadas diferengas entre os grupos estudados.

Figura 19. Registro eletroneuromiogréfico de atividade espontdnea na pata posterior de
camundongo SOD1°%*# do grupo SAL aos 115 dias de vida.
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45 Fragmentos de DNA das CMMO administradas sistemicamente s&o

identificados por PCR na medula espinhal dos animais transplantados.

Para detectar a presenca das CMMO na medula espinhal dos animais transplantados
foi utilizada a técnica de nested PCR. A técnica identificou fragmentos de DNA de EGFP
para os grupos =°""CMMO e fragmento do cromossomo Y para os grupos *°°*CMMO, em
ambos os periodos de intervencdo. Para a deteccdo do cromossomo Y, foram utilizadas
somente amostras obtidas de fémeas transplantadas. Esta analise foi conduzida para
elucidar a associacdo entre os efeitos comportamentais benéficos do transplante e a
migracao das células para o tecido em degeneracao.

Na medula espinhal, observou-se a amplificacdo tanto de DNA EGFP quanto do
cromossomo Y proveniente dos machos SOD1%%*# doadores de MO. Esta observacéo se
repetiu em amostras obtidas 24 horas, 7 e 14 dias apos o transplante. O DNA foi detectado
mesmo em amostras coletadas de animais em estagios terminais e eutanasiados conforme
critério previamente descrito.

Adicionalmente, foram coletadas amostras do musculo esquelético, figado, baco,
coracdo e pulmdes dos animais transplantados. Para estas amostras, detectaram-se DNA
amplificado de ambas CMMO nos seguintes periodos de avaliacdo pos-transplante: 24
horas, 7 e 14 dias. Entretanto, quando avaliados os animais eutanasiados em estagio
terminal, o DNA proveniente das CMMO foi detectado somente em amostras do bago e

tecido muscular, além de na medula espinhal.

4.6 Transplante de E*"FCMMO néo altera o grau de dano ao DNA medido por

ensaio cometa alcalino em camundongos SOD1%%4,

Pode-se verificar neste estudo que o transplante de **""CMMO promove aumento da
sobrevida e preservagdo da fungdo motora em camundongos SOD1°%*”. Por outro lado,
também se observou que, quando as células transplantadas contém a mSOD1, o efeito é
mais discreto. Além disso, para animais tratados durante o periodo sintomatico, ndo ha

efeito na sobrevida quando sdo administradas células expressando mSOD1.
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Considerando esses achados, foi realizado o ensaio cometa alcalino em amostras
obtidas a partir de animais transplantados com “°""CMMO tanto aos 70 quanto aos 110
dias de vida. Este ensaio foi realizado para avaliar se o efeito comportamental observado
apos o transplante estava relacionado com a prevengdo ou mitigacdo da ocorréncia de
estresse oxidativo no que se refere ao comprometimento da integridade do DNA nuclear.
Entretanto, em nenhuma das amostras foram observadas diferencas de dano ao DNA entre
os grupos *""CMMO-70, E**PFCMMO-110 e SAL, como mostram os dados da Figura 20.
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Figura 20. Transplante de **""CMMO n&o previne dano ao DNA medido por ensaio do
cometa alcalino em camundongos SOD1%%**. Dados observados para amostras de (A) muasculo
esquelético; (B) medula espinhal cervical; (C) medula espinhal toracica; (D) medula espinhal
lombar; (E) cortex cerebral e (F) cerebelo, todas obtidas de animais tratados aos 70 dias de vida.
Dados para as amostras coletadas apds tratamento aos 110 dias estdo representados em (G) musculo
esquelético; (H) medula espinhal cervical; (I) medula espinhal toracica; (J) medula espinhal lombar;
(K) cértex cerebral e (L) cerebelo. MEC: medula espinhal cervical; MET: medula espinhal torécica;
e MEL: medula espinhal lombar.

4.7 Transplante pré-sintomatico de F°"CMMO promove a preservacdo dos
motoneurdnios da regido lombar da medula espinhal em camundongos
SOD1G93A

Grupos adicionais de animais foram tratados com **"CMMO ou ™°P*CMMO aos

70 e 110 dias de vida, ou receberam solucdo salina (n = 5 por grupo) e foram eutanasiados
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aos 120 dias de vida para andlise histoldgica da medula espinhal. Células positivas para
colina acetiltransferase (ChAT™) foram identificadas no corno ventral da regido lombar da
medula espinhal e quantificadas. Com os dados obtidos a partir desta andlise, pode ser

avaliado o efeito do transplante de CMMO na prote¢édo contra a perda de motoneurénios.

20+

i
(6)]
|

10+

Células ChAT" (n)

Figura 21. **"PFCMMO tém efeito neuroprotetor quando administradas pré-sintomaticamente
a camundongos SOD1%**. Fotomicrografias comparativas da medula espinhal de animais (A)
SAL, e (B) **""CMMO-70. (E) NUmero de motoneurdnios observados na medula espinhal dos
animais submetidos ao tratamento com f*"CMMO, ™°°*CMMO ou salina, aos 70 ou 110 dias de
vida. ““p < 0,001 vs SAL, "°P'*CMMO-70, F**PFCMMO0-110, e ™°P*CMMO-110.

Aos 120 dias de vida, observaram-se em média 12,75 + 0,42 células ChAT" por
seccdo da medula espinhal de camundongos SOD1%%** administrados com solucdo salina.
Entretanto, quando os animais foram tratados com “°"CMMO aos 70 dias de vida,
observou-se uma média de células ChAT" de 15,85 + 0,26 por seccdo. A diferenca entre

estas duas médias é estatisticamente significativa (p < 0,001) e indica que o transplante
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precoce dessas células teve efeito neuroprotetor, diminuindo a perda progressiva de
motoneurbnios associada com a ELA (Figura 21). Contudo, quando as células
transplantadas séo ™°P’*CMMO o efeito neuroprotetor ndo é observado (13,45 + 0,31
células ChAT" por secgio).

Além disso, a intervencdo aos 110 dias de vida também ndo altera a perda de
motoneurbnios nem promove reposicdo celular. Independente do tipo de célula
administrada, ™°°*CMMO (12,85 + 0,32 ChAT" por sec¢do) ou E°""CMMO (12,20 + 0,29

ChAT" por sec¢do) ndo foram encontradas diferencas para o grupo SAL.



5 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo principal verificar se CMMO transplantadas

sistemicamente em camundongos SOD1%%4

, que apresentam caracteristicas fenotipicas e
fisiopatoldgicas de ELA, sdo capazes de modificar o fendtipo ou mitigar a progressédo da
doenga, aumentando a sobrevida dos animais. Todos o0s experimentos aqui apresentados
foram delineados com uma abordagem translacional. O uso de CMMO, de via intravenosa
e 0 estudo comparativo de dois periodos de intervencdo e de duas fontes de células foram
definidos com o intuito de aperfeicoar a aplicacdo deste conhecimento em ensaios clinicos.

Nossos resultados indicam que o transplante intravenoso de **"CMMO aumenta a
sobrevida de animais tratados aos 70 ou aos 110 dias de vida. Quando a intervencdo é feita
no periodo pré-sintomatico, o0 aumento da sobrevida é acompanhado de preservacdo da
funcdo motora e de motoneurdnios do corno ventral da medula espinhal. E provavel que o
ganho de sobrevida decorra do efeito das células em retardar a progressdo da ELA.
Observa-se efeito terapéutico mesmo quando as células transplantadas sdo ™°P*CMMO,
embora este efeito seja intermediario. Quando o transplante ocorre no periodo sintomatico,
somente as “=°"CMMO promovem aumento na sobrevida, embora discreto. A perda de
funcdo motora e a progressdo ndao se modificam. Finalmente, embora as células tenham
sido administradas sistemicamente, migram para a medula espinhal, onde foram
identificados fragmentos de seu DNA.

A grande maioria dos estudos em modelos de ELA, incluindo também os que usam
células-tronco de outras fontes como NSC, HUCB e outras precursoras, utiliza como via de
administracdo a injecdo direta das células na medula espinhal (vide dados apresentados na
tabela 1). Entretanto, esta via de administracdo requer que o animal — e por consequéncia o
paciente — seja submetido a processos invasivos como a laminectomia e abertura das
meninges. Considerando que os pacientes com ELA ja tém sua saude bastante debilitada,
expd-los a uma cirurgia dessa complexidade acarreta em risco que pode se sobrepor ao
beneficio do tratamento. A via intra-espinhal tem outra limitacdo importante: na ELA, a
morte neuronal é difusa, e ndo atinge uma Unica regido da medula espinhal, nem mesmo

somente a medula espinhal. Embora haja migracao celular a partir do implante, a distancia
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que essas células percorrem ao longo dos eixos medulares parece ser limitada a poucos
milimetros (Corti et al. 2007; Suzuki et al. 2007; Lepore et al. 2008; Lepore et al. 2011,
Pastor et al. 2012). Logo, o transplante focal pode ter resultados limitados em pacientes
com ELA. E importante o estudo de vias de administracdo que permitam a disponibilizacio
das células transplantadas a todas as regiGes em que ha morte celular, incluindo a medula
espinha, tronco encefélico e cortex motor.

Quando a via intratecal € utilizada como alternativa, observa-se grande variabilidade
de resultados. Alguns estudos indicam que a administracdo tanto de MSC (Boucherie et al.
2009; Kim et al. 2010), quanto de NSC modificadas geneticamente para produzir VEGF
promovem melhora funcional e/ou histolégico-molecular (Hwang et al. 2009). Em outros
estudos, utilizando a mesma via para administrar MSC, o efeito na sobrevida, na funcao
motora e nas caracteristicas histologicas dos animais tratados foi sutil (Vercelli et al. 2008)
ou mesmo nao observado (Habisch et al. 2007). A administracdo de precursores neurais por
via intratecal também ndo promove ganho funcional ou morfolégico (Park et al. 2009). Em
outro estudo, o efeito terapéutico é observado somente quando sdo administradas maltiplas
doses de células (Zhang et al. 2009). Aspectos relacionados com esta via de administracao,
a migracao limitada das células para o SNC e distribuicdo no parénquima medular podem
ter influenciado os resultados negativos que foram obtidos (Habisch et al. 2007).

Considerando que a via intravenosa € menos invasiva e que permite que células
injetadas sistemicamente possam atingir todas as regides do tecido nervoso onde héa
degeneracdo, utilizamos a veia da cauda como via de transplante das CMMO. De fato, a

analise das amostras teciduais de camundongos SOD1%%4

injetados intravenosamente
identificou DNA das CMMO na medula espinhal, no pulmdo, figado, coracdo, baco e
tecido muscular esquelético. Na medula espinhal, estes fragmentos de DNA séo
identificados também post mortem, indicando a presenca das células na medula por longos
periodos de tempo. A anélise do material obtido ap0s eutanasia também mostra que elas
deixam de ser detectaveis em outros tecidos como o pulméo, o coracdo e o figado, mas
continuam presentes em amostras do musculo esquelético e do bago. Estudos anteriores
conduzidos em nosso laboratério ja haviam demonstrado que CMMO ou HUCB injetadas
intravenosamente migram a partir da corrente sanguinea para o paréngquima do SNC em

modelos animais de epilepsia (Costa-Ferro et al. 2010; Venturin et al. 2011; Costa-Ferro et
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al. 2012) e hipdxia-isquemia neonatal (de Paula et al. 2009; de Paula et al. 2012). A mesma
observacdo foi feita com inimeros tipos celulares em animais com ELA (Garbuzova-Davis
et al. 2003; Zhao et al. 2007; Garbuzova-Davis et al. 2008; Rizvanov et al. 2008; Corti et al.
2010; Mitrecic et al. 2010; Garbuzova-Davis et al. 2012; Uccelli et al. 2012). E possivel
que a migracdo dessas células para as areas em neurodegeneracdo seja sinalizada por
agentes quimioatrativos, como as citocinas secretadas a partir de células como microglia e
linfocitos T (Elliott 2001).

Embora a integridade da barreira ndo tenha sido avaliada neste estudo, ja foi
previamente descrito que ha modificacdo da permeabilidade da barreira sangue/cérebro e
sangue/medula espinhal em animais mutantes SOD1 (Garbuzova-Davis et al. 2007;
Garbuzova-Dauvis et al. 2007; Zhong et al. 2008; Nicaise et al. 2009). A quebra da barreira
sangue/medula espinhal nas areas de neurodegeneracao é um fator que pode contribuir para
a migracdo das CMMO para estas regifes a partir da corrente sanguinea. Esta quebra pode
aumentar os niveis de MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcitos 1), e é possivel que
algumas populagdes celulares (como as MSC) que expressam receptores para essa citocina
migrem para a medula espinhal como consequéncia da quebra da barreira nas regifes em
que ha morte celular (Choi et al. 2012). Além disso, animais transgénicos SOD1%%4
apresentam niveis elevados de SCF (fator de células-tronco) (Boucherie et al. 2009). O SCF
é um fator quimiotatico, que atrairia as células transplantadas até a medula em degeneracao.
Ja as células presentes no bago, poderiam interagir com as células do hospedeiro e modular
a resposta imunoldgica, como hipotetizado por Garbuzova-Davis e colaboradores (2012).
Esta modulacgéo reduziria a inflamagéo, preservando os motoneurdnios na medula espinhal
(Garbuzova-Davis et al. 2012).

O potencial terapéutico de células-tronco obtidas a partir da medula déssea tem sido
relatado em inimeros modelos experimentais de doencas que acometem o sistema nervoso
(DaCosta 2012). Na ELA, Ende e colaboradores (2000) estdo entre oS primeiros a
demonstrar que a fracdo mononuclear da MO promove aumento de sobrevida em
camundongos SOD1%%” (Ende et al. 2000). Estudos posteriores reforcaram essa
observacdo, ao acrescentar dados apontando que o transplante de CMMO também retarda o
declinio da funcdo motora (Ohnishi et al. 2009; Pastor et al. 2012), e promove a

preservacdo de motoneurdnios em camundongos SOD1%%# (Corti et al. 2004; Ohnishi et
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al. 2009). Ainda utilizando células obtidas a partir da medula 6ssea, demonstrou-se que a
populacdo de células-tronco hematopoiéticas promoveu melhora da fungdo motora e
preservacdo de motoneurdnios (Cabanes et al. 2007). Resultados similares foram obsevados
no modelo de mutacdo da SOD1 para uma populacdo de células Lin-c-kit+ (Corti et al.
2010), para MSC murinas (Boucherie et al. 2009; Forostyak et al. 2011; Uccelli et al.
2012), MSC humanas (Zhao et al. 2007; Zhang et al. 2009; Choi et al. 2012), MSC
humanas obtidas de pacientes com ELA (Kim et al. 2010) e MSC geneticamente
modificadas para liberar GDNF (Suzuki et al. 2008). Entretanto, ainda ha poucos dados
disponiveis no que diz respeito a comparacdo de células obtidas a partir de portadores ou
ndo de ELA.

Assim, comparamos os desfechos de animais tratados com células “saudaveis”,
ECFPCMMO, ou “doentes”, ™°P'CMMO. A comparagdo s6 foi possivel porque a medula
Ossea murina pode ser facilmente obtida, inclusive de animais com ELA. Para outros tipos
celulares como sangue de corddo ou células-tronco neurais de culturas estabelecidas, seria
mais dificil avaliar o impacto do transplante de células contendo a mutacao.

A investigacdo dessas diferencas é importante porque uma das caracteristicas
fisiopatoldgicas da ELA € o papel das células ndo-neuronais no microambiente celular
(Clement et al. 2003). Em conjunto com 0s proprios motoneur6nios, astrocitos e microglia
expressando a mutagcdo da SOD1 também contribuem para a morte neuronal e progressao
da doenca (Yamanaka et al. 2008; Yamanaka et al. 2008). De fato, Boillee e colaboradores
(2206) criaram um modelo quimérico de camundongos SOD1 em que se observa que a
medida que aumenta o nimero de células ndo-neuronais saudaveis, ha desaceleragdo da
severidade da doenca e aumento na sobrevida dos animais (Boillee et al. 2006). Assim, a
modificacdo do microambiente pela introducdo de células ndo neurais ou de células
saudaveis pode contribuir para a preservacdo neuronal. Ao mesmo tempo, células
expressando mSOD1 poderiam acelerar o processo de neurodegeneracéo.

Nossos dados demonstram que mesmo o tratamento com ™°P!CMMO promove
aumento da sobrevida, retarda a progressao da doenca e preserva transitoriamente a fungéo
motora. Entretanto, seu efeito é inferior ao observado para as E*""CMMO em todos os
pardmetros avaliados. Além disso, ndo é acompanhado de preservacdo de motoneurdnios e

é restrito ao tratamento no periodo pré-sintomatico. Diferentemente, em seu estudo, Corti e
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colaboradores (2004) demonstraram que quando sdo administradas (i.p.) ™°°*CMMO, néo
se observam alteragdes na sobrevida e na fun¢do motora (Corti et al. 2004). Usando a via de
administracdo intra-medular 6ssea, Ohnishi e colaboradores (2009) observaram desfechos
semelhantes. Neste estudo, foram avaliados animais tratados mais tardiamente, e ndo foram
observadas diferencas histologicas entre os grupos tratados e salina (Ohnishi et al. 2009).
Mais recentemente, utilizando uma populacdo celular especifica, células Lin-c-kit+, Corti e
colaboradores (2010) também apresentaram dados indicando que o tratamento com células
expressando mSOD1 néo tem implicacdes sobre o fenétipo de camundongos SOD1%%%4,

Entretanto, em nenhum desses estudos foi relatada a presenca de células obtidas a
partir de doadores mSOD1 na medula espinhal dos animais transplantados. Por outro lado,
nos identificamos o DNA dessas células no tecido nervoso. Corti e colaboradores (2004) e
Ohnishi e colaboradores (2009) criaram quimeras com uso de irradiacdo e injecdo das
CMMO na cavidade abdominal ou na medula 6ssea. (Corti et al. 2004; Ohnishi et al. 2009),
enquanto nds administramos as células por via intravenosa. Corti e colaboradores (2010)
também utilizaram a via intravenosa, porém avaliaram a eficacia de outra populacéo celular
e injetaram dose celular mil vezes menor (Corti et al. 2010). Outros estudos ja
demonstraram que o efeito do transplante de células-tronco na ELA é dose-dependente
(Garbuzova-Davis et al. 2008; Kim et al. 2010; Garbuzova-Davis et al. 2012). Dessa forma,
é possivel que o uso de via intravenosa, sem imunossuprimir ou irradiar os animais, e de
uma dose maior de células favoreca a sua migracao até o tecido nervoso. A migracao das
células para este tecido parece ter sido fundamental para a observacdo do aumento da
sobrevida e da funcéo motora promovido pelas ™°°*CMMO.

Por outro lado, nossos dados também demonstram que as ™°P*CMMO tiveram
eficacia inferior as E*""CMMO. De fato, ndo observamos preservacdo de motoneurdnios
nos animais tratados com ™°°!CMMO. Esta observacio pode ser um indicativo de que ao
mesmo tempo em que as ™’ CMMO possam diminuir a inflamacéo ou elevar a secrec&o
de fatores troficos — com efeitos benéficos —, elas também possam exercer efeito toxico
direto sobre os motoneurdnios pela expressao de mSODL.

Alguns pesquisadores descreveram recentemente que as células-tronco da medula
Ossea de pacientes com ELA podem apresentar diferenca de comportamento molecular.

Estas diferencas incluem menor capacidade de migracéo e expressao reduzida de inimeros
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fatores troficos (Cho et al. 2010). A diminuicdo da capacidade de secretar fatores troficos
parece estar diretamente relacionada a taxa de progressao da doenca (Koh et al. 2012).

Embora a relevancia dos mecanismos patolégicos mediados pela SOD1 ainda néo
esteja esclarecida em pacientes com ELA esporadica, é importante considerar as diferencas
encontradas entre os tratamentos com células expressando ou ndo a mSOD1. Ha pelo
menos um estudo utilizando MSC de pacientes com ELA para avaliar o efeito dose-
resposta em um modelo experimental da SOD1°%*# (Kim et al. 2010) Entretanto, estudos
que comparem o efeito do transplante de células de pacientes (esporadicos) com células
saudaveis ainda ndo estdo disponiveis. Os dados recentes indicando que células
provenientes de pacientes com ELA tém perda da sua “capacidade tronco” também devem
ser considerados. Este conjunto de informacfes é importante no planejamento de ensaios
clinicos e pode ser muito influente no sucesso ou ndo de transplantes aut6logos para o
manejo dessa doenca.

Outro aspecto importante a ser estudado em modelos animais, e que tem
repercussao nos ensaios clinicos, € a janela de intervencdo. Muitos dos resultados positivos
que foram obtidos ao longo dos anos em estudos experimentais que testaram células-tronco,
ou mesmo uma grande variedade de drogas, ndo puderam ser reproduzidos em ensaios
clinicos. Isso se deve em grande parte ao fato de que a esmagadora maioria desses estudos
em animais foi feito durante as fases pré-sintomaticas da doenca. A translacdo destes dados
¢ limitada: ndo se pode prever quando um paciente desenvolvera ELA e trata-lo
preventivamente. Para estudos utilizando células-tronco, o volume de experimentos
realizados em animais sintométicos também ainda é muito inferior ao de testes realizados
antes da manifestacdo dos sintomas.

Nossos dados indicam que a intervencdo aos 110 dias de vida, quando o animal
apresenta sinais de paralisia do membro posterior, prolonga a sobrevida de camundongos
SOD1%%**. Contudo, indicam também que s6 ha aumento da sobrevida quando s&o
administradas células “saudaveis” *°""CMMO, e que n3o ha modificacéo de funcdo motora
ou morfoldgica.

Recentemente, foram publicados outros resultados de intervengdes mais tardias em
camundongos ou ratos SOD1%%*A. Utilizando ratos com 90 dias de vida — sintomaticos

precoces — Boucherie e colaboradores (2009) demonstraram que a administracdo intratecal
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de MSC preserva o desempenho motor e prolonga a sobrevida (Boucherie et al. 2009).
Resultados similares foram obtidos quando as MSC s&o administradas por via intravenosa
em camundongos (Uccelli et al. 2012) ou por via intravenosa em associagdo com implante
na medula espinhal de ratos (Forostyak et al. 2011). Nos animais transplantados com MSC
também foi observada maior migracdo celular para células modificadas para expressar
Ngnl (Neuroangenina 1) (Choi et al. 2012). Choi e colaboradores (2012) também
avaliaram as diferencas entre transplante pré-sintomatico, sintomatico ou multiplo. Os
dados obtidos por esses pesquisadores revelaram aumento de sobrevida para animais
tratados sintomaticamente apenas quando utilizadas Ngn1-MSC (Choi et al. 2012). O efeito
de células obtidas a partir de sangue de corddo também foi avaliado no mesmo modelo. O
implante intra-espinhal dessas células em animais sintoméaticos precoces, promove
resultados comparaveis aos observados para as MSC, com aumento da sobrevida,
preservacdo da funcdo motora e de neurdnios motores na medula espinhal (Knippenberg et
al. 2012) Também, testou-se uma abordagem de multiplos transplantes em que as células
eram administradas semanalmente em animais pré-sintomaticos ou sintomaticos. Nestes
animais foi observada sobrevida prolongada dose-dependente, acompanhada de
preservacdo de neurdnios motores (Garbuzova-Davis et al. 2012).

Em animais mdf/mcd, células-tronco hematopoiéticas promovem a melhora funcional e
preservam os motoneurdnios dos animais transplantados (Cabanes et al. 2007). Utilizando o
mesmo modelo, Pastor e colaboradores (2012) transplantaram os animais sintomaticos com
CMMO ou MSC. Obervaram que embora ambas promovam melhora funcional, ela é mais
expressiva para animais tratados com CMMO (Pastor et al. 2012).

A sobrevida dos animais ndao pode ser testada no modelo mdf/mcd, mas os resultados
de Pastor e colaboradores (2012) apontam para uma vantagem no uso das CMMO frente as
MSC (Pastor et al. 2012). O uso de CMMO tem outras vantagens na aplicacdo clinica,
como a menor necessidade de manipulacdo dessas células em laboratorio antecedendo o
transplante. Apesar disso, 0s Unicos a avaliar essas células em animais sintomaticos foram
Ohnishi e colaboradores (2009). Neste estudo, as CMMO sao administradas a animais com
12 semanas de vida (84 dias). Ohnishi e colaboradores administraram as células na medula
Ossea apos irradiagdo com até duas doses de 5,5 Gy e observaram aumento da sobrevida e

melhora da funcdo motora (Ohnishi et al. 2009). Entretanto, os resultados sdo observados
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somente para ®“TCMMO e ndo para ™°P!CMMO, e ndo sdo acompanhados de
modificagcbes morfoldgicas (Ohnishi et al. 2009).

A principal limitacdo da aplicagéo translacional destes dados € a via de administragao.
A mieloablacdo de pacientes ja extremamente fragilizados implica em um procedimento de
alto risco. Além disso, a grande maioria desses estudos, incluindo o de Ohnishi e
colaboradores (2009), administrou as células em estudo em torno do 90° dia de vida dos
camundongos e em torno do 100-110° dia para ratos SOD1%%*”. Este periodo corresponde a
um estagio sintomatico precoce, em que 0s animais histologicamente ja apresentam morte
de motoneurdnios e astrocitose/microgliose (Knippenberg et al. 2012). Mas, 0s sinais
funcionais de comprometimento motor sdo sutis e ainda ndo ha sinais de paralisia (Turner
and Talbot 2008). Comparativamente, quando acompanhamos o peso dos animais em nosso
estudo, verificamos que o inicio da ELA se da em torno da 122 semana de vida dos animais
(apds o 84° dia). Também observamos que o comprometimento motor sé € detectado a
partir da 15% semana (105 dias). Transpondo estes dados para a realidade do paciente, o
tratamento aos 90 dias ainda é muito precoce, mesmo esses animais sendo considerados
sintomaticos.

Sendo a maioria dos pacientes com ELA portadores da forma esporadica da doenca, a
procura por auxilio médico so sera feita ap6s o aparecimento de sintomas. Somado o tempo
necessario para diagnostico, tem-se um paciente que em geral apresentara sintomas mais
agravados da doenca. Portanto, optou-se neste estudo por avaliar também a administracéo
das CMMO aos 110 dias de vida do animal. Neste periodo os animais ja apresentavam
perda significativa do seu peso maximo, bem como sinais de paralisia do membro inferior.

O Unico estudo de nosso conhecimento que testa o potencial terapéutico de células-
tronco em um estagio tao tardio da ELA é o desenvolvido por Choi e colaboradores (2012).
Estes pesquisadores administraram MSC (em dose inferior — 1x10° células - & usada em
nossos experimentos, que foi de 10’ células) em animais com 14-16 semanas de vida e ndo
observaram modificagdes na sobrevida dos animais. A sobrevida so foi prolongada quando
as células administradas foram modificadas para expressar Ngnl (Choi et al. 2012). Assim,
mesmo avaliando o tratamento em estagio sintomatico tardio, este estudo também é
limitado pela falta de eficdcia das MSC. Utilizando o modelo mdf/mcd Pastor e

colaboradores (2012) demonstraram que as CMMO apresentam um perfil de migracédo e
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sobrevivéncia mais favoravel. Por isso, essas células também promovem melhor desfecho
funcional quando comparadas as MSC (Pastor et al. 2012). Por outro lado, a necessidade de
manipulacdo das celulas, com o uso de transducdo retroviral também limita o uso das
Ngn1MSC por pacientes com ELA.

Apesar do aumento de sobrevida observado para 0s animais tratados
sintomaticamente, também se verificou que ele era muito inferior ao observado para os
animais tratados aos 70 dias de vida. O tratamento pré-sintoméatico teve desfechos
diferentes para as duas fontes de células estudadas, mas ambas promoveram aumento de
sobrevida maior do que o observado para as “*""CMMO administradas sintomaticamente.
Além disso, o tratamento precoce teve repercussdes sobre a funcdo motora, preservando-a
por mais tempo nos grupos tratados. Ja no tratamento tardio, ndo se verifica modificagdo do
declinio motor dos animais. Estas diferencas provavelmente estdo relacionadas com a
observagdo de preservacdo de motoneurdnios somente para o tratamento com “°F"CMMO
aos 70 dias.

De fato, a observacdo dessas diferencas nos levou a hipotetizar que um dos
mecanismos envolvidos na neuroprotecdo fornecida pelas **"CMMO foi a modulagdo do
estresse oxidativo. Essa hipOtese se baseou nos achados apontando diferencas para o
tratamento com células expressando a mSOD1, uma enzima que esta relacionada com o
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio. Outros autores observaram
modificacdes nas medidas de dano oxidativo apés transplante celular (Uccelli et al. 2012).
No entanto, nossos dados ndo indicam que esse mecanismo esteja envolvido no efeito
observado.

Os mecanismos subjacentes a neuroprotecdo, e aos efeitos funcionais observados
ainda ndo estdo bem esclarecidos. Um grande numero de estudos demonstrou a expressao
de marcadores neurais por células da MO (Eglitis and Mezey 1997; Brazelton et al. 2000;
Mezey et al. 2000; Corti et al. 2004; Zhao et al. 2007). Entretanto, é pouco provavel que 0s
efeitos das CMMO estejam relacionados com a transdiferenciacdo e reposicdo dos
neurdnios em degeneracio. E mais provavel que o mecanismo de agio dessas células esteja
relacionado com um conjunto de mecanismos moleculares e celulares. Estes modificariam
0 microambiente em degeneracdo, promovendo a protecdo do tecido e retardando o avango

da doenga. Assim, o efeito das CMMO deve estar relacionado com a inducdo de
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neurogénese, liberacdo de fatores troficos ou modulacdo da atividade anti-inflamatoria
(Corti et al. 2007; Bigini et al. 2011; Nicaise et al. 2011).

A secrecdo de fatores tréficos pelas células transplantadas vem sendo extensamente
estudada nos modelos experimentais de ELA (Suzuki and Svendsen 2008). A administracéo
de células expressando fatores troficos como GDNF, IGF-1 e VEGF (Suzuki et al. 2007;
Suzuki et al. 2008; Hwang et al. 2009; Park et al. 2009), produz respostas mistas. Enquanto
para as que expressam GDNF parece ndo haver alteracdo do fendtipo (Park et al. 2009),
células expressando VEGF aumentam a sobrevida, diminuindo a expressdo de Bax e
caspase-3, e aumentando Bcl-2 e BcIXL (Hwang et al. 2009). Os estudos também tém se
concentrado em avaliar a secrecdo de inimeros fatores pelas células transplantadas. Para
células obtidas a partir da MO, parecem estar envolvidos nos mecanismos de neuroprote¢do
e aumento da sobrevida fatores troficos como o VEGF, Ang2 (Corti et al. 2010) e GDNF
(Cabanes et al. 2007; Pastor et al. 2012). Resultados semelhantes foram observados ap6s o
transplante de HUCB (Bigini et al. 2011) e celulas-tronco neurais (Xu et al. 2006; Corti et
al. 2007; Wyatt et al. 2011). Por outro lado, em pelo menos dois estudos, HUCB ou
progenitores gliais promoveram melhora funcional e morfolégica aumentar a secrecdo de
BDNF, CTNF, GDNF, IGF-1 e VEGF (Lepore et al. 2008; Knippenberg et al. 2012).

A modulacdo da resposta também parece contribuir para o efeito neuroprotetor das
celulas administradas. Além de diminuir a proliferacdo microglial, o transplante de células
da MO diminui a expressdo de TNFa (Uccelli et al. 2012) e NOX-2 e COX-2 (Boucherie et
al. 2009). Alguns autores também demonstraram que as HUCB secretam citocinas (Bigini
et al. 2011), aumentam a resposta Th2 e linfocitos no plasma (Garbuzova-Davis et al. 2008)
e que células originarias do musculo esquelético podem atuar aumentando niveis de IL-10 e
IL-13 (Canzi et al. 2012).

Outros fatores também podem influenciar o beneficio terapéutico do transplante
celular. Um deles pode estar relacionado com a manutencdo dos niveis de GLT1,
observados somente quando ha aumento da sobrevida e neuroprotecéo tecidual (Lepore et
al. 2008; Lepore et al. 2011; Uccelli et al. 2012). Além disso, interagdes célula-célula entre
células sadias e células em degeneragdo também poderiam ter impacto nos efeitos
observados (Boillee et al. 2006; Lindvall et al. 2012).
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Dessa maneira, ensaios clinicos delineados com o objetivo de promover melhora por
neuroprotecdo provavelmente tenham maior aplicagdo na ELA do que os baseados na
substituicdo dos neurdnios perdidos. Os resultados deste trabalho tém implicacdo direta no
planejamento destes ensaios clinicos. De fato, a diferenca de impacto sobre a
funcionalidade de CMMO administradas precoce ou tardiamente pode explicar a grande
variabilidade observadas nos estudos clinicos conduzidos com pacientes com ELA
(Lindvall et al. 2012). E mais dificil determinar a influéncia do transplante autélogo nos
desfechos observados nos estudos clinicos conduzidos até o momento. De qualquer forma,
novos estudos que avaliem a eficacia de populagdes celulares de pacientes com ELA
esporéadica serdo importantes para esclarecer estes aspectos.

Considerando, as diferencas que observamos para os dois periodos de tratamento,
torna-se claro que o ideal em uma aplicacéo clinica € tratar pacientes com evoluc¢éo recente
da doenca. Para aqueles em que ha agravamento dos sintomas, o ganho limitado de
sobrevida e a auséncia de beneficio funcional observados neste estudo devem ser
ponderados. Além disso, mesmo as células portadoras da mutacdo produziram efeito
terapéutico quando transplantadas neste periodo. Isto representa uma importante vantagem
porque reduz as dificuldades de ser encontrado um doador compativel.

Por outro lado, mesmo discreto o aumento da sobrevida observado para o
tratamento sintomatico representa um avanco frente ao tratamento medicamentoso
disponivel — o riluzole. Além disso, estas observacdes abrem caminho para que outros
estudos sejam realizados, utilizando doses maiores ou mesmo aplicacdes multiplas de

celulas-tronco, podendo trazer maior beneficio terapéutico.



6 CONCLUSOES

Neste estudo foram investigados os efeitos da administracdo intravenosa da fracao

mononuclear da MO obtida a partir de doadores EGFP" ou doadores que expressam a

mSOD1 em camundongos SOD

1)

2)

3)

4)

5)

6)

1%%A 40s 70 ou 110 dias de vida.

Esta investigagao possibilitou as seguintes conclusoes:

EGFPCMMO e ™°PICMMO transplantadas em animais pré-sintomaticos prolongam a
sobrevida, embora o efeito seja maior para o transplante de **""CMMO. Por outro lado,
em animais sintomaticos somente o transplante de **""CMMO prolonga a sobrevida. O
tratamento no periodo pré-sintomatico leva a um aumento na sobrevida

significativamente maior do que o observado para o transplante no periodo sintomatico.

EGFPCMMO e ™OPICMMO transplantadas em animais pré-sintomaticos preservam o
desempenho motor os animais tratados no periodo pré-sintomatico. Além disso, as
EGFPCMMO retardam o aparecimento de déficit motor. Por outro lado, o tratamento no
periodo sintoméatico ndo alterou o curso de comprometimento motor os animais

transplantados.

EGFPCMMO e ™O°PICMMO retardam o inicio e o estabelecimento do estagio

sintomético da ELA em animais tratados no periodo pré-sintomatico;

ECFPCMMO e ™CPICMMO transplantadas intravenosamente em ambos os periodos de

intervencdo estudados migram até a medula espinhal dos animais transplantados.

A reversdo dos danos de DNA associados com estresse oxidativo e medidos pelo ensaio
do cometa alcalino nédo esté relacionada com o efeito terapéutico observado para as
CMMO.

Somente o transplante de E°"FCMMO no periodo pré-sintomatico promove preservacéo

de motoneurdnios do corno ventral da medula espinhal.
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Abstract: Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease characterized by the
progressive loss of upper and lower motoneurons. Motoneuron loss leads to progressive paralysis and
death in 2-5 years. Cell-based therapy can provide novel strategies aiming to restore lost neurons or
modulate the degenerating microenvironment providing neuroprotection. This study verified the
therapeutic potential of bone marrow mononuclear cells (BMMCs) on SOD1G93A mice treated either
before disease onset or at a late symptomatic stage. BMMCs were obtained from enhanced green
fluorescent protein (EGFP) transgenic C57BL/6 mice (EGFPBMMC) or from SOD1G93A transgenic mice
(mSOD1BMMCQ). Cell migration was observed with PCR analysis. Survival, body weight and motor
performance were followed after transplantation. DNA integrity was evaluated by the alkaline comet
assay. Additionally, spinal cords were collected to assess motoneuron preservation using
immunofluorescence. Qur data show that both EGFPBMMC and mSOD1BMMC transplantation to pre-
symptomatic SOD1G93A mice prolongs survival and delays disease progression. However, the effects
were more significant for EGFPBMMC-transplanted mice. Also, EGFPBMMC was neuroprotective to
degenerating motoneurons. When administered to late symptomatic mice, only EGFPBMMC prolonged
survival. However, survival increase was more discrete and not accompanied of body weight or motor
performance preservation. DNA from either EGFPBMMC or mSOD1BMMC was found in the spinal cord
of transplanted animals. Additionally, DNA damage was not modified by BMMC in any of the studied
groups. The positive behavioral effects observed in our study indicate that BMMCs could represent a
promising therapeutic option in the management of ALS. Nonetheless, the limited results we observed
for late transplanted mice call for caution before clinical application.
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ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease characterized by the
progressive loss of upper and lower motoneurons. Motoneuron loss leads to progressive
paralysis and death in 2-5 years. Cell-based therapy can provide novel strategies aiming to
restore lost neurons or modulate the degenerating microenvironment providing
neuroprotection. This study verified the therapeutic potential of bone marrow mononuclear
cells (BMMCs) on SOD1%%* mice treated either before disease onset or at a late symptomatic
stage. BMMCs were obtained from enhanced green fluorescent protein (EGFP) transgenic
C57BL/6 mice (*°"BMMC) or from SOD1°** transgenic mice (™°P!BMMC). Cell
migration was observed with PCR analysis. Survival, body weight and motor performance
were followed after transplantation. DNA integrity was evaluated by the alkaline comet assay.
Additionally, spinal cords were collected to assess motoneuron preservation using
immunofluorescence. Our data show that both ***"BMMC and ™°"*BMMC transplantation

to pre-symptomatic SOD1%%4

mice prolongs survival and delays disease progression.
However, the effects were more significant for °"BMMC-transplanted mice. Also,
EGCFPBMMC was neuroprotective to degenerating motoneurons. When administered to late

symptomatic mice, only E*""BMMC prolonged survival. However, survival increase was

more discrete and not accompanied of body weight or motor performance preservation. DNA

from either " BMMC or ™°P'BMMC was found in the spinal cord of transplanted animals.

Additionally, DNA damage was not modified by BMMC in any of the studied groups. The
positive behavioral effects observed in our study indicate that BMMCs could represent a
promising therapeutic option in the management of ALS. Nonetheless, the limited results we
observed for late transplanted mice call for caution before clinical application.

Keywords: Amyotrophic lateral sclerosis; bone marrow stem cells; SOD1 transgenic mice.



INTRODUCTION

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS), also known as Lou Gehrig’s disease, is a fatal
neurodegenerative disorder characterized by the progressive loss of both upper and lower
motoneurons (Bruijn, et al., 2004, Cleveland and Rothstein, 2001, Julien, 2001). Clinically,
patients show a combination of signs due to the impairment of inferior and superior
motoneuron function. The main symptoms include weakness, muscle atrophy, fasciculations
and spasticity (Mulder, et al., 1986, Rowland and Shneider, 2001). Symptoms progress to
complete paralysis of lower and upper limbs, leading to death in 2-5 years (Bento-Abreu, et
al., 2010, Rowland and Shneider, 2001).

Most cases of ALS are sporadic (SALS — sporadic ALS), but in about 5-10% there is family
history of the disease (FALS — familial ALS) (Mulder, et al., 1986, Pasinelli and Brown,
2006). Most cases of fALS (about 20%) are due to mutations in the Cu/Zn superoxide
dismutase (SOD1) gene (Rosen, 1993). The ethiopathology of both fALS and SALS has not
been fully elucidated to time. Several mechanisms have been proposed to underlie the disease,
including oxidative damage (Beal, et al., 1997, Ferrante, et al., 1997, Simpson, et al., 2003),
glutamate-mediated excitotoxicity (Shaw, et al., 1995, Spreux-Varoquaux, et al., 2002),
protein aggregation (Bruijn, et al., 1998, Xu, et al., 1993), mithocondrial dysfunction
(Krasnianski, et al., 2005), impaired axonal transport (Williamson and Cleveland, 1999),
insufficient production of trophic factors (Oosthuyse, et al., 2001, Wang, et al., 2007) and the
involvement of glial cells, suggesting a non-cell-autonomous nature for ALS (Clement, et al.,
2003, Di Giorgio, et al., 2007, Nagai, et al., 2007, Yamanaka, et al., 2008).

Most clinical trials to test new drugs or interventions have been unsuccessful. To date, the
only drug available to treat ALS is riluzole, which has limited efficacy (Bensimon, et al.,
1994, Miller, et al., 2007). Hence, palliative measures are still the basis of ALS therapy.
Alternatively, cell therapy has emerged as a promising approach to treat neurodegenerative

diseases. Transplanted cells could change the disease course either by restoring lost
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motoneurons and dysfunctional glia, or stimulating the endogenous proliferation, the secretion
of trophic factors or modulating inflammation (Garbuzova-Davis and Sanberg, 2009, Silani,
et al., 2004). Motoneuron replacement is more difficult to achieve due to the difuse
characteristics of motor neuron death in ALS (Lindvall, et al., 2012). Thus, restoration of the
neuronal microenvironment by supporting transplanted cells may protect motoneurons from
dying and represent a more effective strategy in the treatment of ALS.

A number of strategies have been studied in experimental models of ALS that include
transplantation of genetically modified cells to secrete trophic factors (Suzuki, et al., 2007),
human umbilical cord blood cells (HUCB) (Garbuzova-Davis, et al., 2012, Knippenberg, et
al., 2012), neural stem cells (Xu, et al., 2006), mesenchymal stem cells (MSC)(Choi, et al.,
2012, Uccelli, et al., 2012) and other cellular populations of the bone marrow (Cabanes, et al.,
2007, Corti, et al., 2010), including bone marrow mononuclear cells (BMMCs) (Corti, et al.,
2004, Ohnishi, et al., 2009, Pastor, et al., 2012). Nevertheless, reported efficacy from clinical
studies using cell therapy approaches in ALS is still controversial (Appel, et al., 2008, Deda,
et al., 2009, Gamez, et al., 2010, Martinez, et al., 2009). Even if the procedure was shown to
be safe, more preclinical studies need to be made in order to determine best cell source and
dosage, route of administration, use of autologous or heterologous donors and time of
intervention. All of the above factors could be determinant in the success of future cellular-
therapy-based clinical trials.

It has been reported that BMMCs promote beneficial effects in SOD1 mice when
administered intravenously to pre-symptomatic animals (Corti, et al., 2004, Ende, et al.,
2000), or after intra-bone marrow or intra-spinal administration to early symptomatic mice
(Ohnishi, et al.,, 2009, Pastor, et al., 2012). However, the therapeutic potential of
intravenously transplanted BMMCs in late symptomatic ALS mice remains unknown.
Furthermore, additional studies are needed to clarify aspects related to the use of autologous

or heterologous bone marrow transplantation and therapeutical window. To explore these
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possibilities, we intravenously injected SOD1%%** with the mononuclear cell fraction of the
bone marrow of enhanced green fluorescent protein (EGFP) transgenic C57BL/6 mice or
SOD1%%** donors. In addition, transplantation was performed at either pre-symptomatic or

late symptomatic mice bearing SOD1°%**# transgene. BMMCs effects on survival, motor

performance, disease progression and motoneuron protection were evaluated.



MATERIAL AND METHODS

Animals

Transgenic B6SJL-Tg(SOD1-G93A)1Gur/J mice, overexpressing human SOD1 carrying the
Gly93 — Ala mutation, were used in this study. Breeding pairs were purchased from the
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, EUA). Colony was maintained by mating heterozygote
males with B6SLF females. Offspring were genotyped using polymerase chain reaction, as
previously described (Gurney, et al., 1994, Rosen, 1993). Transgenic eGFP* C57BL/6 mice
(60 days old, 25-30 g) were also used in this study. All animals were kept under
environmentally controlled conditions (12-hour light/dark cycle; 22-24°C) and were given
free access to food and water. This study was approved by the Animal Care and Ethics
Committee at Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (ID 09/00091).
Experimental groups were balanced with regard to gender, age and body weight of the

animals. All procedures were conducted by experimenters blind to treatment.

BMMC preparation

BMMCs were obtained from C57BL/6 mice expressing eGFP or SOD1%%** transgenic male
mice. Both eGFP or the Y chromosome were used as reporters of transplanted cells. Fresh
bone marrow was extracted from humeri, femora and tibiae with a 26G needle containing
heparin (10,000 U in 50 ml of DPBS). The material was centrifuged at 400 x g for 10
minutes. The cell pellet was resuspended with Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640)
medium and fractionated on a density gradient generated by centrifugation at 400 x g over a
Ficoll-Paque solution (Histopaque 11191 Sigma Aldrich, St. Louis, MO). The mononuclear
fraction over the Ficoll-Paque layer was collected and washed twice with DPBS. Cell
concentrations were determined with a Neubauer-counting chamber, and the number of viable

cells was determined by Trypan Blue exclusion. For the detection of surface antigen, BMMCs
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were incubated with conjugated antibodies against CD34, CD19, CD117, CD45 e Scal.
Labeled cells were collected and analyzed using a FACSCalibur cytometer. Cell viability was

evaluated by Trypan Blue exclusion.

Transplantation of BMMCs

Mice were equally distributed into five experimental groups: (1)*""BMMC-70 group:
SOD1%%** mice transplanted at 70 days (pre-symptomatic) with BMMCs from C57BL/6-
EGFP mice (n = 14); (2) ™°®'BMMC-70 group: SOD1%%** mice transplanted at 70 days
(pre-symptomatic) with BMMCS from male SOD1%%** mice (n = 15); (3) **"BMMC-110
group: SOD1%%” mice transplanted at 110 days (late symptomatic) with BMMCSs from
C57BL/6-EGFP mice (n = 15); (4) ™°P'BMMC-110 group: SOD1%% transplanted at 110
days (late symptomatic) with BMMCs from male SOD1%** mice (n = 14); and (5) SAL
group: SOD1%%"” mice treated with saline (n = 23). The **""BMMCs or ™°P'BMMC
suspension was prepared for transplantation in saline at a concentration of 1 x 10’ cells in 100
uL total volume. The cells or saline were administered via tail vein injection. An additional
cohort of two animals per transplantation group were injected with BMMCs as described
above but were sacrificed 24 h, 1 week or 2 weeks after transplantation, and tissue samples
were collected for PCR. Other cohorts of animals was treated as described and euthanized at
120 days of life for histological analysis (n=5 per group) or for the alkaline comet assay

(n=4).

Clinical evaluation
Clinical evaluation was performed every week starting when the mice were nine weeks old.
This evaluation included body weight, motor performance measured on the Rotarod test, ages

of onset, symptomatic stage, disease duration and endpoint.



Survival
Endpoint was determined as the age when the mouse was unable to right itself within 30s
when placed on its back in a supinated position, as previously described (Corti, et al., 2010).

The ages collected were used to plot Kaplan-Meier survival curves for all treated groups.

Body Weight
Body weight measures allow detecting muscle atrophy and progression, and were used to

determine the onset and the symptomatic stage of ALS mice. All mice were weighed weekly

beginning on the 9™ week. After they turned 11 weeks old, mice were weighed twice a week.
The weighing frequency increased to three times a week when the mice reached the age of 16
weeks, due to increased weight loss. Body weight was measured until animals reached
endpoint. All measures were taken from 1 p.m. to 4 p.m. to avoid diurnal variations
(Knippenberg, et al., 2010). Disease onset was defined as the maximum weight recorded for
each animal retrospectively. Animals were considered to have reached the symptomatic stage
once they had lost 10% of their maximum weight (Corti, et al., 2010). In addition, the
difference between the age at onset and the age at endpoint was used as a measure of disease

progression.

Motor performance

The Rotarod test was used to evaluate the motor function of treated mice. This test is used to
measure balance and motor coordination and is the most sensitive to detect motor changes in
the SOD1%%** model of ALS (Brooks and Dunnett, 2009, Knippenberg, et al., 2010). We used
an automated Rotarod (EFF 412, Insight, Brazil). Tests were conducted weekly starting when
the animals were 11 weeks old to endpoint. Each week the mouse had up to seven minutes to
remain in the rotating cylinder at 16 rpm. All mice were placed in the direction opposite to the

rotation, making forward locomotion mandatory. The animals which used the paws to hold
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themselves to the cylinder for two consecutive laps were excluded from the experiment. All
animals were habituated to the Rotarod two days before the first test. The latency (in seconds)

until the mouse dropped from the cylinder was counted.

EGFP detection using Polymerase Chain Reaction (PCR)

We performed nested PCR analysis to identify the presence of transplanted BMMCs in the
tissues of transplanted animals, as previously described (Venturin, et al., 2011). In order to
detect BMMCs from SOD1%%* donors, samples were collected from female recipients.
Tissue samples were collected from the spinal cord, muscle, liver, spleen, lungs and heart at 1,

7 and 14 days after transplantation, as well as at endpoint.

Determination of DNA Damage

In order to evaluate if BMMCs prevents or mitigates the occurrence of oxidative stress
associated to the SOD1%%** mutation (Hervias, et al., 2006, Igoudjil, et al., 2011, Liu, et al.,
2007, Siciliano, et al., 2002), the alkaline comet assay was performed. Samples from the
groups SAL, ES"BMMC-70 and E""BMMC-110 were collected. The alkaline comet assay
was performed, with minor modifications, as described by Singh (Singh, et al., 1988).
Aliquots of the spinal cord, muscle, cerebellum and cerebral cortex were collected and

processed as previously described (de Melo, et al., 2011, Greggio, et al., 2011).

Immunofluorescence

A cohort of five animals per group was euthanized at 120 days for histological analysis. After
deeply anesthetized with ketamine and xylazine (90:10 mg/ml; i.p.), animals were
transcardially perfused with saline followed by 4% paraformaldehyde (PFA). The vertebral
column was carefully dissected and the lombar spinal cord (L2-L4) was isolated. The spinal

cord was post-fixed in PFA for 1 h, and cryoprotected by immersion in a 30% sucrose
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solution at 4 °C for 24 h. The spinal cords were then quickly frozen in isopentane that was
cooled in liquid nitrogen. Transversal sections (20 pm) were obtained using a cryostat.

The sections were fixed in PFA for ten minutes, then rinsed in PBS. Non specific protein
binding was blocked with 3% albumin serum bovine (Sigma Aldrich, St.Louis, MO, USA) for
1 h. For the detection of Choline Acetyltransferase (ChAT), the sections were incubated
overnight with a primary rabbit anti-ChAT antibody (1:500; Abcam, Cambridge, MA, USA).
The sections were then washed with 0.1 M PBS and incubated with Alexa Fluor 568 goat
anti-rabbit 1gG (H+L) secondary antibody (1:1.000; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) at 37 °C
in the absence of light for 2 h. Glass coverslips were mounted with DAPI using Vectashield®
to visualize cell nuclei. Colocalization of DAPI with ChAT was detected, analyzed, and
photographed using a confocal laser scanning microscope (LSM 5 Exciter, Carl Zeiss,
Germany) coupled to a Pro-Series High Performance CCD camera and Zen 5.0 software (Carl
Zeiss, Inc.). Four serial sections were processed for each animal. The number of ChAT+ cells
was calculated for each section, and the mean of the sections was used as an individual data
for the statistical analysis, as previously described (Suzuki and Svendsen 2008; Bigini et al.

2011; Canzi et al. 2012).

Statistical analysis

Data are presented as means + standard error of the mean (S.E.M.). Kaplan-Meier survival
curves and the logrank (Mantel-Cox) test were used to analyze survival, onset and
symptomatic stage of disease. A two-way analysis of variance (ANOVA) followed by the
Bonferroni post hoc test was used to analyze motor performance. Disease progression and the
data obtained in the motoneuron quantification were analyzed using a one-way ANOVA
followed by the Tukey post hoc test. Differences in the alkaline comet assay were analyzed

using the Student’s t test. Analyses were performed using PrismGraph 5.0 software (Graph-
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Pad Software, San Diego, CA). A statistical significance level of o = 0.05 and p < 0.05 was

applied to all tests.
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RESULTS

BMMCs prolong survival in SOD1%%%*

mice, but survival is longer in pre-symptomatic or
EGFPBMMC-treated mice

To analyze whether intravenous BMMC improved survival in SOD1%** mice, we monitored
endpoint dates of animals treated at either 70 or 110 days. Survival periods were compared
with those obtained for animals treated with saline. Mice administered with **""BMMC at
the pre-symptomatic stage of the disease (70 days) survived longer than SAL animals (Figure
1A; p < 0.0001; ¥* = 21.84). Medium survival was about 20 days longer for **""BMMC
versus SAL groups (142.3 + 3.3 days and 122.7 £ 1.1 days, respectively). Figure 1A shows
that mice transplanted with ™°P*BMMC also survived a mean of 11 days longer than saline-
treated animals (133.3 + 2.8 days, p < 0.001; y* = 11.27). However, when we compare
ECFPBMMC and ™CP!BMMC treated animals we verify that survival is significantly longer in
mice receiving “°"BMMC (Figure 1A; p< 0.01; * = 7.8). Longest observed survivals were
133 days for saline-administered animals, 150 for mice receiving ™°"*BMMC and 157 days
for E°"PBMMC-transplanted mice.

Furthermore, we analyzed the survivals for SOD1%%4

mice treated at a late symptomatic
stage (110 days). Figure 1B shows that ™°?*BMMC did not change survival (125.7 + 1.9

days; p = 0.2586; y* = 2.46) of transplanted animals. Conversely, **""BMMC improved

survival in 5 days (127.8 + 1.69 days) compared to SAL group (p = 0.0117 and y2 = 6.36).

But when we compare survival curves for °""BMMC administered at either pre-symptomatic

or symptomatic animals, we can observe that earlier treatment induces better survival

outcomes (p = 0.0271; x* = 4.88), as shown in figure 1C.
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BMMCs delay onset and the symptomatic stage in SOD1%%** mice transplanted at 70 days,
delaying disease progression
Nine-week-old mice were weighed weekly, twice or three times a week until endpoint. As

previously described, weight monitoring was used to detect disease onset and settlement of

the symptomatic stage in SOD1%%%

mice. In our colony, disease onset for SAL control
animals was observed around the 12" week (11.8 + 0.21 weeks). On the other hand,
ECFPBMMC transplantation at 70 days delayed onset in about two weeks (14.1 + 0.9 weeks; p
< 0.0001 vs SAL, 2 = 26.37). When BMMC were obtained from mSOD1 donors, disease
onset was delayed in one week (13.4 £ 0.9 weeks; p < 0.0001 vs SAL, 2 = 15.81). However,
figure 2A shows that “°*""BMMC transplantation was more effective in delaying onset than
MSOPIBMMC (p < 0.05, y2 = 4.44).

Additionally, the loss of 10% of maximal body weight allowed us to identify the
establishment of the symptomatic stage. For control SAL mice, symptomatic stage was
observed at 15" week-old animals (155 + 0.76 weeks). Again, both ES"BMMC and
MSODIBNMIMC delay the symptomatic stage, but with more expressive results for °"BMMC
transplantation (16.79 + 0.70 weeks; p < 0.0001 vs SAL, y2 = 25.33) than for ™°"'BMMC
(16.0 + 1.0 weeks; p = 0.0021 vs SAL, x2 = 9.49). Also, a significant difference is observed
when both BMMC groups are compared (p = 0,047; 2 = 3,951; Figure 2B). Despite the fact
that treatment was provided after the symptomatic stage, animals that were treated at 110 days
old also had body weight measured. No differences were observed for disease onset and
symptomatic stage between SAL, E""BMMC-110 and ™°P'BMMC-110 groups (data not
shown).

We also used the difference between endpoint and onset to determine the time of disease
progression. In SAL animals, calculated disease progression was 5.75 + 0.27 weeks.
However, 70-day old mice injected with *°""BMMC showed longer progression from onset to

endpoint (8.46 + 0.46 weeks; p <0.001 vs SAL), as shown in figure 2C. As expected, animals
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receiving BMMC expressing mSOD1 also showed increased progression time (7.11 + 0.38
weeks; p < 0.05 vs SAL). However, the difference in progression of these animals was less
expressive when compared to the **""BMMC-70 group (p< 0.05). Conversely, when the same
measure was applied to late symptomatically treated animals, no changes were observed for
either EF"BMMC-110 or ™°P'BMMC-110 groups (Figure 2D). Medium progression time
observed for F°"BMMC-110 was 6.32 + 0,39 weeks and 6.03 + 0.37 weeks for
mSOPIBMMC-110 mice. These values were similar to the ones observed for disease

progression in control saline-treated animals.

EGFPBMMCs delay motor decline and preserve motor function in pre-symptomatic SOD1%%
mice, but not in late symptomatic transplantation

Similarly to what is observed in ALS patients, ALS mice show progressive muscle atrophy
(which reflects in body weight), and is associated to motor deficit. In order to evaluate
whether BMMC transplantation could delay or recover motor function in transplanted mice,
they were submitted to the Rotarod test. Mice in the SAL group first showed impaired motor
function in this test when they were 15 weeks old (latency to fall was 159.2 + 31.4s on the
15" week vs 383.3 + 20.8s on the 14™). Likewise, "°"'BMMC-70 failed to complete the
task at the same age (420 + Os and 217.6 + 34.9s, on the 14™ and 15™ week, respectively). On

the other hand, as figure 2E shows, animals in the E""BMMC-70 group showed longer

preservation of motor function. For these animals, significant motor decline was observed a
week later, on the 16" week (316.6 + 42.4s vs 344.3 + 35.65 on the 15"). Furthermore,
EGFPBMMC-70 animals continue to show better performance in the task throughout the 15™,
16™ and 17™ week when compared to SAL (p < 0.001), as well as weeks 15 and 17 when
compared to ™°P'BMMC-70 (p < 0.05). These data show that E°"BMMC, but not
mSODIBNMIMC, delay motor deficits and preserve motor function in SOD1%%A mice.

mSODIBNMMC-treated mice also show improved motor performance when compared to SAL
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animals. But this improvement is transient and observed only at the 16" week (p < 0.01). No
differences between ™°P!BMMC-70 and SAL were found during the following evaluated

weeks.
Animals treated at late symptomatic stage were also trained in the Rotarod test. As observed
for SAL, both " BMMC-110 and ™°P!BMMC-110 first showed significant motor decline

at the 15™ week. However, as the graph in figure 2F shows, BMMCs transplantation did not

restore motor function in compromised mice.

EGFP or Y chromosome were detected in samples obtained from BMMC-transplanted
animals

We employed a nested PCR analysis to verify whether EGFP or Y chromosome (from
mSOD1) DNA from BMMCs could be detected in the spinal cords of transplanted animals.
This analysis was performed to elucidate whether the observed beneficial behavioral effects
were associated with the migration of cells to the injured spinal cord. Amplified EGFP DNA
or Y chromosome DNA was found in the spinal cord of animals 24 h, 1 week and 2 weeks
post-transplantation. BMMCs DNA was also found in samples collected after euthanasia at
endpoint. Additionally, we analyzed samples obtained from the liver, spleen, heart, lungs and
muscle at the same time points mentioned above. BMMC DNA was detected in all samples
up to 2 weeks post-transplantation. At endpoint, BMMC DNA was found only in the spleen

and the muscle, other than in the spinal cord.

Damage to DNA integrity is not prevented or reversed after BMMC transplantation
In order to evaluate whether the more prominent beneficial effects of F°BMMC

transplantation versus ™°P'BMMC transplantation were due to modulation of oxidative

stress, we performed the alkaline comet assay. Samples from the spinal cord, muscle,

cerebellum and brain cortex were obtained from animals transplanted with E*"BMMC in



16
both the pre-symptomatic and the symptomatic periods. Samples from saline-treated animals
were also examined. However, we did not observe significant differences in DNA damage for

any of the analyzed samples, as shown in figure 3.

Pre-symptomatic, but not late symptomatic-administered, *°""BMMC promotes motoneuron

1°%A mice.

preservation in SOD
An additional cohort of animals was treated with either **""BMMC or ™°"'BMMC and
euthanized when they reached 120 days for histological evaluation of the lombar spinal cord.
Data obtained with this analysis were used to assess if BMMC are neuroprotective against
progressive motoneuron loss associated to ALS. SAL animals showed a mean of 12.75 + 0.42
ChAT" cells per section. As shown in figure 4, pre-symptomatic transplantation of
ECFPBMMC was protective of motoneurons (15.85 + 0.26 ChAT" cells per section in
ECFPBMMC-70 animals; p < 0.001 vs SAL). However, motoneuron counting for
mSODIBNIMC-70 was not different from the one observed for SAL (13.45 + 0.31 ChAT" cells
per section). Furthermore, late symptomatic transplantation did not change the fate of dying
motoneurons either. No effect on motoneuron preservation was observed for 110-day-old

treated animals for either **""BMMC (12.20 + 0.29 ChAT" cells per section) or ™°"*BMMC

(12.85 + 0.32 ChAT" cells per section) vs saline-treated animals.
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DISCUSSION

A number of studies have shown clinical and morphological benefits associated with the
injection of stem cells in experimental models of ALS. But, these studies rarely examine
the therapeutic potential of cell-based therapy on symptomatic animals. When they do,
intervention is made in mild symptomatic animals. To our knowledge, only one study
verified the potential of stem cell administration on late symptomatic paralytic animals
(Choi, et al., 2012). Nonetheless, effect was observed mainly for genetically-modified
cells. In the present study, we show for the first time that intravenous transplantation of

G9B3A mice. We also

BMMC prolongs the survival of late symptomatic-treated SOD1
show that animals receiving BMMC at earlier stages had longer survivals when
compared to late—treated animals. In addition, early treatment delays onset,
symptomatic stage and progression. At the same time, only pre-symptomatic BMMC
injection preserves motor function and is neuroprotective to degenerating motoneurons.
Further, we observed that BMMC obtained from mSOD1 donors have therapeutic
effect, but only when administered to pre-symptomatic mice. Nevertheless, we also
show that therapeutic benefits are most expressive when non-mSOD1 BMMC were
injected. More pronounced effects observed for the pre-symptomatic treatment could
also be correlated to the preservation of motoneurons in the spinal cord of transplanted
animals. The positive outcomes observed in our study might be associated to the
presence of transplanted cells into the injured spinal cord.

The majority of experimental studies of stem cell therapy in ALS use the intra-spinal
implantation of cells. However, the invasive nature of this procedure limits its
application to ALS patients, whose health is often already very fragile. Also, in ALS,

degeneration of motoneurons is diffuse, that is, it affects more than a single region of

the spinal cord, as well as the brain. Although migration of intra-spinally injected cells
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have been reported, it seems to be limited to a few millimeters (Corti, et al., 2007,
Lepore, et al., 2011, Lepore, et al., 2008, Pastor, et al., 2012, Suzuki, et al., 2007), and
transplanted cells are not able to reach the degenerating areas. Alternatively, intrathecal
administration has been studied, with variability in the results. While some show that
intrathecally administered cells promote behavioral and/or histological improvement
(Boucherie, et al., 2009, Hwang, et al., 2009, Kim, et al., 2010), others show either that
there is only marginal improvement of survival and morphology or that there are no
therapeutic effects (Habisch, et al., 2007, Park, et al., 2009, Vercelli, et al., 2008).
Zhang and collaborators (2009) show that beneficial effects are observed only for
multiple cell administrations (Zhang, et al., 2009). It is possible that the intrathecal route
offers limited migration and distribution of injected cells into the spinal cord
parenchyma (Habisch, et al., 2007).

Conversely, the intravenous administration is advantageous because it can both deliver
transplanted cells to all degenerating sites and is less invasive. We have previously
shown that intravenously injected BMMC or HUCB migrate from the blood stream into
injured sites of the central nervous system in models of epilepsy and neonatal hypoxia-
ischemia (Costa-Ferro, et al., 2012, Costa-Ferro, et al., 2010, Venturin, et al., 2011). In
experimental models of ALS, similar demonstrations were made (Corti, et al., 2010,
Garbuzova-Dauvis, et al., 2012, Garbuzova-Davis, et al., 2008, Garbuzova-Davis, et al.,
2003, Mitrecic, et al., 2010, Rizvanov, et al., 2008, Uccelli, et al., 2012, Zhao, et al.,
2007). Despite the fact that mechanisms underlying migration and neuroprotection need
further elucidation, our results show that BMMC reach the spinal cord and promote
behavioral and histological improvement. Damage and leakage for both the blood/brain
barrier and the blood/spinal cord barrier in SOD1 mutant mice have already been

described (Garbuzova-Dauvis, et al., 2007, Garbuzova-Dauvis, et al., 2007, Nicaise, et al.,
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2009, Zhong, et al., 2008). Choi and collaborators (2012) hypothesized that the
breakdown of blood-spinal cord barrier increases the levels of MCP-1 (monocyte
chemotactic protein-1). In turn, cells which express receptors to this cytokine would
migrate spinal cord regions where there is neuronal loss and breakdown of the barrier
(Choi, et al., 2012). Elevated levels of SCF (stem cells factor), a chemoattractant
expressed by transgenic SOD1 mice, could also contribute to cellular chemotaxis into
degenerating sites (Boucherie, et al., 2009). We also observed that BMMC migrate
and/or are trapped into the spleen, where they can also be found at endpoint analysis.
BMMC in the spleen could interact with host cells and modulate the inflammatory
cascade, as proposed by Garbuzova-Davis and collaborators (2012).

Ende and collaborators (2000) are among the first authors to show that bone marrow
derived stem cells could prolong survival of ALS mice (Ende, et al., 2000). Later, others
reported that BMMC also delay motor function impairment (Ohnishi, et al., 2009,
Pastor, et al., 2012), and is neuroprotective to degenerating motoneurons (Corti, et al.,
2004, Ohnishi, et al., 2009). Similar results were obtained for particular bone marrow
populations such as hematopoietic stem cells (Cabanes, et al., 2007), Lin-c-kit+ cells
(Corti, et al., 2010), or MSC, including murine MSC (Boucherie, et al., 2009,
Forostyak, et al., 2011, Uccelli, et al., 2012), human MSC (Choi, et al., 2012, Zhang, et
al., 2009, Zhao, et al., 2007), human MSC from an ALS patient (Kim, et al., 2010) and
genetically modified MSC that express glial derived neurotrophic factor — GDNF
(Suzuki, et al., 2008). However, few studies compare the therapeutic potential of non-
mutant versus mSOD1 expressing cells. Investigating differences between an
autologous and an allogeneic bone marrow transplant is important since non-neuronal
cells are involved in the pathophysiology of ALS (Clement, et al., 2003). Furthermore,

astrocytes or microglia that express mSOD1, contribute to neuronal death and disease
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progression (Yamanaka, et al., 2008, Yamanaka, et al., 2008). Importantly, Boillee and
collaborators (2006) reported that limiting mutant damage to non-neuronal cells slowed
the disease course, even when all motor neurons were expressing high levels of mSOD1
(Boillee, et al., 2006). This study validates the use of strategies that aim to modify the
neural microenvironment by the introduction of non-neural cells. But it also points out
the importance of determining whether the introduction of cells carrying the mSOD1
would be beneficial or deleterious to the patient.

Our data shows that ™©P!

BMMC have moderate effect on survival, disease progression
and prevention of motor decline. Conversely, Corti and collaborators (2004) showed
that intraperitoneally injected ™°P’BMMC do not change any of these behavioral
parameters (Corti, et al., 2004). Similar results were observed for intra-bone marrow
administration of ™°P!BMMC (Ohnishi, et al., 2009), and intravenous administration of
Lin-c-kit+ cells expressing mSOD1 (Corti, et al., 2010). None of these authors reported
the presence of transplanted cells in the spinal cord of host mice. On the contrary, we
identified ™°°’BMMC DNA in the nervous tissue of transplanted mice. While two of
the previous studies injected the cells either into the abdominal cavity or into the bone
marrow (Corti, et al., 2004, Ohnishi, et al., 2009), Corti and collaborators (2010)
injected cells intravenously. Still, they used a different cell population and a thousand
times less cells (Corti, et al., 2010). Dose-dependent response of stem cells treatment in
ALS models has been demonstrated (Garbuzova-Davis, et al., 2012, Garbuzova-Davis,
et al., 2008, Kim, et al., 2010). Cellular migration, on the other hand, appears to be
fundamental for the observed outcomes. Intravenously injected cells in high dose,
without previous irradiation, seem to favor migration to the nervous tissue.

Nonetheless, ™°P*BMMC promote inferior therapeutic effects than TBMMLC.

Therefore, it is possible that the stem effect of ™°P!BMMC is counterbalanced by the
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presence of mSOD1 transgene. Both a beneficial effect that could be mediated by
immunomodulation or trophic factor secretion, and a deleterious mSOD1-mediated
effect on motoneurons might be present. Also, it has been recently described that bone
marrow cells from patients with ALS show less migratory activity and reduced
expression of trophic factors (Cho, et al., 2010, Koh, et al., 2012). These findings have
important implications for autologous cellular therapy in ALS patients. Although SOD1
mutations are not present in SALS, this form of the disease share many
patophysiological characteristics with fALS (Bento-Abreu, et al., 2010). The single
experimental study using stem cells obtained from a patient with ALS assessed only the
dose-response effect (Kim, et al., 2010).

Another important aspect addressed here is the window for therapeutic intervention.
Despite of many reported effective therapies in experimental models, clinical trials have
failed to offer an effective treatment for patients. In part, this is due to the fact that most
experimental studies use pre-symptomatic animals. That factor could actually explain
the variability observed in the clinical studies using cellular therapy for ALS (Lindvall,
Barker et al. 2012). Interventions must also be extensively studied in symptomatic
rodents, since patients can hardly predict the development of ALS and will not seek

medical attention before disease onset. We demonstrate here that intravenous BMMC

prolongs survival to late symptomatic SOD1%%4

mice. However, improved survival is
restricted to animals receiving “°"BMMC and is not associated to motor or

morphological improvements. Others have reported beneficial effects of stem cell

transplantation to early symptomatic SOD1°%4

mice or rats using MSC (Boucherie, et
al., 2009, Forostyak, et al., 2011, Uccelli, et al., 2012) and HUCB (Garbuzova-Davis, et
al., 2012, Knippenberg, et al., 2012). In addition, mdf/mcd mice showed improved

motor performance and decreased loss of motoneurons after hematopoietic stem cells
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transplantation (Cabanes, et al., 2007). In the same experimental model, Pastor and
collaborators (2012) showed that BMMC promote more expressive improvement than
MSC (Pastor, et al., 2012).

BMMC transplantation to symptomatic SOD1%%*

mice was tested only by Ohnishi and
collaborators (2009). These authors treat 12-week-old animals (84 days old) with an
intra-bone marrow injection of BMMC following irradiation. This study has two main
limitations for clinical application: first is the use of myeloablation, which is very
aggressive to already fragile patients; second, similar to the above mentioned studies on
symptomatic animals using MSC or HUCB, intervention was conducted at an early
symptomatic stage. Although this stage is histologically characterized by motoneuron
death and astrocytosis/ microgliose, functional impairment is still mild (Knippenberg, et
al., 2012, Turner and Talbot, 2008). For comparison, we detected disease onset by body
weight measures around the 12" week, but motor impairment only at the 15
Transposed to the clinical practice these observations would mean that the patient needs
to get treated soon after onset. That is unrealistic, among other reasons due to the long
time needed for an ultimate diagnosis.

To our knowledge, the only study to assess the therapeutic potential of stem cells on late
symptomatic mice is that of Choi and collaborators (2012). These authors injected 10°
MSC into the tail vein of 14- to 16-week-old mice and did not observe changes in the
survival. When MSC were genetically modified to express Ngnl (neurogenin 1)
survival was prolonged (Choi, et al., 2012). The need to use retroviruses to genetically
manipulate cells in order to obtain clinical benefit impairs the application of this
procedure to ALS patients. Also, Pastor and collaborators (2012) showed that BMMC
have a better migration profile and promote better functional outcomes than MSC

(Pastor, et al., 2012).
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Also, we verified that " BMMC were more effective in pre-symptomatic mice. In

these animals, other than increasing survival, E""BMMC hindered motor decline and

preserved motoneurons. This observation led us to analyze if this effect was mediated
by the modulation of oxidative stress-related DNA damage. The hypothesis was based
on the different outcomes observed for mSOD1 or EGFP" transplanted cells. Although
others have shown that stem cell transplantation modifies oxidative stress, our results do
not indicate the involvement of this mechanism (Uccelli, et al., 2012). The mechanisms
that underlie neuroprotection and improved behavior for stem cell transplantation are
not fully understood. Transdifferentiation and direct restoration of lost motoneurons
probably does not play a central role in the observed outcomes. It is more likely that
BMMC change the degenerating microenvironment leading to tissue protection and
delayed disease progression. There is probably a group of mechanisms acting
simultaneously such as the induction of endogenous cells proliferation, secretion of
trophic factors and modulation of the anti-inflammatory activity (Bigini, et al., 2011,
Corti, et al., 2007, Nicaise, et al., 2011). Trophic factor secretion by transplanted cells in
experimental models of ALS has been extensively studied (Suzuki and Svendsen,
2008). Changes in the levels of trophic factors such as GDNF, VEGF and Ang2 have
been implied to modulate the effect of bone marrow stem cells (Cabanes, et al., 2007,
Corti, et al., 2010, Pastor, et al., 2012), HUCB (Bigini, et al., 2011) and neural stem
cells (Corti, et al., 2007, Wyatt, et al., 2011, Xu, et al., 2006). Conversely, at least in
two studies, behavioral effects were observed in the absence of increased secretion of
BDNF, CTNF, GDNF, IGF-1 e VEGF (Knippenberg, et al., 2012, Lepore, et al., 2008).
It is likely that immunomodulation also plays an important role. It has been
demonstrated that MSC transplantation reduces microglial activation and the expression

of TNFa (Uccelli, et al., 2012), NOX-2 and COX-2 (Boucherie, et al., 2009). Recent
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reports also indicate that HUCB secrete cytokines (Bigini, et al., 2011) and increase Th2
and plasma lymphocytes (Garbuzova-Davis, et al., 2008). In addition, the effect of
skeletal muscle derived stem cells seems to be associated to increased levels of IL-10 e
IL-13 (Canzi, et al., 2012). Other factors, such as the maintenance of GLT1 levels might
take part (Lepore, et al., 2011, Lepore, et al., 2008, Uccelli, et al., 2012). Furthermore,
cell-cell interactions between healthy donor cells and host degenerating neurons could
also explain the observed therapeutic effects (Boillee, et al., 2006, Lindvall, et al.,

2012).

CONCLUSIONS

The results we obtained in this study are relevant to the design of future clinical trials
for cell-therapy in ALS. According to them, patients with early ALS progression are
the ones who could benefit from the procedure. For those whom present advanced
disease symptoms, the limited survival improvement that we observed and the lack of
other functional benefits should be taken into account. Conversely, even if discrete, the
increased survival obtained for BMMC transplantation in late symptomatic mice might
represent an advance when compared to limited riluzole efficacy. Furthermore, our
observations can stimulate studies that assess the effects of multiple dose regimens. The
impact of autologous transplantation on these results is harder to assess. Studies that
evaluate the efficacy of cell populations from sALS sources will be important to

enlighten theses aspects.
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1°%* mice transplanted with either

Figure 1. Kaplan-Meier survival curves for SOD
ECFPBMMC or ™CP!BMMC (A) at 70 days (pre-symptomatic), and (B) at 110 days (late
symptomatic).  (C) Comparative Kaplan-Meier survival curves of SOD1%%** mice

transplanted with " BMMC at 70 days or 110 days.

Figure 2. BMMC transplantation delay disease onset (A) and development of the
symptomatic stage (B) in pre-symptomatic-treated animals. Also, BMMC change
progression time in pre-symptomatic-treated animals, but not in (C) symptomatic
BMMC-administered SOD1°%** mice. Panels (E) and (F) show BMMCs effect on the
Rotarod performance of mice treated pre-symptomatically or symptomatically,
respectively. ***p < 0.001 for """ BMMC-70 vs SAL and #p < 0,05 vs ™°"'BMMC-
70; §8p < 0.01 for ™°P'BMMC-70 vs SAL.

Figure 3. " BMMC transplantation does not prevent DNA damage assessed by the

1%%A mice. Data observed from samples collected from

alkalyne comet assay in SOD
(A) muscle; (B) cervical spinal cord; (C) thoracic spinal cord; (D) lombar spinal cord,;
(E) brain cortex and (F) cerebellum, collected from 70 days old treated-mice. Data of
samples collected from mice treated at 110 days are shown in (G) muscle; (H) cervival
spinal cord; (I) thoracic spinal cord; (J) lombar spinal cord; (K) brain cortex and (L)
cerebellum. CSC: cervical spinal cord; TSC: thoracic spianl cord; and LSC: lombar

spinal cord.

Figure 4. E°"P BMMC are neuroprotective when pré-symptomatically administered in
SOD1%%** mice. Photomicrographies show motoneurons observed in the spinal cord of
(A) SAL and (B) E*""BMMC-70 groups. In (C) Mean of observed motoneurons per
section. ***p < 0.001 vs SAL, ™°P'BMMC-70, E*F"BMMC-110, and ™°P'BMMC-
110.
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