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RESUMO
O transplante de células tronco mesenquimais (CTMs) em doengas articulares vem se demons-
trando eficaz. O objetivo desse estudo foi avaliar a resposta imune de repetidas aplica¢des intra-ar-
ticulares de CTMs alogénicas e a imunogenicidade destas, utilizando ensaios de microcitotoxicida-
de para avaliar as respostas de anticorpos citotoxicos dependentes de complemento. Quinze equinos
adultos foram distribuidos aleatoriamente entre trés grupos. Seis animais no grupo ALO onde arti-
culagdes higidas receberam CTMs alogénicas, seis no grupo ALO LPS em que as articulagdes fo-
ram previamente inflamadas, pela indu¢do experimental da sinovite com 0,5ng de LPS e trés ani-
mais no grupo AUTO que foi mantido como controle negativo e receberam CTMs autdlogas. Foram
realizadas 2 aplicagdes na mesma articulagdo de células tronco mesenquimais derivadas de mem-
brana sinovial com intervalo de 4 semanas. Foram colhidas amostras seriadas nos 3 dias apds cada
aplicacdo e a cada 7 dias por 8 semanas do liquido sinovial para analise e soro sanguineo para os
ensaios de microcitotoxicidade e exame ultrassonografico para avaliar efusdo articular através da
distancia entre a superficie do talus e a capsula articular. Para andlise estatistica foi utilizado os tes-
tes Two Way Repeated Measures ANOVA e teste Turkey's. Foi evidenciada uma reagao inflamato-
ria moderada pelo aumento da celularidade do liquido sinovial apds as aplicagdes. Também, fo1 ob-
servado que apos a segunda aplicagdo alogénica, as articulagdes apresentaram efusdo até 28 dias
apos aplicagcdo quando comparada as aplicagdes autdlogas e em relagdo a primeira aplicagdo alogé-
nica. Foi observada a producdo de anticorpos citotoxicos a partir de 7 dias em 2 animais do grupo
ALO atingindo pelo menos 80% de morte celular e no grupo ALO LPS 3 animais. No grupo AUTO
ndo foi observada a produgdo de anticorpos citotoxicos. Portanto os resultados demostraram que as
CTMs alogénicas foram capazes de desencadear respostas de anticorpos citotoxicos especificos
contra as CTMs doadoras, além de elucidar o aumento do infiltrado celular nas articulagdes sinovi-
ais, assim, as respostas imunes poderiam impactar negativamente na longevidade, na viabilidade e
na eficécia celular sendo estes resultados relevantes para utilizagdo das CTMs injetadas no ambiente
articular. Desta forma, a terapia de CTMs alogénicas deve ser empregada com cautela, principal-
mente em repetidas aplicagdes na mesma articulacdo, para assim se obter melhor potencial biologi-

co desta terapia.
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ABSTRACT

Transplantation of mesenchymal stem cells (MSCs) in joint diseases has been shown to be effec-
tive. The objective of this study was to evaluate the immune response of repeated intra-articular ap-
plications of allogeneic MSCs and their immunogenicity using microcytotoxicity assays to evaluate
complement dependent cytotoxic antibody responses. Fifteen adult horses were randomly assigned
to three groups. Six animals in the ALO group where healthy joints received allogeneic MSCs, six
in the ALO LPS group in which the joints were previously inflamed, by the experimental induction
of synovitis with 0.5ng of LPS and three animals in the AUTO group that was maintained as nega-
tive control and received Autologous MSCs. Two applications were performed in the same articula-
tion of mesenchymal stem cells derived from synovial membrane with interval of 4 weeks. Serial
samples were taken 3 days after each application and every 7 days for 8 weeks of synovial fluid for
analysis and blood serum for the microcytotoxicity and ultrasound examination to evaluate joint
effusion through the distance between the surface of the talus and the joint capsule. Two-way
ANOVA and Turkey's test were used for statistical analysis. A moderate inflammatory reaction was
evidenced by increased synovial fluid cellularity after the applications. Also, it was observed that
after the second allogeneic application, the joints presented effusion until 28 days after application
when compared to the autologous applications and in relation to the first allogeneic application. The
production of cytotoxic antibodies was observed from 7 days in 2 animals of the ALO group reach-
ing at least 80% of cell death and in the ALO LPS 3 animal group. In the AUTO group, the produc-
tion of cytotoxic antibodies was not observed. Therefore the results demonstrated that the allogene-
ic MSCs were capable of triggering specific cytotoxic antibody responses against the donor MSCs,
in addition to elucidating the increase of the cellular infiltrate in the synovial joints, the immune re-
sponses could negatively impact longevity, viability and efficacy. These results are relevant for the
use of MSCs injected in joint environment. Therefore allogeneic MSC therapy should be used with
caution, especially in repeated applications in the same joint, in order to obtain a better biological

potential of this therapy.
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CAPITULO 1

1. Introducao

As estratégias terapéuticas atuais para o tratamento de doengas articulares sao focadas ape-
nas na reduc¢do da dor, da inflamagao e da lesdo estrutural das articulagdes. A terapia celular tornou-
se um importante campo de pesquisa focado no desenvolvimento de tratamentos efetivos em resta-
belecer a fun¢do das estruturas articulares (Ilic e Polak, 2012). As células tronco mesenquimais
(CTMs) sdo estudadas como uma possivel ferramenta para a terapia celular, ndo so pelo seu poten-
cial de diferenciagdo, mas também por suas propriedades tréficas e imunomoduladoras (BARTHO-
LOMEW et al., 2002; ANKRUM et al., 2014). A secrecao de fatores paracrinos ¢ reconhecida como
0o mecanismo primario pelo qual as CTMs promovem um ambiente propicio a reparacao
(MURPHY, MONCIVAIS, & CAPLAN, 2013). Estes fatores atenuam as respostas imunes, estimu-
lam a angiogénese, reduzem a apoptose e promovem a diferenciacao das células progenitoras locais.
(DA SILVA MEIRELLES et al., 2009).

Estudos prévios demonstraram a eficacia de aplicacdes intra-articulares de CTMs derivadas
de medula 6ssea em equinos e em outros modelos experimentais (FERRIS et al., 2013; AGUNG et
al., 2006; MCILWRAITH et al., 2011). Entretanto, a utilizagdo de CTMs provenientes de membra-
na sinovial mostra-se promissora para doengas articulares devido a seu alto potencial proliferativo e
condrogénico (DE BARI et al., 2001; SAKAGUCHI et al., 2005) além de ser uma fonte celular
mais especifica e proxima dos condrécitos (O’CONNELL, 2000; SAKAGUCHI et al., 2005; SHI-

RASAWA et al., 2006)



9

Recentemente, foram realizados numerosos estudos para avaliar a seguranga da seguranga
no transplante de células tronco mesenquimais (CTMs) alogé€nicas em equinos em substitui¢ao as
células autélogas (BRANDAO et al ., 2018, JOSWIG et al., 2017, OWENS et al., 2016, SCHNA-
BEL et al., 2014, PEZZANITE et al., 2015; KOL et al., 2015). O transplante de CTMs alogénicas
apresenta a vantagem de uma aplicagdo imediata em lesdes agudas, com células de qualidade co-
nhecida e quantidade suficiente, além de eliminarem a necessidade de aspiracdo de medula dssea,
bidpsia de membrana sinovial ou de tecido adiposo do proprio animal, evitando o atraso associado
ao tempo de cultura e de expansdo das células (ANKRUM et al., 2014).

As CTMs alogénicas ja foram testadas sob diversas condi¢des em equinos, sendo aplicadas
uma unica vez ou repetidas vezes (PIGOTT et al., 2013; BOONE, 2013; CARRADE et al., 2011).
Embora tenha sido demonstrado que repetidas aplicagdes de CTMs podem ser benéficas em dife-
rentes modelos de enfermidades e vias de administragdo (VAN VELTHOVEN et al., 2010; HAT-
SUSHIKA et al., 2014) a reacdo humoral de repetidas administragdes intra-articulares de CTMs
alogénicas ainda nao foi efetivamente avaliada. Portanto o presente estudo tem o objetivo de avaliar
a seguranca de repetidas aplicagdes intrarticulares alogénicas e sua imunogenicidade utilizando en-

saios de microcitotoxicidade para medir as respostas de anticorpos citotoxicos.

2. Revisao de literatura

Inicialmente descobriram que as CTMs alogénicas eram capazes de inibir, in vitro, a prolife-
racdo de linfécitos em reacdes mistas de leucdcitos com complexo histocompatibilidade maior in-
compativel (LE BLANC et al., 2003). Sabe-se que as CTMs produzem uma variedade de citocinas
imunomoduladoras, incluindo fator de crescimento transformador-f1, indoleamina-2,3-dioxigenase,
sintese induzida de 6xido nitrico e prostaglandina E2, que contribuem para a sua capacidade de mo-
dular as respostas imunes (DA SILVA MEIRELLES et al., 2009). Essa descoberta inicialmente in-
dicou que as CTMs eram “imunoprivilegiadas” e subsequentemente consideradas seguras para uso

em ambientes alogénicos, sem preocupacao com a rejeicdo imunoldgica (LE BLANC et al., 2003).



10

Embora a terapia com CTM alogénica seja considerada segura (LALU et al., 2012), houve
relatos de eventos clinicos incluindo aumento de celularidade sinovial e da contagem total de célu-

las nucleadas ap6s injecdo intra-articular de CTMs alogénicas em modelos equinos (JOSWIG et al.,

2017; PIGOTT et al., 2013).

Além disso, estudos avaliando a compatibilidade de transplantes pelo Complexo Principal
de Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex - MHC), observaram que as CTMs
com MHC incompativeis ao receptor induziram respostas imunes celular e humoral levando a rejei-
¢do dos transplantes (ELIOPOULOS & STAGG, 2005; NAUTA et al., 2006; PEZZANITE et al.,

2015; ZANGI et al., 2009).

A auséncia de uma resposta imune local ndo exclui uma resposta sist€émica ¢ nao mede se ha
uma resposta especifica, portanto, apenas a avaliagcdo local (calor, aumento de volume e infiltrado
de células inflamatodrias) nao € suficientes para indicar uma resposta imune a aplicagao de CTMs.
Da mesma forma, sinais clinicos evidentes como febre ou anafilaxia ndo foram correlacionados
com respostas imunes ou rejeicao das CTMs alogénicas (OWENS et al., 2016; PEZZANITE et al.,

2015)

A avaliag¢do da resposta imune humoral pode ser realizada por ensaio de microcitotoxicida-
de, também chamado de ensaio de linfocitotoxicidade. Este teste foi originalmente desenvolvido
para tipagem tecidual, mas também pode ser usado para detectar anticorpos citotoxicos no soro. O
ensaio padrdo de microcitotoxicidade de um ou dois estdgios utilizam eosina ou corante fluorescen-
te para detectar citotoxicidade dependente de complemento e mediada por anticorpos apos a incu-
bacdo de soros dos receptores com CTMs ou leucdcitos do sangue periférico dos dadores acrescido
de complemento de coelho (MCCLOSKEY et al., 1993; PEZZANITE et al., 2015). Devido a sim-
plicidade deste ensaio, ele pode ser realizado utilizando células e soro de organismos que nao pos-

suam os reagentes comerciais disponiveis para humanos, como ¢ o caso dos equinos. Esses anticor-
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pos especificos podem também ser detectados incubando-se CTMs de doadores ou leucocitos com
soro dos receptores marcados com anticorpos secundarios anti-IgG ou anti-IgM para avaliar por ci-
tometria de fluxo (BADILLO et al., 2007). Entretanto, este ensaio ndo determina a funcionalidade

dos anticorpos como ocorre no ensaio anterior.

O sucesso de qualquer transplante estd na capacidade de controlar a resposta imune, permi-
tindo a adaptagdo do transplante fim de evitar a sua rejei¢dao. Os principais genes responsaveis pelo
reconhecimento de antigenos externos no cavalo estdo localizados no cromossomo 20 que também
¢ chamado de Antigeno Leucocitario Equino (Equine Leukocyte Antigen - ELA). ELA ¢ uma regiao
do genoma de vertebrados que contém os genes que sdo transcritos e traduzidos para produzir a
maioria das proteinas imunes do organismo. Essas moléculas produzidas medeiam as interagdes en-
tre células imunes, células teciduais e patogenos. As mais conhecidas e proeminentes destas protei-
nas sao as proteinas de superficie celular MHC classe I e classe II (ABBAS & LICHTMANN

2003).

As proteinas do MHC de classe I sdo apresentadas em todas as células saudaveis do corpo e
agem para ajudar o organismo a diferenciar células saudaveis de células infectadas ou cancerosas.
As proteinas de superficie de classe I do MHC sao usadas por células imunes, mais especificamen-
te linfocitos T, células dendridicas e macrofagos para reconhecer particulas estranhas, como protei-
nas ou antigenos (RODEY et al.,1997).

As CTMs derivadas de medula dssea de equinos sdo consideradas positivas para a expressao
de MHC classe I, mas sdo heterogéneas para a expressao de classe II (GUEST et al., 2012; CAR-
RADE et al., 2012; SCHNABEL et al., 2014). O MHC de classe II pode variar de acordo com o as-
pirado da medula 6ssea, o numero de passagens e a exposicdo ao interferon gama. Portanto as

CTMs negativas para MHC II poderiam potencialmente aumentar a expressao de MHC II se im-
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plantadas em uma area de inflamacao ativa, como demonstrado na estimulagao in vitro com Interfe-

ron Gama (IFN-y) (SCHNABEL et al., 2014).

A sinovite tem sido relacionada a ativacao do sistema imune inato, causando liberacao de
citocinas como o IFN-y) e o fator de necrose tumoral (TNF-a) (LAM et al., 2000; SUTTON et al.,
2009). Desta forma a aplicagdo de CTMs alogénicas em articulagdes inflamadas podem alterar a
expressdao de MHC II e por consequéncia a resposta imune, ja que as CTMs de MHC II positivas

estimulam a proliferagdo de células T in vitro via sistema de reagdes de leucocitos (SCHNABEL et

al., 2014).

Em equinos as aplicagdes de CTMs alogénicas incompativeis, ou seja, que apresentam ha-
plotipo de ELA diferentes, propiciam a formagdo de anticorpos especificos contra as CTMs do doa-
dor (OWENS et al., 2016), mesmo em aplicagdes de CTMs negativas para MHC 11 (PEZZANITE
et al., 2015). Embora o reconhecimento imune por anticorpos possa prejudicar as CTMs transplan-
tadas, diminuindo o tempo de sobrevivéncia e reduzindo a eficicia terapéutica, atualmente ndo ha
dados na literatura para afirmar que ocorra da mesma forma no ambiente articular saudavel ou in-

flamado.

Porém, ha evidéncias que em camundongos as CTMs alogénicas de MHC incompativeis sao
induzidas a destruicao pelo sistema imune do destinatario e ndo persistam no organismo do recep-
tor, enquanto as CTMs alogénicas de MHC compativeis ou autdlogas persistem (ZANGTI et al 2009;
ELIOPOULOS et al 2005). Adicionalmente, em ensaios de microcitotoxicidade, as CTMs alogéni-
cas incompativeis ndo foram capazes de se proteger de uma resposta imune humoral direcionada e

podem ser potencialmente mortas por essa resposta de anticorpos citotoxicos.

Os estudos atuais em equinos sustentam que as CTMs alogénicas sdo rejeitadas in vivo, com

i1sso estratégias para reduzir a imunogenicidade e aumentar a capacidade das CTMs de evitar res-
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postas imunes devem ser investigadas para aumentar a sobrevida celular (BERGLUND & SCH-
NABEL, 2016). A compreensdao do complexo de resposta imune a aplicagdo intra-articular de
CTMs alogénicas em articulagdes higidas e inflamadas ¢ fundamental, j& que a articulacdo sinovial

¢ uma estrutura unica, com composi¢ao imunologica diferente e barreira distinta de revestimento

sinovial.
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ABSTRACT

Transplantation of mesenchymal stem cells (MSCs) in joint diseases has been shown to be effec-
tive. The objective of this study was to evaluate the immune response of repeated intra-articular ap-
plications of allogeneic MSCs and their immunogenicity using microcytotoxicity assays to evaluate
complement dependent cytotoxic antibody responses. Fifteen adult horses were randomly assigned
to three groups. Six animals in the ALO group where healthy joints received allogeneic MSCs, six
in the ALO LPS group in which the joints were previously inflamed, by the experimental induction
of synovitis with 0.5ng of LPS and three animals in the AUTO group that was maintained as nega-
tive control and received Autologous MSCs. Two applications were performed in the same articula-
tion of mesenchymal stem cells derived from synovial membrane with interval of 4 weeks. Serial
samples were taken 3 days after each application and every 7 days for 8 weeks of synovial fluid for
analysis and blood serum for the microcytotoxicity and ultrasound examination to evaluate joint
effusion through the distance between the surface of the talus and the joint capsule. Two-way
ANOVA and Turkey's test were used for statistical analysis. A moderate inflammatory reaction was
evidenced by increased synovial fluid cellularity after the applications. Also, it was observed that
after the second allogeneic application, the joints presented effusion until 28 days after application
when compared to the autologous applications and in relation to the first allogeneic application. The
production of cytotoxic antibodies was observed from 7 days in 2 animals of the ALO group reach-
ing at least 80% of cell death and in the ALO LPS 3 animal group. In the AUTO group, the produc-
tion of cytotoxic antibodies was not observed. Therefore the results demonstrated that the allogene-
ic MSCs were capable of triggering specific cytotoxic antibody responses against the donor MSCs,
in addition to elucidating the increase of the cellular infiltrate in the synovial joints, the immune re-
sponses could negatively impact longevity, viability and efficacy. These results are relevant for the
use of MSCs injected in joint environment. Therefore allogeneic MSC therapy should be used with
caution, especially in repeated applications in the same joint, in order to obtain a better biological

potential of this therapy.

Keywords: Humoral Immune Response; Mesenchymal Stromal Cells; MHC; Microcytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

As estratégias terapéuticas atuais para o tratamento de doengas articulares atuais estao foca-
das na redugdo da dor, da inflamagao e da deterioracao estrutural das articulagdes. A terapia celular
tornou-se um importante campo de pesquisa focado no desenvolvimento de tratamentos efetivos
para estas doengas (Ilic e Polak, 2012). As células tronco mesenquimais (CTMs) sdo estudadas
como uma possivel ferramenta para a terapia celular, ndo s6 pelo seu potencial de diferenciacao,
mas também por suas propriedades troficas e imunomoduladoras (Bartholomew et al., 2002; An-
krum et al., 2014).

Recentemente foram realizados numerosos estudos para avaliar a seguranca do transplante
de células tronco mesenquimais (CTMs) alogénicas em equinos em substituicdo as células autdlo-
gas (Joswig et al., 2017; Owens et al., 2016; Schnabel et al., 2014; Pezzanite et al., 2015; Gol et al.,
2015). As CTMs alogénicas ja foram testadas sobre diversas condi¢des em equinos, sendo aplicadas
uma Unica vez ou repetidas vezes. (Brandao et al., 2018; Pigott et al., 2013; Boone, 2013; Carrade
et al., 2012). Embora tenha sido demonstrado que repetidas aplicagdes de CTMs podem ser benéfi-
cas em diferentes modelos de enfermidades e vias de administracdo (Van Velthoven et al., 2010;
Hatsushika et al., 2014) a reagdo humoral de repetidas administracdes de CTMs alogénicas em arti-
culagdes higidas e inflamadas nao foi avaliada.

As CTMs de equinos sdo consideradas positivas para a expressao de MHC classe I, mas sdo
heterogéneas para a expressao de MHC classe II (Schnabel et al., 2014; Carrade et al., 2012; Guest
et al., 2008). A expressdo do MHC de classe II pode variar de acordo com o aspirado da medula 6s-
sea, o numero de passagens € a exposi¢cdo ao interferon gama. Nesse sentido, as CTMs negativas

para MHC II poderiam potencialmente aumentar sua expressao se implantadas em uma area de in-
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flamacao ativa, como demonstrado na estimulacgao in vitro com Interferon Gama (IFN-y) (Schnabel

etal., 2014).

A sinovite tem sido relacionada a ativagao do sistema imune inato, causando liberagdo de
citocinas como o IFN-y e o fator de necrose tumoral (TNF-a) (Lam et al 2000; Berglund e Schna-
bel, 2017). Desta forma o estudo da aplicagdo de CTMs alogénicas em articulagdes inflamadas se
faz importante uma vez que esta inflamacao pode alterar a expressdo de MHC II celular e conse-

quentemente a resposta imune.

Em aplicacdes de CTMs alogénicas em equinos ja se evidenciou a formacdo de anticorpos
especificos contra CTMs do doador (Owens et al., 2016; Pezzanite et al., 2015), mesmo as células
do doador sendo negativas para a expressao de MHC II, uma vez que foi evidenciada a produgdo de

anticorpos pelo receptor (Pezzanite et al., 2015).

H4 relato atuais que sustentam que as CTMs alogénicas sao rejeitadas in vivo, o que faz com
que estratégias para reduzir a imunogenicidade e aumentar a capacidade das CTMs de evitar respos-
tas imunes sejam investigadas a fim de aumentar a sobrevida celular (Berglund e Schnabel, 2017).
A compreensdo da resposta imune a aplicagdo intra-articular de CTMs alogénicas em articulagdes
inflamadas e higidas ¢ fundamental uma vez que a articulagdo sinovial ¢ uma estrutura unica, com
uma composi¢ao imunologica diferente e uma barreira distinta em seu revestimento sinovial. Por-
tanto o presente estudo tem o objetivo de avaliar a seguranca de repetidas aplicagdes intrarticulares
alogénicas e sua imunogenicidade utilizando ensaios de microcitotoxicidade para mensurar as res-

postas de anticorpos citotoxicos.

2. Material e métodos
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Este experimento foi conduzido de acordo com as diretrizes do Comité de Etica e Uso Ani-
mal da Faculdade de Medicina Veterinaria € Zootecnia, Universidade Estadual Paulista “Julio de

Mesquita Filho”. Protocolo 0240/2017

2.1. Delineamento experimental

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em que células tronco mesenquimais
derivadas da membrana sinovial de trés doadores higidos foram aplicadas na articulagdo tibiotarsica
de 15 equinos divididos em 3 grupos, em um grupo aplicou-se CTMs alogénicas em articulagdes
saudaveis (grupo ALO), em outro grupo aplicou-se em articulagdes inflamadas (grupo ALO LPS).
Neste, a sinovite foi induzida 8 horas antes do tratamento, com LPS, 0,5 ng em 2 mL. Adicional-
mente, realizou-se um grupo controle negativo, onde os trés cavalos doadores receberam aplicagdes
de células tronco mesenquimais autdlogas em articulagdes saudaveis (grupo AUTO). As aplicagdes
de células tronco ocorreram em 2 momentos, no momento zero € apds 4 semanas. Foram coletadas
amostras de liquido sinovial imediatamente antes da aplicacdo, ap6s 24 horas, 72 horas e a cada 7
dias ap6s cada aplicacdo para analise citologica. As amostras de sangue dos cavalos receptores fo-
ram colhidas antes da aplicacdo e a cada 7 dias, durante 8§ semanas. Cada amostra foi processada
para colher o soro, que foi usado em ensaios de microcitotoxicidade para determinar os titulos de
anticorpos citotoxicos para cada animal.

2.2. Selecao dos animais

Este estudo utilizou 15 animais machos castrados pesando media de 340kg.Antes da inclu-
sdo no estudo, os animais foram declarados saudaveis com base no exame fisico e laboratoriais
(hemograma e bioquimico completo), auséncia de claudicagdo, de derrame articular e de alteracdes
no exame radiografico e ultrassonografico da articulagao tibiotarsica. Além de ndo terem sido sub-

metidos a aplicagdes de cé€lulas tronco ou transfusdes sanguineas anteriores. Foram selecionados
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trés cavalos que foram os dadores de CTMs e também receptores autologos e 12 cavalos receptores
de CTMs alogénicas estes foram divididos nos 2 grupos ALO e ALO LPS.

2.3. Cultivo de células tronco mesenquimais

As CTM foram cultivadas a partir de membrana sinovial dos equinos doadores, coletadas
por astroscopia, da articulagdo radiocarpica de acordo com a técnica descrita por Mcllwraith et al.

(2011). A amostra foi submetida a sucessivas lavagens com Knockout™ DMEM (Gibco, Grand Is-

land, NY, USA) e sofreu fragmentacdo mecanica com auxilio da ldmina de bisturi e dissociagdo en-

zimatica com 2mg/mL de colagenase tipo I (Gibco, Grand Island, NY, USA) diluida em meio

Knockout™ DMEM. A solucdo foi homogeneizada e levada a estufa em ambiente controlado a

37°C e 5,0% de CO,, por 3 horas e ap6s este periodo foi adicionado o mesmo volume de meio

Knockout™ DMEM com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, Grand Island, NY, USA). Este
material foi centrifugado a 696 x g durante 10 minutos. Apos esse periodo, removeu-se o sobrena-

dante e foi adicionado o meio de cultivo para posterior centrifugacdo. Novamente foi removido o

sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em meio de cultivo. As CTMs foram cultivadas em garra-
. 2 . . .
fas de cultivo de 75cm (TPP-Techno Plastic Products, Zollstrasse, Trasadigen, Sui¢a) a uma con-

4 2
centracdo de 10 x 10 células/cm em meio contendo meio de cultura Knockout™ DMEM, e 10%

de soro fetal bovino. As placas foram mantidas em estufa em 37°C e 5,0% de CO,. Apos atingirem

80% de confluéncia nas placas de cultivo foi realizada passagem para garrafas de cultivo de 175cm

(TPP-Techno Plastic Products, Zollstrasse, Trasadigen, Suiga) até P4 para entdo serem utilizadas.
A suplementacdo do meio de cultivo foi alterada, removendo o componente do soro fetal
bovino 48 horas antes da sua utiliza¢do, desta forma durante a ultima troca, utilizou se um meio de

cultivo DMEN sem a adicao de 10% de soro fetal bovino. Apos isso foram retiradas das garrafas de
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cultivo com solu¢do de tripsina 0,025% de EDTA para dissociacdo das células em seguida lavadas
com meio contendo SFB para inativacdo da trpsina e lavadas trés vezes com solucdo PBS. As
CTMs foram utilizadas para aplicagdo intra-articular e para os ensaios de microcitotoxicidade.

2.4. Caracterizacgao das células tronco mesenquimais derivadas de membrana sinovial

As CTMs foram imunofenotipadas para niveis de expressdo de MHC classe I, MHC classe
II e um painel de marcadores positivos para CD73 e CD90, e negativo para CD11b, CD34 e CD45
usando citometria de fluxo. Além da comprovagdo da multipoténcia através de ensaios de diferenci-
acdo adipogénica, condrogénica e osteogénica 1 (Gibco, Grand Island, NY, EUA) (Dos Santos et al.,
2019).

2.5. Inducao experimental da sinovite

O procedimento de indugao da sinovite foi realizado em 6 animais (grupo ALO LPS) 8 ho-
ras antes do transplante de CTMs. Com o animal em posi¢ao quadrupedal, em tronco de contengao,
o tarso aleatoriamente escolhido foi submetido a tricotomia e antissepsia cirirgica. Imediatamente
antes da inducdo experimental, foi realizada a artrocentese tibiotarsica com agulha 21G na face dor-
somedial medial a veia safena. Entdo infiltrado 2 mL de solugdo estéril de PBS contendo 0,5 ng de
LPS proveniente de Escherichia coli 6, segundo protocolo previamente descrito por Williams et al.

(2016). O procedimento foi repetido apds quatro semanas nos mesmos 6 animais.

2.6. Aplicacao intra-articular de CTMs

A face medial de cada articulagdo tibiotarsica foi assepticamente preparada imediatamente
antes da injecdo de CTMs. Uma agulha de calibre 21G, foi inserida na articulacdo, na face dorso-
medial medial a veia safena da articulagao tibiotarsica ¢ 2 mL de fluido sinovial foram coletados e
transferidos para tubos contendo EDTA para andlise citologica. Apds a coleta de liquido sinovial, a

injecdo CTMs foi realizada. As articulagdes foram injetadas com aproximadamente 10x10¢ CTMs
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em 2 ml de PBS. Foram realizadas aplica¢des em 6 animais de cada grupo e repetidas apds 4 sema-
nas.

2.7. Coleta de amostras de sangue dos receptores

As amostras de sangue foram coletadas via puncao asséptica da veia jugular dos cavalos re-
ceptores antes da aplicagdo, a cada 7 dias durante 4 semanas ap6s cada aplicacdo de CTMs. A cada
coleta dois tubos de 10 mL de sangue foram coletados com agulhas Vacutainer® com tubos para co-
leta de soro. Os tubos de soro foram entdo centrifugados a 800 xg durante 10 minutos a 4 °C. O
soro foi separado em aliquotas e congelado para posterior utilizagdo nos ensaios de microcitototoxi-
cidade para determinar os titulos de anticorpos citotoxicos para cada cavalo receptor contra as
CTMs do doador.

2.8. Ensaios de microcitotoxicidade

O teste padrao de exclusdo de corante de microcitotoxicidade em duas fases foi utilizado
para detectar anticorpos citotoxicos, no entanto as CTMs foram utilizadas como células alvo, no
lugar de leucocitos do sangue periférico tradicionais como descrito por BERGLUND e SCHNA-
BEL (2017). As CTMs foram testadas contra soros diluidos em série do receptor das CTMs. Um
microlitro de soro do receptor diluido e 1 pL de suspensdo CTMs doadora foi incubado durante 30
minutos a temperatura ambiente sob 6leo em pocos de placas Terasaki, seguindo-se 5 uLL de com-
plemento de coelho (durante mais 1 hora). Os pocos foram corados com 2 pL de corante de eosina a
5% e fixados com 5 pL de formalina a 10% (pH entre 7,2 e 7,4). O titulo de anticorpo citotoxico foi
determinado pela diluicdo mais elevada de cada antissoro que resultou na morte de pelo menos 80%
dos CTMs doadoras.

2.9. Analise do liquido sinovial

As avaliagdes do liquido sinovial coletado foram a concentragdo de proteina total através de
refractometria, contagem de células nucleadas totais e diferencial de células nucleadas totais. A par-

tir destes numeros, foram calculados nimeros absolutos de neutréfilos e células mononucleares.
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2.10. Avaliacao clinica

Os cavalos foram monitorados diariamente por exame fisico de rotina avaliando parametros
vitais e exame locomotor atribuindo o escore de claudicacdo segundo AAEP durante todo experi-
mento. Além disso foi realizado exame ultrassonografico da articulacdo tratada durante todos os
momentos. O exame foi realizado com um aparelho Logiq e ;GE com transdutor linear utilizando
uma frequéncia de 10 MHz onde foi avaliada a ecogenicidade do liquido sinovial, a proliferagédo de

membrana sinovial e a efusdo sinovial. Através da mensuracédo da distancia entre a superficie do

talos e a capsula articular.

2.11. Analise estatistica

Para anélise dos dados ndo paramétricos obtidos no estudo, foi realizado analise estatistica
utilizando os testes Two Way Repeated Measures ANOVA para comparagdes nos tempos de avalia-
¢do e Turkey's para todos os procedimentos de comparagao multipla pairwise. Todas as avaliagdes
serdo consideradas no nivel de 5% de significincia (p<0.05). Todas as analises foram realizadas uti-
lizando o programa Graphpad Prism versao 7.0.

3. Resultados

3.1. Caracterizaciao das células tronco mesenquimais derivadas de membrana sinovial

As CTMs derivadas de membrana dos trés cavalos doadores foram isoladas e expandidas
com sucesso. Os clusters de células isoladas apresentaram morfologia fibroblastédide e plasticidade.
A capacidade diferencia¢do foi confirmada usando meios de diferenciagdo comercialmente disponi-
veis (Gibco, Grand Island, NY, EUA). A coloragcdo com Oil Red marcou as goticulas lipidicas nas
células do meio de indugdo adipogénico. A diferenciagdo osteogénica foi confirmada com a colora-
¢do de Alizarin Red das células diferenciadas, evidenciando a deposicao de célcio, formada durante
a diferenciacdo osteogénica. O potencial de diferenciacdo condrogénica foi avaliado pelo sistema de

cultura em pellet. Células submetidas a diferenciagao condrogénica foram coradas com Alcian Blue
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evidenciando a matriz extracelular condral. Os cultivos de controle ndo exibiram diferenciagdo. A
analise por citometria de fluxo revelou a expressao de CD90, CD73 e MHC I em todas as passagens
avaliadas. No entanto nao revelou reacao evidente de CD11b, CD45, CD34 ¢ MHC Classe II .

3.2. Avaliacao clinica

Os parametros do exame fisico se mantiveram dentro dos padrdes fisioldgicos de referéncia,
sendo que nenhum animal apresentou altera¢do da frequéncia cardiaca, respiratéria, motilidade in-
testinal ou aumento da temperatura retal. No entanto no grupo ALO LPS os animais apresentaram
efusdo sinovial e sinais de dor a palpagdo local no momento do tratamento e 24 horas depois nas 2
aplicagdes. Ja o grupo ALO os animais apresentaram efusdo e sinais de dor local leve, o que tam-
bém ocorreu no grupo AUTO. Porém no grupo ALO os animais apresentaram maiores sinais de
efusdo sinovial.

Os animais manifestaram também claudicacdo grau 2 e 3 no dia seguinte a aplicag¢ao redu-
zindo progressivamente até o 14° dia depois de cada aplicagao.

3.3. Avaliacio ultrassonografica

Os achados ultrassonograficos foram compativeis com sinovite leve transitéria em todos
animais tratados. Apresentando aumento da ecogenicidade do liquido sinovial nos momentos M1,
M3, M35 e M42 apresentando também proliferagdo da membrana sinovial e distensdo sinovial (Fig.
1). Os sinais ultrassonograficos de sinovite diminuiram 14 dias apds a primeira aplicacdo, no entan-
to apds a segunda aplicagdo apresentaram efusdo sinovial até o M56 em todos os grupos. O grupo
AUTO nao apresentou diferenga estatistica em nenhum dos momentos entre as duas aplicagdes. O
grupo ALO apresentou diferenga entre as duas aplicagdes, entre os momentos MO e M28, M1 e
M29, M3 e M31, M7 e M35, M14 e M42. Apresentando aumento na segunda aplicacdao (P<0.005).
O grupo ALO LPS apresentou diferenca estatistica entre as aplicacdes, entre os momentos MO e
M28; e M3 e M31 (Fig. 3D). Apresentando aumento na segunda aplicagao (P<0.05).

3.4. Ensaios de microcitotoxicidade
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A incubagdo dos soros dos animais do grupo controle autélogo nao resultou em morte celu-
lar (<10% de morte celular) em qualquer momento ou em qualquer dilui¢ao indicando a auséncia de
anticorpos. Todos animais no momento imediatamente antes das aplicagdes (MO0), ndo apresentaram
morte celular significativa apds incubagdo com soros no dia 0. No grupo ALO apenas dois animais
apresentaram morte de pelo menos 80% das CTMs na concentragdo pura em dois momentos M28 e
M49, no grupo Alo LPS 3 animais atingiram morte celular significativa um animal partir do M7 até
MS56, outro animal do M21 ao M35 e outro apenas no M21. Nas dilui¢cdes subsequentes (1:2 ¢ 1:16)
encontrou-se resultados semelhantes que demonstram uma tendéncia correspondente aos momen-
tos, mas com microcitotoxicidade reduzida (Tabela 1). Na comparagdo das médias da diluicao pura
entre os grupos, apenas o grupo AUTO apresentou diferenca estatistica (p<0,0001) com os demais
em todos momentos. A avaliacdo das médias ao longo dos momentos houve apenas diferenca esta-
tistica significativa (p<<0,0001) entre MO e os demais momentos nos grupos ALO e ALO LPS. Ja na
compara¢do da médias das dilui¢des 1:2 e 1:16 entre os grupos, apenas o grupo Auto apresentou
diferenca estatistica (p<<0,0001) com os demais em todos momentos. Na analise ao longo dos mo-
mentos houve diferenca estatistica significativa (p<0,0001) MO e M7 com os demais momentos nos
grupos Alo e Alo LPS.(Fig. 2).

3.5. Avaliacao do liquido sinovial

3.5.1. Proteina Total

A proteina total do liquido sinovial apresentou aumento transitorio dos valores em todos os
grupos. Nao foi evidenciadas diferengas significativas nos valores de proteina total entre a primeira
e segunda aplicacdo nos grupos. No entanto, houve diferenca estatistica entre o grupo ALO LPS e
os demais no M0 e M28 (P<0.0001). Entre os grupos AUTO e ALO no M1, M3, M28 e M31 tam-
bém existiram diferengas estatisticas (p<0.05) (Fig.3A). O maior aumento de proteina total foi de-

tectado 24 horas apds as aplicagdes. Em todos os casos, a proteina total diminuiu progressivamente,
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atingindo valores considerados normais de referéncia (<2gr/dL) sendo que o grupo ALO apresentou
uma diminui¢ao com evolucao lenta.

3.5.2. Contagem de Leucdcitos

Foi observado um aumento moderado na contagem de leucdcitos em todas as articulagdes
tratadas, ndo havendo entretanto diferenca estatistica entre a primeira e a segunda aplicagdo em ne-
nhum dos grupos. O aumento foi estatisticamente significativo nos dias 1 e 3 apos cada aplicacao,
ou seja, M1, M3, M29 e M31 apresentaram diferenga estatistica em relagdo aos demais momentos.
Sendo que houve diferenca estatistica no MO e M28 entre grupo ALO LPS e os demais grupos (Fig.
3B). Os valores de leucécitos diminuiram para os de referéncia normal em todos os casos em até 7
dias.

3.5.3. Contagem de neutrofilos

Foi evidenciado um pico na contagem de neutrofilos em M1 e M29 em todas aplicacdes sem
haver diferenga estatistica entre a primeira e a segunda aplicagdo em nenhum dos grupos. O aumen-
to em articulacdes tratadas foi evidente no dia seguinte as aplicacdes, sendo estatisticamente signi-
ficativas para as duas aplicagdes (Fig.3C). Esse incremento de neutréfilos teve diminuigdo repentina
3 dias ap0s a aplicagdo e permaneceu baixo até atingir a faixa de referéncia normal .

4. Discussiao

Estudos recentes compararam a resposta imune apds inje¢des intra-articulares de células-
tronco mesenquimais autdlogas e alogénicas em equinos, tanto em articulacdes higidas (Pigott et
al., 2013; Carrade et al., 2012) quanto em articulacdes inflamadas (Williams et al., 2016). No entan-
to, a resposta imune humoral nao foi avaliada nesses estudos.

O presente estudo avaliou a resposta de anticorpos citotoxicos a repetidas aplicagdes de
CTMs alogénicas derivadas de membrana sinovial em articulagcdes higidas e inflamadas. Sabe-se
que as citocinas inflamatorias presentes no tecido lesado, como o interferon-y, regulam positiva-

mente a expressao de MHC em CTMs de equinos (Schnabel et al., 2014), o que pode provocar uma
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resposta imune a fim de que as CTMs sejam reconhecidas e rejeitadas, podendo levar a morte celu-
lar precoce. As respostas imunes as aplicacdes alogénicas podem ocorrer por meio de varias vias
que envolvem a imunidade inata e adaptativa.

Embora frequentemente citadas com grande capacidade imunomoduladora e consideradas
imuno privilegiadas in vitro, as CTMs alogénicas sdo agora consideradas imuno-evasivas in vivo
(Ankrum et al., 2014). Isso se deve a persisténcia reduzida de CTMs alogénicas a longo prazo (El-
Sawy et al., 2005; Grabie et al., 2003; Huang et al., 2010; Eliopoulos et al., 2005; Nauta et al.,
2006) ao aumento da produgdo de anticorpos (Isakova et al., 2010), ao aumento de infiltrados celu-
lares (El-Sawy et al., 2005; Grabie et al., 2003) e as respostas imunologicas celular e humoral (Pon-
celet et al., 2007; Badillo et al., 2007) que ocorrem apos administracdo de CTMs alogénica em
comparagdo com o transplante autdlogo. Assim, as respostas imunes poderiam impactar negativa-
mente a longevidade, a viabilidade e a eficacia celular (Ankrum et al., 2014; Pezzanite et al., 2015;
Berglund e Schnabel, 2017).

Os resultados deste estudo demonstram que aplicagdes de CTMs alogénicas derivadas de
membrana sinovial equina geraram resposta de anticorpos séricos tanto aplicados em articulagdes
higidas quanto em articulacdes inflamadas sem diferencas significativas entre elas. No entanto os
grupos de aplicagdes alogenicas apresentou diferenca estatistica em relacdo ao grupo AUTO. Além
de demonstrar que a incubacdo das CTMs do doador com o soro do receptor contendo anticorpos e
o complemento resultou na morte celular. Este achado corrobora com relatos anteriores, de que es-
tes anticorpos possam ser direcionados a antigenos especificos presentes na superficie das CTMs
(Berglund e Schnabel, 2017; Owens et al., 2016)

Apesar das citocinas do ambiente inflamado como o IFN-y, terem demonstrado in vitro que re-

gulam positivamente a expressdo de MHC em CTMs de equinos (Schnabel et al., 2014), fato que poderia

tornar mais precoce o reconhecimento e a rejei¢do das CTMs por uma resposta imune, neste experimento
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ndo foi demonstrado diferenca estatistica entre o grupo ALO e o grupo ALO LPS, oque indica a auséncia de

interferéncia direta na produgéo de anticorpos citotoxicos.

Além disso as taxas de microcitotoxicidade foram inferiores a um estudo que utilizou célu-
las tronco derivadas de medula 6ssea aplicadas pela via intradérmica (Berglund e Schnabel, 2017).
A via de aplicagdo em tecidos menos vascularizados pode ser um dos fatores responsaveis por esta
varia¢ao ja que apresentam diferencgas no influxo de células imunes. Outro fator seria a origem das
CTMs uma vez que as derivadas de membrana sinovial seriam oriundas de tecido mais préoximo ao
local de aplicacdo reduzindo assim efeitos adversos. Além disso o estudo anterior utilizou concen-
tracdo maior de células por aplicacdo, fator que pode também interferir na resposta imune. No en-
tanto, ainda ndo esta elucidado como o local do transplante, a origem das CTMs ou a dosagem das
células possam afetar a intensidade da resposta humoral.

Neste estudo, foram observados achados importantes. Primeiro, a producao de anticorpos
citotoxicos apods aplicagdes alogénicas. Segundo, reacdes inflamatoérias moderadas apos a aplicacao
de CTMs alogénicas e autdlogas (Williams et al., 2016; Ardanaz et al., 2016). Terceiro, apos as se-
gundas aplicagdes alogénicas com CTMs do mesmo doador os animais apresentaram efusao pro-
longada em comparag¢ao com as aplicacdes autdlogas e em relagdo a primeira aplicagdo. Sugerindo
assim, que repetidas aplicagdes alogénicas podem sensibilizar o receptor e, apesar de ndo gerarem
reacdes inflamatdrias exacerbadas, podem causar reagdes leves prolongadas, podendo de fato inter-
ferir ou até reduzir a eficacia da CTMs.

Embora a causa especifica da inflamagao produzida pela inje¢do CTMs derivadas de mem-
brana sinovial ainda seja desconhecida (Carrade et al., 2012), existem diferentes fatores que podem
ser considerados. Alguns pesquisadores apontam que qualquer inje¢do intra-articular pode causar
uma leve sinovite, ou mesmo pode causar reagao apos a aplicagdo articular de qualquer tipo de pro-
duto (Stashak, 2006). Outros pesquisadores sugerem que a resposta inflamatéria apos a administra-

¢ao de CTMs pode ser devida a sensibilidade das articulagcdes equinas higidas a introducao de cito-
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cinas pro-inflamatorias que podem estar presentes no cultivo de células, ou mesmo a substancias
quimicas biologicamente ativas presentes no meio de cultivo utilizado (Carrade et al., 2012). Re-
centemente, foi demonstrado que as CTMs alogénicas de equinos sdo capazes de desencadear res-
postas de anticorpos in vivo, que podem reagir a doadores de MHC diferentes (Pezzanite et al.,
2015). Podendo ser um dos fatores responsaveis por esta resposta inflamatoria.

Uma limitacdo deste estudo foi que o hapldtipo antigeno leucocitdrio equino (ELA) do
MHC dos grupos ¢ desconhecido, ou seja nao foi realizada a determinag@o soroldgica por tipagem
de microssatélites do DNA dos equinos doadores e receptores como realizado por Pezzanite et al.
(2015), desta forma nao podemos afirmar a real incompatibilidade entre os doadores e os recepto-
res. Pezzanite et al. (2015) demonstraram que cavalos que eram negativos para o antigeno ELA-A2
e receberam CTMs de doadores ELA-A2 positivos desenvolveram anticorpos especificos do ELA-
A2, o que sugere que as CTMs expressam ELA-A2 (Pezzanite et al., 2015). No entanto, ainda nao
foram determinados quais antigenos especificos de CTMs sdao os mais imunogénicos. Outra limita-
¢do seria a ndo confirmacao da depuragdo dos componentes xenogénicos do meio de cultivo princi-
palmente os componentes do soro fetal bovino, pois mesmo ap6s as 48h em cultivo sem soro fetal
bovino existe ainda a possibilidade de permanecerem residuos de seus componentes, podendo assim
esses componentes serem responsaveis por parte da reagdo inflamatdria transitoria. Desta forma o
estudo sustenta e corrobora para o entendimento do estado da arte da acdo imunogénica das CTMs
alogénicas destinadas ao transplante em articulagdes higidas e inflamadas. Sendo assim, até que a
resposta imune in vivo contra CTMs alogénicas seja melhor compreendida, estratégias devem ser
estudadas e desenvolvidas para prevenir a rejei¢do, principalmente no ambiente articular, ja que a
articulagdo sinovial ¢ uma estrutura inica, com mecanismo o imunoldgicos diferentes e barreira dis-
tinta em seu revestimento sinovial.

5. Conclusao
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Este estudo investigou a resposta imune ao transplante articular de CTMs alogénicas deriva-
das de membrana sinovial em equinos. Os resultados demostraram que as CTMs alogénicas foram
capazes de desencadear respostas de anticorpos citotoéxicos especificos contra as CTMs doadoras,
além de elucidar o aumento do infiltrado celular nas articulagdes sinoviais, sendo estes resultados
relevantes para a persisténcia das CTMs injetadas no ambiente articular. Portanto, a terapia de
CTMs alogénicas pode ser empregada com cautela, principalmente em repetidas aplicacdes na

mesma articulacdo, para assim se obter melhor potencial bioldgico desta terapia.
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FIG. 1 Imagens ultrassonograficas da articulag@o tibiotarsica apds aplicagdo de CTMs nos momentos 0, 1,3, 7 ¢
28. Apresentando aumento do liquido sinovial(*) e proliferagdo da membrana sinovial (seta). A distancia entre o
talus e a capsula articular foi medida em todos os momentos. Os sinais de sinovite foram bem evidentes nos dias
1 e 3 e reduziram progressivamente.



40

(o]
o
1

»
o
1

FN
o
1

Bl Ao
[ Alo LPS

Citotoxicidade(%)
N
o

So
1 L

MO M7 M14 M21 M28 M35 M42 M49 MS6

S 1]
o o
1 1

Citotoxicidade(%)
N
o

o
1

MO M7 M14 M21 M28 M35 M42 M49 MS6

H [=2] =]
o o o
1 1 1

Citotoxicidade(%)
N
o

o
1

MO M7 M14 M21 M28 M35 M42 M49 MS6

FIG. 2. A. Média + desvio padrao da porcentagem de citotoxicidade diluigdo puro. Diferenga estatistica
(p<0,0001) entre os momentos apenas do MO com os demais momentos nos grupos ALO ¢ ALO LPS.
B. Média + desvio padrdo da porcentagem de citotoxicidade diluicdo 1:2. C. Média + desvio padrao da
porcentagem de citotoxicidade diluigdo 1:16. B. e C. Diferenca estatistica (p<0,0001) entre os momen-

tos no MO e M7 no grupo ALO e ALO LPS. Comparando as médias da diluicao puro entre os gru-
pos, apenas o grupo Auto apresentou diferenca estatistica (p<0,0001) com os demais em todos
momentos.
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FIG. 3 A. Média = desvio padriao da proteina total do liquido sinovial. Diferenga estatistica entre o grupo
ALO LPS ¢ os demais grupos no M0 e M28 (P<0.0001). Diferenga estatistica entre os grupos AUTO e ALO
no M1, M3, M29 e M31. B. Média + desvio padrdao da contagem de células nucleadas do liquido sinovial.
C. Média + desvio padrdo da da contagem de neutrofilos segmentados do liquido sinovial. B. ¢ C. Nao
apresentaram diferencas estatisticas entre a primeira ¢ a segunda aplicagdo em nenhum dos grupos. O au-
mento foi estatisticamente significativo ap6s a aplicagdo em M1, M3, M29 e M31. Sendo que houve dife-
renga estatistica no MO e M28 entre o grupo ALO LPS ¢ os demais. D. Média + desvio padrio da distdncia
entre a superficie 6ssea do talus ate a capsula articular. O Grupo ALO apresentou diferenga entre MO e M28,
M1 e M29, M3 e M31, M7 e M35, M14 e M49. Apresentando aumento na segunda aplicacdo (P<0.005). O
grupo ALO LPS apresentou diferenca estatistica entre as aplicagdes, ou seja entre M0 e M28 e M3 e M31.
Apresentando aumento na segunda aplicagdo. Foi considerado diferenga estatistica quando P<0.05.



Tabela 1 Resultados do ensaio de microcitotoxicidade

Diluicdo do soro do animal receptor

Animal Grupo Dia/Momento Puro .1:2 . 1:16
Receptor
A Alo 0 0 0 0
A Alo 7 40 40 40
A Alo 14 50 50 40
A Alo 21 50 50 50
A Alo 28* 70 70 50
A Alo 35 70 60 50
A Alo 42 50 40 50
A Alo 49 40 40 50
A Alo 56 40 40 30
B Alo 0 0 0 0
B Alo 7 20 20 20
B Alo 14 30 30 30
B Alo 21 40 50 40
B Alo 28* 40 40 40
B Alo 35 50 40 40
B Alo 42 40 40 30
B Alo 49 40 40 30
B Alo 56 40 30 10
C Alo 0 0 0 0
C Alo 7 20 30 30
C Alo 14 20 20 10
C Alo 21 50 60 50
C Alo 28* 70 70 50
C Alo 35 70 70 50
C Alo 42 70 70 50
C Alo 49 60 70 50
C Alo 56 40 50 50




Tabela 1 Resultados do ensaio de microcitotoxicidade (continuacao)

O 6 6 6 06 6 6 & O mM M M M M M M =M =T M M m m m mMm M M M U U U U U U U O O

Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS

0

7
14
21
28*
35
42
49
56

14
21
28*
35
42
49
56

14
21
28*
35
42
49
56

14
21
28"
35
42
49
56

0
60
70
70
70
70
70
60
60
10
60
70
70
80
70
75
70
60

0
10
65
70
70
75
65
80
65
30
70
70
80
80
80
70
70
70

0
60
70
70
40
40
60
60
60
0
60
70
70
80
70
70
70
70
0
50
60
60
40
60
70
70
70
0
60
70
70
70
70
70
70
60

60
70
70
50
50
50
50
50

60
70
70
70
60
60
60
60

50
60
60
40
40
20
20
20

50
60
70
60
60
60
60
60
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Tabela 1 Resultados do ensaio de microcitotoxicidade (continuacao)

H

I I I I I I IT =T

A A A X X XA A XA AN L L0 0 O Qo @ @ o

Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS
Alo LPS

0

7
14
21
28*
35
42
49
56

14
21
28*
35
42
49
56

14
21
28*
35
42
49
56

14
21
28"
35
42
49
56

0
40
70
80
70
70
70
70
70
40
80
80
80
80
80
80
80
80
0
0
20
70
40
40
20
20
10
10
30
60
70
70
40
30
30
20

0
40
50
70
60
60
60
60
60
10
70
70
60
60
60
70
70
60

0

0
30
60
50
50
50
50
40

0
10
50
70
70
70
70
70
70

40
50
60
60
60
60
60
50

70
70
70
60
60
60
60
50

30
50
50
50
50
50
40

10
40
50
50
50
50
40
40
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Tabela 1 Resultados do ensaio de microcitotoxicidade (continuacao)

L Alo LPS 0 10 0 0
L Alo LPS 7 50 30 30
L Alo LPS 14 60 60 70
L Alo LPS 21 70 70 70
L Alo LPS 28* 70 50 60
L Alo LPS 35 40 60 70
L Alo LPS 42 30 60 40
L Alo LPS 49 30 40 40
L Alo LPS 56 20 40 40
M Auto (Controle) 0 0 0 0
M Auto (Controle) 7 0 0 0
M Auto (Controle) 14 0 0 0
M Auto (Controle) 21 0 0 0
M Auto (Controle) 28* 0 0 0
M Auto (Controle) 35 0 0 0
M Auto (Controle) 42 0 0 0
M Auto (Controle) 49 0 0 0
M Auto (Controle) 56 0 0 0
N Auto (Controle) 0 0 0 0
N Auto (Controle) 7 0 0 0
N Auto (Controle) 14 0 0 0
N Auto (Controle) 21 0 0 0
N Auto (Controle) 28 0 0 0
N Auto (Controle) 35 0 0 0
N Auto (Controle) 42 0 0 0
N Auto (Controle) 49 0 0 0
N Auto (Controle) 56 0 0 0
o Auto (Controle) 0 0 0 0
o Auto (Controle) 7 0 0 0
(o) Auto (Controle) 14 0 0 0
o Auto (Controle) 21 0 0 0
o Auto (Controle) 28 0 0 0
(o) Auto (Controle) 35 0 0 0
o Auto (Controle) 42 0 0 0
o Auto (Controle) 49 0 0 0
(0] Auto (Controle) 56 0 0 0

Dados relatados como a porcentagem de morte das CTMs doadoras. (*) Momento da segun-
da aplicacao.
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