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BRANDAO, J.S. Avaliacdo da resposta inflamatoria local apés aplicagado de
células tronco mesenquimais alogénicas em tendao flexor digital
superficial de equinos. Botucatu, 2016. Paginas 44p. Dissertacdo (Mestrado)
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O tendao flexor digital superficial (TFDS) é uma estrutura importante para a
espécie equina e para animais de alto desempenho atlético. Atualmente, a
medicina regenerativa vem evoluindo de forma significativa no tratamento de
diversas enfermidades, no entanto, 0 entendimento a respeito do
comportamento celular quando do transplante de células tronco mesenquimais
(CTMs) em tecido higido ainda ndo é completamente conhecido. Sendo assim,
este trabalho tem como objetivo a avaliacdo da resposta inflamatdria local apos
aplicacdo de células tronco mesenquimais alogénicas derivadas do tecido
adiposo (AdCTMs) em tenddo equino comparado ao transplante autélogo e ao
grupo controle. Para isso, 18 membros toracicos de 9 animais, divididos em trés
grupos, foram submetidos a aplicacao de AdCTMs em tend&o higido, sendo que
em Galog os animais receberam aplicacdo de AdCTMs alogénicas no membro
toracico (MT); em Gauto, aplicacdo de células autdlogas no MT e em Gcont
aplicou-se o PBS como grupo controle. Esses animais foram avaliados por
parametros fisicos, exames ultrassonograficos e termograficos até o0 momento
da bidpsia, que foi realizada uma semana apdés aplicacdo das células autélogas
e alogénicas para avaliar a possivel reacao inflamatéria aguda, decorrente do
implante de células no tecido tendineo. O transplante alogénico de CTMs nao
resultou em reacao adversa ou inflamatéria que comprometesse o0 uso dessas
células, elucidando a sua seguranca neste trabalho. O seu comportamento
mostrou-se semelhante ao implante autélogo, sendo assim, a formacdo de

bancos de células alogénicas pode ser favoravel e seguro.

Palavras-chave: alogénica; reacao imunoldgica; células tronco mesenquimais;
inflamac&o; equino.
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BRANDAO, J.S. The local inflammatory response evaluation in equine
superficial digital flexor tendon after allogeneic mesenchymal stem cell
application. Botucatu, 2016. Pages 44p. Dissertation (Master) — School of
Veterinary Medicine and Animal Science, Sao Paulo State University, Botucatu.

ABSTRACT

The superficial digital flexor tendon (SDFT) is an important structure for
the equine species and for high performance animals. Currently, regenerative
medicine has evolved significantly in the treatment of several diseases, even
though the cellular behavior during the implantation of mesenchymal stem cells
in healthy tissue is not completely known, despite the fact that it has been
tirelessly studied in the last few years. This study aims to evaluate and compare
the local inflammatory response upon injection in equine tendon of either
allogeneic and autologous mesenchymal stem cells derived from adipose tissue
(AdMSC). For this purpose, 18 forelimbs, 9 animals were submitted to the
application of AMSC in healthy tendon, which were divided into 3 groups: in
Galog the animals received application of allogeneic ADMSC in the thoracic
member; in Gauto, autologous AAMSC were injected in the thoracic member; in
Gceont, PBS was implanted as control group. These animals were evaluated
through physical exams, ultrasound, and thermography up until the moment of
the biopsy, which was performed a week after the application of AAMSC in order
to evaluate the inflammatory response due to the implantation of the cells in the
tendinous tissue. Biopsy samples were taken to histopathology and
immunohistochemistry in order to evaluate the actions of allogeneic AMSC. The
allogeneic MSCs implantation did not result in adverse or inflammatory reaction
which could compromise the use of these cells, elucidating their safety in this
work. Their behavior was similar to autologous implant, and thus the formation of

allogeneic cell banks could be favorable and safe.

Keywords: allogeneic; immunologic reaction; mesenchymal stem cells;

inflammation; equine.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A tendinite do flexor digital superficial € uma das lesdes mais comuns em
equinos de alto desempenho atlético, o que compromete a carreira desse animal,
resultando em grande perda econdmica. Atualmente, com o advento da
biotecnologia, a medicina regenerativa vem evoluindo de forma significativa em
diversos tratamentos e varias formas terapéuticas tém contribuido para o
restabelecimento da morfofisiologia tendinea. A literatura igualmente refere
trabalhos promissores empregando a terapia celular autéloga na tendinite de
equinos.

A maioria dos estudos sobre o comportamento das células tronco
mesenquimais (CTMs) é realizado em modelos de leséo tecidual, porém a
avaliacdo destas, quando aplicadas em tecido higido faz-se necessario para
compreender melhor a terapia celular.

A resposta tecidual primaria a uma lesdo pode ser a inflamacédo e/ou
ativacao e proliferagdo celular local. A inflamagéao celular ocorre na fase precoce
da lesdo equina de ocorréncia natural evoluindo para um mecanismo de
resolucdo ou a continuidade deste processo inflamatorio. Os desafios atuais
incluem diferenciar os efeitos benéficos e prejudiciais da inflamacao e a resposta
celular local (SMITH E MCLLWRAITH, 2014).

A literatura expde diversas competéncias positivas inerentes as CTMs.
Sabe-se que essas células além de apresentarem capacidade de expanséao e de
diferenciacdo, possuem efeito quimiotaxico e possivelmente sdo capazes de
realizar imunomodulagéo local (YAMADA et al., 2013).

O desenvolvimento de um banco de tecido alogénico de CTMs para
aplicacoes terapéuticas permitira o uso da terapia celular em lesdes agudas ao
invés de se limitar & espera do tempo inerente ao cultivo de células autélogas.
Além disso, as CTMs podem ser fenotipadas e cariotipadas antes da
administragdo, de modo que as células com habilidade imunomodulatoria e
capacidade proliferativa desejavel possam ser selecionadas para aplicacdes
terapéuticas (CARRADE et al., 2011). Sendo assim, testes de imuno-reatividade

das CTMs alogénicas sdo extremamente relevantes para garantirmos a



seguranca da terapéutica e muitos estudos ainda precisam ser realizados para
a compreensdo do real comportamento das células tronco no local de aplicacéo.

A aplicacdo de CTMs alogénicas em um tecido hospedeiro integro
possibilitaria a avaliacdo da reacao inflamatéria local apos o transplante destas
células sem que haja interacdo de outros fatores, demonstrando que as
possiveis alteracfes foram realmente geradas pelo transplante celular (GALA et
al., 2013).

REVISAO DE LITERATURA

O tendao flexor digital superficial (TFDS) € uma estrutura importante para
a espécie equina e para animais de alto desempenho atlético uma vez que
transfere a forgca biomecéanica dos musculos para 0s 0ssos, promovendo a
movimentacdo do esqueleto. As lesdes tendineas constituem importantes
enfermidades que acometem equinos atletas e podem resultar no afastamento
desses animais das atividades esportivas por um longo periodo ou até mesmo
no término precoce de sua carreira. O tempo de evolucao € longo e a cicatrizacao
€ reparadora e nao regeneradora. Essa caracteristica resulta em prejuizos a
resisténcia e elasticidade tendinea que possuem funcéo reduzida, podendo
ocorrer recidiva do processo (ALVES et al., 2013).

O tratamento comumente aplicado nas tendinopatias consta na aplicacéo
de anti-inflamatdrios sistémicos e locais, crioterapia topica (gelo e hidroterapia),
diversos métodos fisioterapéuticos e terapia celular, em casos indicados. Com a
descoberta do potencial de diferenciacado das células tronco, tem-se explorado
sua aplicacdo terapéutica em enfermidades complexas ou lesdes de dificil
cicatrizagdo, como por exemplo, a tendinite. As CTMs sé&o facilmente isoladas e
expandidas in vitro, 0 que faz com que estas sejam alvos promissores para
aplicacdo em ensaios clinicos, objetivando a medicina regenerativa, terapia
celular e engenharia de tecidos (ALBERTS et al., 2004).

As fontes de CTMs disponiveis sdo: tecido adiposo, medula éssea,
sangue periférico, sangue e matriz do cordao umbilical, tenddo (ALVES et al.,
2013). Dentre as possiveis fontes das CTMs, a medula 6ssea é considerada
importante, todavia outras fontes como, por exemplo, o tecido adiposo,

apresentam caracteristicas interessantes como maior numero de CTMs viaveis



com altas taxas de migracéo, proliferacdo e diferenciacédo celular, tornando-a
assim uma conveniente fonte de células progenitoras (BURK et al., 2012; HONG
et al. 2006).

Em estudo recente do nosso grupo de pesquisa em medicina
regenerativa, onde utilizamos CTMs derivadas do tecido adiposo associado ao
plasma rico em plaquetas para a terapia da tendinite experimentalmente
induzida, apo6s 14 dias da inducdo da lesdo, observamos diminuicdo da
inflamacéo e prevencdo quanto a progressao da lesédo tendinea nos animais
tratados, demonstrado por Carvalho (2012) e Carvalho et al.,, (2013).
Possivelmente esse resultado foi devido a acdo imunomoduladora apresentada
pela associacdo terapéutica. Anderson e Bluestone (2005); Seo et al., (2006) e
Frassoni et al., (2008) relataram, em estudos com pacientes portadores de
doencas auto-imunes, que as CTMs promovem imunossupressdo local e
estimulam os mecanismos de regeneracdo através de efeitos paracrinos que
envolvem a producdo de moléculas anti-inflamatérias, imuno-reguladoras e
fatores de crescimento angiogénicos.

Em estudo piloto, Guest et al., (2008) avaliaram a aplicacdo de CTMs em
lesdes induzidas cirurgicamente no TFDS, no qual as células foram incubadas
com proteina fluorescente e posteriormente aplicadas na lesdo do TFDS sete
dias apos a cirurgia. Foi observada a presenca das CTMs no tendao,
independentemente do implante consistir em células alogénicas ou autélogas e
o transplante destas nao resultou em diferenca entre os tratamentos quanto a
densidade local de leucécitos.

Analises de amostras de TFDS equino submetidos a lesdes de ocorréncia
natural demonstraram imunocoloracdo positiva para os mediadores pro-
inflamatérios IL-1 alfa, IL-1 beta, TNF-alfa e interferon gama, embora o efeito da
fase de lesé@o (aguda ou cronica) nao tenha sido investigado. Pesquisas mais
recentes tém mostrado que os componentes da inflamac¢do sdo muito ativos
durante a fase inicial da lesdo do tenddo equino (menos de 6 semanas pos-
lesdo), demonstrado pela presenca de macréfagos polarizados que produzem
os mediadores inflamatérios (DAKIN et al., 2013).

Em estudos realizados em camundongos com distrofia muscular
constatou-se que o implante de CTMs influenciou diretamente 0 mecanismo que

inicia a inflamag&o no musculo distréfico. Foi observado que os animais tratados



com CTMs apresentaram aumento da vasculariza¢do, reducéo de tecido fibroso,
diminuicao da inflamacgéo e preservacao da massa muscular. Ainda, com o intuito
de avaliar a acao terapéutica dessas células em doencas cronico-inflamatorias,
observou-se que nos musculos tratados, onde foram utilizados marcadores
especificos para a avaliacdo de resposta imune, houve uma reducéo de citocinas
pro-inflamatérias (como TNF e IL-6) e espécies reativas de oxigénio, aumento
de citocinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-10 e macrofagos (PINHEIRO, 2011).

O transplante imediato das CTMs na fase aguda, seria indicado ja que
essas células possuem notavel potencial imunomodulador, sendo capazes de
expressar moléculas anti-inflamatérias como a IL-10, o antagonista de IL-1 (IL-
1ra), indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), TGF-3 e PGE2 (YAMADA et a., 2013).
De fato, o fen6tipo imune das CTMs (descrito como MHC I+, MHC II-, CD40-,
CD80-, CD86-) é avaliado como nao imunogénico e, consequentemente, o
transplante em um hospedeiro alogénico ndo requereria imunossupressao, ja
gue nédo causaria reacao indesejavel (DI NICOLA, 2002; LE BLANC, 2008).

Os mecanismos que compdem os efeitos anti-inflamatorios das CTMs e
favorecem o reparo tendineo sdo: o aumento das quimiocinas, supressao de
secrecdo de citocinas a partir de células dendriticas, reducédo dos efeitos dos
linfécitos T e das células “natural killer” (NK), dados em conjunto que ressaltam
seu potente efeito anti-inflamatério ou imunossupressor. Em funcéo dos efeitos
imunomoduladores das CTMs, essas células estdo sendo utilizadas em estudos
clinicos da doenca do enxerto contra o hospedeiro, uma condi¢cao que pode ser
fatal apOs o transplante de 6rgaos (NIXON et al., 2012).

Em estudos realizados com o transplante de células geneticamente
modificadas, obteve-se resposta favoravel em babuinos, observando auséncia
de rejeicdo. Em relatos na medicina humana com a utilizagdo de CTMs
alogénicas para enxertos, o mecanismo exato pelo qual as CTMs escapam do
sistema imune ainda é pouco claro (SCHUSTER et al., 2008). Apesar do grande
interesse pelas CTMs, suas caracteristicas imunomoduladoras ainda precisam
ser investigadas.

Yan et al.,, (2014) demonstraram que as CTMs contribuem para a
capacidade imunomoduladora das células T reguladoras (Tregs) aumentando
seu potencial supressor, ou seja, as CTMs elevam a producéo de IL-10 e TGF

beta-1 em co-culturas aumentando a regulacao de células “Tregs” de superficie.



Como se sabe, IL-10 e TGF beta-1 sdo citocinas anti-inflamatérias que atuam
ativamente no sistema imunossupressor e sdo potentes inibidores ndo apenas
liberados a partir de CTMs, mas também a partir de “Tregs” e tém producao
dependente do contato entre “Tregs” e CTMs.

O numero de injecdes que eventualmente podem desencadear uma
resposta imune celular local € desconhecido, contudo o estudo realizado por
Carrade et al., (2011) elucidou diversos aspectos. Eles avaliaram a aplicacao de
injecdes intradérmicas de células alogénicas de equinos derivadas do cordao
umbilical (CdCTMs) e observaram que essas injecfes foram bem toleradas e
nao provocaram reacdes de hipersensibilidade imediatas ou retardadas. Os
equinos ndo apresentaram evidéncias clinicas de resposta sistémica, resposta
negativa para mudltiplas injecdes intradérmicas de CTMs, evidenciado pela
frequéncia cardiaca, temperatura e frequéncia respiratéria, bem como ndo houve
evidéncia de rejeicdo aguda as células em qualquer equino.

Carrade et al., (2011) também defenderam que a injecéo intradérmica de
células alogénicas, apesar da expressdo de MHC |, ndo provoca a rejeicao
aguda do enxerto ou uma resposta de hipersensibilidade célula-mediada do tipo
retardada. Observaram uma discreta resposta dérmica morfo-histopatoldgica
para a injecdo de células alogénicas em comparacédo com a solucédo salina, no
entanto essa resposta foi limitada e de auto-resolucdo. Além disso, a
administragdo de duas doses de CdCTMs alogénicas nao estimularam ou
suprimiram a proliferacdo de células T ex vivo. Esses dados sugerem que as
CdCTMs alogénicas de um equino podem ser administradas em pelo menos
duas ocasides sem desencadear uma resposta imune celular mensuravel.

Diversos experimentos clinicos com células alogénicas em animais e no
homem estédo sendo realizados baseados na premissa de que estas células sédo
caracterizadas como sendo imunotolerantes. No entanto, evidéncias indicam
que elas podem provocar reacdo imune local, principalmente quando
implantadas em tecido inflamado, tal como infarto do miocardio agudo. Andlises
histopatoldégicas mostraram a presenca de reacOes inflamatorias linfo-
histiociticas no local do implante de células alogénicas (BUJA e VELA, 2010).
Dhingra et al., (2010) explicaram que as lesdes cardiacas ativam mecanismos
imune inatos, iniciando uma reacdo inflamatoria e levam ao recrutamento

quimiotatico de leucécitos inflamatoérios. Dessa forma, as células implantadas



enfrentam respostas imunitarias do hospedeiro, inata e adaptativa, e a sua
viabilidade depende da capacidade de evadir da rejeicdo das células imunitérias.

As CTMs autélogas tém se mostrado comprovadamente seguras na fase
| e Il de ensaios clinicos em pacientes que sofreram infarto do miocardio,
entretanto sua eficicia é limitada em pacientes idosos. A fase inicial | e Il do
estudo clinico usando CTMs alogénicas em pacientes com infarto do miocardio
agudo, por sua vez, foi segura e ndo foram observados efeitos colaterais. No
entanto, a seguranca e eficacia de células alogénicas em longo prazo ainda néo
esta bem estabelecida (DHINGRA, et al. 2010).

O transplante alogénico de CTMs tem sido sugerido por ser seguro, mas
pouco se sabe sobre a sua sobrevivéncia in vivo. Dados pré-clinicos mostraram
que as CTMs alogénicas perdem sua vantagem imunoldgica seguindo a
diferenciacdo, sugerindo que o transplante de CTMs pode ser rejeitado pelo
tecido, limitando seu beneficio a longo prazo. Abordar a questdo da perda do
privilégio imunitario das CTMs podera permitir o uso bem sucedido das CTMs
alogénicas para a regeneracdo cardiaca (DHINGRA, et al. 2010) e outros
sistemas do organismo.

Autores entusiastas afirmam que a utilizagcdo de CTMs alogénicas pode
ser uma terapia alternativa uma vez que nao promove reacao alérgica a resposta
imunoldgica ou rejeicdo. Além disso, essa terapia ainda ndo foi associada com
o desenvolvimento de tumores (DIEZ-TEJEDOR et al., 2014).

As CTMs alogénicas oferecem vantagens em relacdo as autélogas,
incluindo alto potencial regenerativo e disponibilidade para uso clinico sem o
atraso requerido pela expanséo dessas células. Em varios estudos pré-clinicos,
as células alogénicas foram bem sucedidas na regeneracdo do miocéardio e o
transplante de CTMs resultou na melhora da funcao cardiaca precoce. Contudo,
a capacidade em longo prazo das CTMs alogénicas para preservarem a funcéo
cardiaca é limitada devido a uma transicdo de uma imunidade privilegiada a um
fendtipo imunogénico apos a diferenciacao celular (DHINGRA, et al. 2010).

A justificativa para o uso do implante de CTMs alogénicas na tendinite
equina é que se pode fazer o uso de células mantidas em cultura obtidas a partir
de equinos doadores (tratamento alogénico), oferecendo a vantagem de um
tratamento mais rapido com a utilizacdo de uma populacéo celular homogénea

e com capacidade de diferenciagdo comprovada (BORJESSON et al., 2011).



Além disso, é possivel o desenvolvimento de um banco de tecido alogénico de
CTMs para aplicacoes terapéuticas, permitindo a utilizacdo dessa terapia celular
em lesBes agudas ao invés de se limitar aos atrasos inerentes a cultura de CTMs
autdlogas, ja que atualmente, o implante de CTMs € realizado na fase
proliferativa da lesdo tendinea (ao redor da terceira semana apoés o inicio da
leséo), a fim de possibilitar o cultivo e expanséo dessas células, necessérios
para atingir o efeito biolégico esperado. Com um eventual uso de células

alogénicas, poderiamos reduzir este tempo do transplante na leséo.
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