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KRIECK A.M.T. Resposta de Anticorpos à Aplicação Intra-articular de Células Tronco Mesen-

quimais Alogênicas em Equinos. Botucatu, 2019. Dissertação de Mestrado. 42 Pág. Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia, Câmpus Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho”. 

RESUMO 

O transplante de células tronco mesenquimais (CTMs) em doenças articulares vem se demons-

trando eficaz. O objetivo desse estudo foi avaliar a resposta imune de repetidas aplicações intra-ar-

ticulares de CTMs alogênicas e a imunogenicidade destas, utilizando ensaios de microcitotoxicida-

de para avaliar as respostas de anticorpos citotoxicos dependentes de complemento. Quinze equinos 

adultos foram distribuídos aleatoriamente entre três grupos. Seis animais no grupo ALO onde arti-

culações hígidas receberam CTMs alogênicas, seis no grupo ALO LPS em que as articulações fo-

ram previamente inflamadas, pela indução experimental da sinovite com 0,5ng de LPS e três ani-

mais no grupo AUTO que foi mantido como controle negativo e receberam CTMs autólogas. Foram 

realizadas 2 aplicações na mesma articulação de células tronco mesenquimais derivadas de mem-

brana sinovial com intervalo de 4 semanas. Foram colhidas amostras seriadas nos 3 dias após cada 

aplicação e a cada 7 dias por 8 semanas do liquido sinovial para análise e soro sanguíneo para os 

ensaios de microcitotoxicidade e exame ultrassonográfico para avaliar efusão articular através da 

distancia entre a superfície do talus e a capsula articular. Para análise estatística foi utilizado os tes-

tes Two Way Repeated Measures ANOVA e teste  Turkey's. Foi evidenciada uma reação inflamató-

ria moderada pelo aumento da celularidade do liquido sinovial após as aplicações. Também, foi ob-

servado que após a segunda aplicação alogênica, as articulações apresentaram efusão até 28 dias 

após aplicação quando comparada às aplicações autólogas e em relação à primeira aplicação alogê-

nica. Foi observada a produção de anticorpos citotóxicos 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 

não foi observada a produção de anticorpos citotóxicos. Portanto os resultados demostraram que as 

CTMs alogênicas foram  capazes de desencadear respostas de anticorpos citotóxicos especificos 

contra as CTMs doadoras, além de elucidar o aumento do infiltrado celular nas articulações sinovi-

ais, assim, as respostas imunes poderiam impactar negativamente na longevidade, na viabilidade e 

na eficácia celular sendo estes resultados relevantes para utilização das CTMs injetadas no ambiente 

articular. Desta forma, a terapia de CTMs alogênicas deve ser empregada com cautela, principal-

mente em repetidas aplicações na mesma articulação, para assim se obter melhor potencial biológi-

co desta terapia. 

vi
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KRIECK A.M.T. Antibody Response to the Intraticular Application of Allogenic Mesenchymal 

Stem Cells in Horses. Botucatu, 2019. Master's Dissertation. Pages 42. Faculty of Veterinary Medi-

cine and Animal Science, Campus Botucatu, São Paulo State University “Júlio de Mesquita Filho”. 

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. 

vii
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CAPÍTULO 1  

1. Introdução

As estratégias terapêuticas atuais para o tratamento de doenças articulares são focadas ape-

nas na redução da dor, da inflamação e da lesão estrutural das articulações. A terapia celular tornou-

se um importante campo de pesquisa focado no desenvolvimento de tratamentos efetivos em resta-

belecer a função das estruturas articulares (Ilic e Polak, 2012). As células tronco mesenquimais 

(CTMs) são estudadas como uma possível ferramenta para a terapia celular, não só pelo seu poten-

cial de diferenciação, mas também por suas propriedades tróficas e imunomoduladoras (BARTHO-

LOMEW et al., 2002; ANKRUM et al., 2014). A secreção de fatores parácrinos é reconhecida como 

o mecanismo primário pelo qual as CTMs promovem um ambiente propício à reparação

(MURPHY, MONCIVAIS, & CAPLAN, 2013). Estes fatores atenuam as respostas imunes, estimu-

lam a angiogênese, reduzem a apoptose e promovem a diferenciação das células progenitoras locais. 

(DA SILVA MEIRELLES et al., 2009). 

Estudos prévios demonstraram a eficácia de aplicações intra-articulares de CTMs derivadas 

de medula óssea em equinos e em outros modelos experimentais (FERRIS et al., 2013; AGUNG et 

al., 2006; MCILWRAITH et al., 2011). Entretanto, a utilização de CTMs provenientes de membra-

na sinovial mostra-se promissora para doenças articulares devido a seu alto potencial proliferativo e 

condrogênico (DE BARI et al., 2001; SAKAGUCHI et al., 2005) além de ser uma fonte celular 

mais específica e próxima dos condrócitos (O’CONNELL, 2000; SAKAGUCHI et al., 2005; SHI-

RASAWA et al., 2006) 
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Recentemente, foram realizados numerosos estudos para avaliar a segurança da segurança 

no transplante de células tronco mesenquimais (CTMs) alogênicas em equinos em substituição às 

células autólogas (BRANDÃO 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 alogênicas 

apresenta a vantagem de uma aplicação imediata em lesões agudas, com células de qualidade co-

nhecida e quantidade suficiente, além de eliminarem a necessidade de aspiração de medula óssea, 

biópsia de membrana sinovial ou de tecido adiposo do próprio animal, evitando o atraso associado 

ao tempo de cultura e de expansão das células (ANKRUM et al., 2014). 

As CTMs alogênicas  já foram testadas sob diversas condições em equinos, sendo aplicadas 

uma única vez ou repetidas vezes (PIGOTT et al., 2013; BOONE, 2013; CARRADE et al., 2011). 

Embora tenha sido demonstrado que repetidas aplicações de CTMs podem ser benéficas em dife-

rentes modelos de enfermidades e vias de administração (VAN VELTHOVEN et al., 2010; HAT-

SUSHIKA et al., 2014) a reação humoral de repetidas administrações intra-articulares de CTMs 

alogênicas ainda não foi efetivamente avaliada. Portanto o presente estudo tem o objetivo de avaliar 

a segurança de repetidas aplicações intrarticulares alogênicas e sua imunogenicidade utilizando en-

saios de microcitotoxicidade para medir as respostas de anticorpos citotóxicos. 

2. Revisão de literatura

Inicialmente descobriram que as CTMs alogênicas eram capazes de inibir, in vitro, a prolife-

ração de linfócitos em reações mistas de leucócitos com complexo histocompatibilidade maior in-

compatível (LE BLANC et al., 2003). Sabe-se que as CTMs produzem uma variedade de citocinas 

imunomoduladoras, incluindo fator de crescimento transformador-β1, indoleamina-2,3-dioxigenase, 

síntese induzida de óxido nítrico 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 alogênicos, sem preocupação com a rejeição imunológica (LE BLANC et al., 2003).  
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Embora a terapia com CTM alogênica seja considerada segura (LALU et al., 2012), houve 

relatos de eventos clínicos incluindo aumento de celularidade sinovial e da contagem total de célu-

las nucleadas após injeção intra-articular de CTMs alogênicas 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 incompatíveis ao receptor induziram respostas imunes celular e humoral levando à rejei-

ção dos transplantes (ELIOPOULOS & STAGG, 2005; NAUTA et al., 2006; PEZZANITE et al., 

2015; ZANGI et al., 2009). 

A ausência de uma resposta imune local não exclui uma resposta sistêmica e não mede se há 

uma resposta específica, portanto, apenas a avaliação local (calor, aumento de volume e infiltrado 

de células inflamatórias) não é suficientes para indicar uma resposta imune à aplicação de CTMs. 

Da mesma forma, sinais clínicos evidentes como febre ou anafilaxia não foram correlacionados 

com respostas imunes ou rejeição das CTMs alogênicas (OWENS et al., 2016; PEZZANITE et al., 

2015) 

A avaliação 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 citotóxicos no soro. O 

ensaio padrão de microcitotoxicidade de um ou dois estágios utilizam eosina ou corante fluorescen-

te para detectar citotoxicidade dependente de complemento e mediada por anticorpos após a incu-

bação de soros dos receptores com CTMs ou leucócitos do sangue periférico dos dadores acrescido 

de complemento de coelho (MCCLOSKEY et al., 1993; PEZZANITE et al., 2015). Devido à sim-

plicidade deste ensaio, ele pode ser realizado utilizando células e soro de organismos que não pos-

suam os reagentes comerciais disponíveis para humanos, como é o caso dos equinos. Esses anticor-
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pos específicos podem também ser detectados incubando-se CTMs de doadores ou leucócitos com 

soro dos receptores marcados com anticorpos secundários anti-IgG ou anti-IgM para avaliar por ci-

tometria de fluxo (BADILLO et al., 2007). Entretanto, este ensaio não determina a funcionalidade 

dos anticorpos como ocorre no ensaio anterior. 

O sucesso de qualquer transplante está na capacidade de controlar a resposta imune, permi-

tindo a adaptação do transplante fim de evitar a sua rejeição. Os principais genes responsáveis pelo 

reconhecimento de antígenos externos no cavalo estão localizados no cromossomo 20 que também 

é chamado de Antígeno Leucocitário Equino (Equine Leukocyte Antigen - ELA). ELA é uma região 

do genoma de vertebrados que contém os genes que são transcritos e traduzidos para produzir a 

maioria das proteínas imunes do organismo. Essas moléculas produzidas medeiam as interações en-

tre células imunes, células teciduais e patógenos. As mais conhecidas e proeminentes destas proteí-

nas são as proteínas de superfície celular MHC classe I e classe II (ABBAS & LICHTMANN 

2003). 

As proteínas do MHC de classe I são apresentadas em todas as células saudáveis do corpo e 

agem para ajudar o organismo a diferenciar células saudáveis de células infectadas ou cancerosas. 

As proteínas de superfície de classe II do MHC são usadas por células imunes, mais especificamen-

te linfócitos T, células dendrídicas e macrófagos para reconhecer partículas estranhas, como proteí-

nas ou antígenos (RODEY et al.,1997). 

As CTMs derivadas de medula óssea de equinos são consideradas positivas para a expressão 

de MHC classe I, mas são heterogêneas para a expressão 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 óssea, o número de passagens e a exposição ao interferon gama. Portanto as 

CTMs negativas para MHC II poderiam potencialmente aumentar a expressão de MHC II se im-
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plantadas em uma área de inflamação ativa, como demonstrado na estimulação in vitro com Interfe-

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

A sinovite tem sido relacionada à ativação do sistema imune inato, causando liberação de 

citocinas como o IFN-γ) e o fator de necrose tumoral (TNF-α) (LAM et al., 2000; SUTTON et al., 

2009). Desta forma a aplicação de CTMs alogênicas em articulações inflamadas podem alterar a 

expressão de MHC II e por consequência a resposta imune, já que as CTMs de MHC II positivas 

estimulam a proliferação de células T in vitro via sistema de reações de leucócitos (SCHNABEL  et 

al., 2014). 

Em equinos as aplicações de CTMs alogênicas incompatíveis, ou seja, que apresentam ha-

plótipo de ELA diferentes, propiciam a formação de anticorpos específicos contra as CTMs do doa-

dor (OWENS et al., 2016), mesmo em aplicações de CTMs negativas para MHC II (PEZZANITE 

et al., 2015). Embora o reconhecimento imune por anticorpos possa prejudicar as CTMs transplan-

tadas, diminuindo o tempo de sobrevivência e reduzindo a eficácia terapêutica, atualmente não há 

dados na literatura para afirmar que ocorra da mesma forma no ambiente articular saudável ou in-

flamado. 

Porém, há evidências que em camundongos as CTMs alogênicas de MHC incompatíveis são 

induzidas à destruição pelo sistema imune do destinatário e não persistam no organismo do recep-

tor, enquanto as CTMs alogênicas de MHC compatíveis ou autólogas persistem (ZANGI et al 2009; 

ELIOPOULOS et al 2005). Adicionalmente, em ensaios de microcitotoxicidade, as CTMs alogêni-

cas incompatíveis não foram capazes de se proteger de uma resposta imune humoral direcionada e 

podem ser potencialmente mortas por essa resposta de anticorpos citotóxicos.  

Os estudos atuais em equinos sustentam que as CTMs alogênicas são rejeitadas in vivo, com 

isso estratégias para reduzir a imunogenicidade e aumentar a capacidade das CTMs de evitar res-



�13

postas imunes devem ser investigadas para aumentar a sobrevida celular (BERGLUND & SCH-

NABEL, 2016). A compreensão do complexo de resposta imune à aplicação intra-articular de 

CTMs alogênicas em articulações hígidas e inflamadas é fundamental, já que a articulação sinovial 

é uma estrutura única, com composição imunológica diferente e barreira distinta de revestimento 

sinovial. 
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