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SANTOS, V. H. Potencial de imunomodulacédo e reparacdo das células
tronco mesenquimais derivadas da membrana sinovial e encapsuladas em
hidrogel de alginato em lesdes articulares induzidas experimentalmente em
equinos. Botucatu, 2020, 90p. Tese - Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho, FMVZ - Campus de Botucatu.

RESUMO

A alta casuistica e os desafios encontrado no tratamento da osteoartrite (OA) em
equinos, tem impulsionado a comunidade cientifica na busca do tratamento mais
efetivo. As células tronco mesenquimais derivadas de membrana sinovial
(CTMwms) tem apresentado resultados promissores no tratamento de lesGes
articulares, especialmente por seu potencial de imunomodulacéo e reparacéao,
mas que necessita de melhor compreensdo. Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar as caracteristicas da imunomodulacao e reparacdo apos a
aplicagcéo intra-articular das CTMws livres e encapsuladas em hidrogel de
alginato em lesdes articulares induzidas em equinos. Lesdes condrais foram
realizadas na troclea medial do talus em quinze cavalos. No dia da inducdo os
animais foram divididos em trés grupos. Os grupos foram divididos em CTMws
encapsulada, CTMws livres e controle. Foram realizadas avalia¢des clinicas,
analise citologica, quimica e dosagem de citocinas no liquido sinovial (IL-1, IL-
10, IL-6, INF-Y, TNF «a, Substancia P, amildide sérica A, TGFB, IGF e PGE2),
antes do defeito e 24, 48, 96, 168 e 336 horas. Apos 150 dias da instituicdo dos
tratamentos, foram realizadas avaliacdo in situ através da cirurgia artroscopica
utilizando os escores ICRS e coletamos material para analise histolégica escore
de O’Driscoll e imunohistoquimica para colageno tipo Il. O tratamento com
CTMuws seja ela livre ou encapsulada reduziu o processo inflamatorio articular. O
grupo CTMwms encapsulada apresentou maior processo inflamatério inicial
comparado com os demais grupos, em funcéo do elevado nimero de neutrofilos,
macroéfagos, IL-6, IL-10, TNFa e INF-Y. Na avaliacdo in situ da reparagdo da
cartilagem, foi observado diferenca estatistica na avaliacao global de reparo no
CTMwms encapsulada. Na analise macroscopica coradas com hematoxilina-
eosina e azul de toluidina, o CTMwms encapsulada e CTMws livre, demonstraram
diferentes graus da formacao de fibrocartilagem, maior quantidade no CTMws
livre, no entanto as caracteristicas morfolégicas foram semelhantes a cartilagem

nativa. As CTMwms encapsuladas em hidrogel de alginato demonstram ter maior



potencial de imunomodulacéo por reduzir a contagem de linfocitos e macréfagos,
aumentar a IL-10 e IL-6 no liquido sinovial, o que contribuiu de forma mais eficaz
para o controle da inflamacao e na reparacdo quando comparado ao grupo de
CTMus livres, provavelmente devido ao maior tempo de permanéncia das células

encapsuladas dentro da articulacéo.

Palavras-chave: cavalos; inflamacéo; osteoartrite; terapia celular; engenharia
tecidual.



SANTOS, V. H. Potential for immunomodulation and repair of the
Mesenchymal Stem Cells derived from the synovial membrane and
encapsulated in alginate hydrogel in experimentally induced joint lesions
in equine. Botucatu, 2020, 90p. Tese (Doutorado) - Universidade Estadual
Paulista. Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, FMVZ -
Campus de Botucatu.

ABSTRACT
The high casuistry and the challenges encountered in the treatment of

osteoarthritis (OA) in horses has driven the scientific community in the search for
the most effective treatment. Mesenchymal stem cells derived from synovial
membrane (MSCsm) have shown promising results in the treatment of joint
lesions, especially for their potential for immunomodulation and repair, but need
better understanding. Therefore, the objective of this work was to evaluate the
characteristics of immunomodulation and repair after the intra-articular
application of free and encapsulated MSCswm in alginate hydrogel in equine
induced joint lesions. Chondral lesions were performed in the medial trochlea of
the talus in fifteen horses. On the day of induction the animals were divided into
three groups. The groups were divided into encapsulated MSCsw, free MSCswm
and control. Clinical evaluations, cytological analysis, chemistry and cytokine
dosage in the synovial fluid (IL-1, IL-10, IL-6, INF-Y, TNF a, Substance P, amyloid
serum A, TGFB, IGF and PGE2) were performed before the defect and 24, 48,
96, 168 and 336 hours. After 150 days from the institution of treatment, in situ
evaluation was performed through arthroscopic surgery using the ICRS scores
and we collected material for histological analysis O'Driscoll score and
immunohistochemistry for collagen type Il. The treatment with MSCsw, either free
or encapsulated, reduced the joint inflammatory process. The encapsulated
MSCswm group presented a greater initial inflammatory process compared to the
other groups, due to the high number of neutrophils, macrophages, IL-6, IL-10,
TNFa and INF-Y. In the in situ evaluation of the cartilage repair, a statistical
difference was observed in the global evaluation of the encapsulated MSCswm
repair. In the macroscopic analysis stained with hematoxylin-eosin and toluidine
blue, the encapsulated MSCswm and free MSCsvw demonstrated different degrees
of fibrocartilage formation, greater amount in free MSCsw, however the

morphological characteristics were similar to native cartilage. The MSCsum



encapsulated in alginate hydrogel showed higher immunomodulation potential by
reducing the lymphocyte and macrophage counts, increasing the IL-10 and IL-6
in the synovial fluid, which contributed more effectively to the control of
inflammation and repair when compared to the group of free MSCswm, probably

due to the longer stay of the encapsulated cells inside the joint.

Keywords: horses; inflammation; osteoarthritis; cell therapy; bioengineering.



CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) € a principal causa de baixo desempenho e a retirada
precoce dos equinos das atividades esportivas (FRISBIE et al., 2007; FRISBIE,
2012; BROSSI et al., 2015; SOUZA, 2016; COLBATH et al., 2017). Acomete os
componentes articulares, gerando grandes prejuizos econdémicos para o
mercado do cavalo atleta, por se tratar de uma doenca altamente incapacitante
e de tratamento complexo (FRISBIE et al.,, 2007; SUTTON et al., 2009;
SCANZELLO; GOLDRING, 2012; MONTEIRO; BETTENCOURT; LEPAGE,
2015).

Nos ultimos anos diversos pesquisadores estudaram as diferentes
técnicas para obter eficicia no tratamento da osteoartrite (FRISBIE et al., 2007;
YAMADA et al., 2016), incluindo a estimulacdo da medula 6ssea, alo enxertos,
auto enxertos de cartilagem, juntamente com a bioengenharia tecidual. No
entanto, os resultados obtidos ndo s&o completamente satisfatorios, por
resultarem no desenvolvimento de fibrocartilagem que apresenta propriedades
mecanicas inferiores ao tecido nativo (SCHMIDT; CHEN; LYNCH, 2006; HUEY;
HU; ATHANASIOU, 2012; SATUE et al., 2019), mas reduz a dor e a destruicdo
articular (YAMADA et al., 2013; MADEIRA et al., 2015).

Diante disso, a utilizacdo das células tronco mesenquimais (CTM)
evidenciou resultados promissores na aplicagao intra-articular (VINATIER et al.,
2009). Atuando na diminuicdo da formacéao de fibrocartilagem e interrupgcéo do
ciclo inflamatério articular por liberar substancias anti-inflamatorias e pro-
inflamatorias (IL 10, IL 1ra, TGF-B, PGE2, IL-6 e TNFa) (SHI et al., 2012; VAN
LENT; VAN DEN BERG, 2013; YAMADA et al., 2013), resultados que
corroboram com as técnicas cirargicas habituais atualmente disponiveis
(MCILWRAITH; FRISBIE; KAWCAK, 2012; YAMADA et al.,, 2013, 2016;
ANDERSON et al., 2014).

Inimeras fontes de CTMs sdo descritas, mas em especial as células
tronco mesenquimais derivavas da membrana sinovial (CTMwms) demonstram
superioridade no potencial de diferenciacdo condrégenica, por ser considerada

fonte tecidual especifica além de apresentar comprovado potencial
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condrogénico e de expansdo, além de ser obtida por técnicas minimamente
invasivas, 0 que faz dela uma excelente alternativa terapéutica (SAKAGUCHI et
al., 2005; LEE et al., 2013).

O método de aplicacdo da CTM deve garantir o melhor desempenho das
CTM no local da lesdo (NOTH; STEINERT; TUAN, 2008). O encapsulamento
com hidrogel de alginato (HA) demonstrou capacidade de manter a integridade
das células, e possibilitou a observacéo no local da leséo, por estar mais tempo
no espaco articular (SANTOS et al., 2019). Este arcabouco, demonstrou
resultados positivos na proliferacao celular, viabilidade e producéo de moléculas
especificas de cartlagem como colageno tipo |1l e proteoglicanos
(HAUSELMANN et al., 1994; DE CAMARGO BITTENCOURT et al., 2009;
SANTOS et al., 2018).

Apesar de todo este potencial, ainda ndo existem estudos sobre a
aplicagao da técnica de microencapsulamento das CTM em HA para o reparo de
lesdes articulares, em equinos. Assim, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a imunomulagdo e reparagdo das CTMws alogénicas encapsuladas e
livres, administradas por via intra-articular o tratamento de lesdes de cartilagem

induzida experimentalmente em equinos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Osteoartrite em equinos

A OA representa 35% das claudicacdes em equinos, e é considerada uma
doenca altamente incapacitante e de tratamento complexo por apresentar
origem multifatorial, (YAMADA et al., 2013; MADEIRA et al., 2015; MONTEIRO;
BETTENCOURT; LEPAGE, 2015). Trata-se de enfermidade relevante dentro do
mercado do cavalo atleta em funcdo da solidez de sua instalagdo e das
caracteristicas degenerativas da doenca, reduzindo o desempenho e valor dos
animais (SCHLUETER; ORTH, 2004; STASHAK, 2006; MONTEIRO;
BETTENCOURT; LEPAGE, 2015).

A OA foi descrita em 1909 (HUTCHEON, 1909), como a “doenga das
articulagdes” em equinos, definindo como crescimento ou alargamento dos
0ss0s, decorrente do processo inflamatorio, originado por concussdes repetidas
ou hereditaria, seguida de erosdes da superficie articular e consequentemente

remodelamento e deposicdo 6ssea nas eminéncias articulares. Interessante
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ressaltar, que na época ja afirmavam que a doenca instalada, todos os
tratamentos iriam falhar, ilustrando assim a complexidade da reparacdo da
cartilagem articular e da osteoartrite.

Os equinos diagnosticados com OA demonstram um desafio para a area
meédica, tanto clinica como cirdrgica, em virtude do potencial reduzido de
reparacdo da cartilagem articular. Inimeras pesquisas cientificas buscam
terapias capazes de modificar o desenvolvimento da enfermidade. Na rotina
clinica o tratamento é baseado na utilizacdo de anti-inflamatérios néo-
esteroidais, corticosteroides, glicosaminaglicanos polissulfatadas (PSGAGS),
acido hialurénico (AH), e até mesmo uma combinacdo desses principios ativos
(FRISBIE et al., 2009a, 2009b; FRISBIE, 2012).

A Terapia com soro autdlogo condicionado (ACS) e outras terapias como
plasma rico em plaquetas e células tronco mesenquimais sao utilizadas e, em
casos graves, pode-se lancar mao da terapia cirargica através de métodos
minimamente invasivos (FRISBIE et al.,, 2007, 2009b, 2009a; MCILWRAITH,;
FRISBIE; KAWCAK, 2012).

A comunidade cientifica obteve grandes avancos nas abordagens
minimamente invasivas e farmacologica, mas mesmo assim o0s desafios sao
grandes, principalmente devido ao microambiente articular decorrente da OA e
da restrita capacidade de regeneracédo condral, decorrente de sua natureza
avascular, que leva a reparacdo por meio da fibrose (YAMADA et al., 2013;
MAZOR et al., 2014; REDDI; IWASA, 2019).

A reparacgédo condral depende de processos intrinsecos, limitados ao baixo
potencial mitético dos condrdcitos, e extrinsecos, restritos a migracao das
células progenitoras do osso subcondral (COLBATH et al., 2017), resultando em
tecido de reparacdo abundante em tecido fibrocartilaginoso, composto de
metade dos glicosaminoglicanos de uma cartilagem normal, o que restringe suas
caracteristicas morfofuncionais (COLEMAN et al., 2010; MAZOR et al., 2014;
YAMADA et al., 2016).

Buscando superar os desafios do processo de reparacdo da cartilagem,
diferentes terapias e novas abordagens tem sido estudadas na tentativa de
restaurar as funcbes e componentes estruturais para a obtencdo de uma

cartilagem articular saudavel.
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2.2.Capsulas de hidrogel de alginato

Nos ultimos anos, a bioengenharia tecidual demonstrou grande avanco,
na reparacao estrutural e funcional dos tecidos em que estdo sendo utilizadas.
No entanto, a influencia dos biomateriais é significativa no crescimento e
diferenciacao das células (AWAD et al., 2004). Esses autores confirmaram essa
hip6tese de que em diferentes hidrogéis como alginato, agarose e suporte
poroso de gelatina, as células do tecido adiposo foram positivas para a
diferenciagao condrogénica.

O encapsulamento das CTMs em hidrogel de alginato demostrou que as
capsulas sdo capazes de produzir ambiente semelhante a cartilagem articular,
sendo promissoras para 0 uso na engenharia de tecidos (FOCAROLI et al.,
2016). Deve-se destacar que a técnica de encapsulamento é simples e
facilmente reprodutivel, ndo interferindo na viabilidade celular (FOCAROLI et al.,
2016; SANTOS et al., 2018).

A utilizagdo da engenharia tecidual através do cultivo em trés dimensoes
€ necessaria para as CTMs, pois somente nessa condi¢éo € possivel de manter
a morfologia e a produgéao dos componentes da matriz (YANG et al., 2004). Esse
aspecto ndo € observado em monocamadas, pois as células aderem ao fundo
da garrafa de cultura, passando pelo processo de desdiferenciacao,
apresentando morfologia atipica e iniciam a producdo de matriz fibroblastica
como colageno tipo | (BENYA; SHAFFER, 1982; MANDL et al., 2004; YANG et
al., 2004; CONNELLY; GARCIA; LEVENSTON, 2007; NIMURA et al., 2008).

O cultivo em trés dimensdes atende as necessidades das CTMs,
mantendo as células em uma matriz artificial, biodegradavel, capaz de sustentar
0 crescimento por alguns meses, para posteriormente realizacao do implante no
defeito condral, sabendo que a matriz se degrada em 8 a 10 semanas ap0s o
implante (YANG et al., 2004; CHEN; TUAN, 2008).

Inimeros compostos estdo sendo estudados para o cultivo de CTMs
estimulando a diferenciagdo em condrécitos, sendo eles: gel de colageno tipo |
e ll, esponjas de colageno tipo Il, &cido polilatico e acido poliglicolioco, fibrina,
oxido de polietileno, peptideos e alginato (WAKITANI et al., 1989; FRAGONAS
et al., 2000; OCHl et al., 2001; PABBRUWE et al., 2009; PANSERI et al., 2012).

A matriz do arcabouco deve ser escolhida de acordo com a adaptacao
das células a sua composicdo (FRESHNEY, 2011). O alginato é um
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polissacarideo linear (n-acido gulurénico—acido manurénico), aniénico, capaz de
gelatinizar-se de maneira reversivel na presenca de calcio ou outros céations
divalentes (HAUSELMANN et al., 1994). A matriz de alginato pode ser utilizada
tanto em implantes como em estudos da condrogénese, com grande importancia
no entendimento da fisiologia do tecido cartilaginoso (FRAGONAS et al.,
2000)(FRAGONAS et al., 2000). Uma das vantagens deste polissacarideo
polimeralizado € a sua constituicdo atoxica, biocompativel e injetavel em
modelos animais (FRESHNEY, 2011).

O potencial condrogénico foi avaliado apds o encapsulamento das CTMs
em hidrogel de alginato, para posteriormente utilizacio na reparagéo de defeitos
de cartilagem, em funcdo da semelhanca do arcabouco com a cartilagem
articular (AWAD et al., 2004; FOCAROLI et al., 2016).

As CTMs atuam diretamente no local da lesdo (SANTOS et al., 2019)
agindo na modulag&o da resposta inflamatdéria articular, porém o grande desafio
€ manter as CTMs por mais tempo na articulacdo (YAMADA et al., 2013, 2016),
pois 0 insucesso terapéutico pode ser justificado pelo rapido efluxo pela
cavidade articular apés administracdo. A cavidade articular pode parecer um
compartimento isolado do organismo, onde o material celular ficara confinado.
No entanto, deve-se considerar que existe um equilibrio direto com a circulacéo
sanguinea regional e sistémica, fato observado na administragédo de antibidticos
intraarticular em ratos, relatando padrdo semelhante de absorcdo entre os
diferentes antibioticos, seja por via intraarticular ou intramuscular (SCHURMAN;
KAJIYAMA, 1985).

A utilizacdo dos implantes encapsulados demonstrou maior permanéncia
das células na articulag&o, diminuindo a migragéo para circulagéo corpérea (TER
HUURNE et al., 2012; LEE et al., 2013; SANTOS et al., 2019). Alguns estudos
demonstraram que as CTMs ficam aderidas a membrana sinovial, juntamente
com os macroéfagos apos a aplicacdo (LEE et al., 2013; SANTOS et al., 2019).
Outros estudos, descrevem o tropismo das CTMs para o local da lesdao em
funcdo do processo inflamatorio (TER HUURNE et al., 2012), confirmando a

permanéncia das CTMs dentro do espaco articular.
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2.3.Substancias inflamatorias

As citocinas sdo compostos hidrossoluveis, quimicamente formadas por
polipetideos ou glicoproteinas extracelulares, sdo produzidas por células locais
da lesdo e células do sistema imunologico, ndo possuem habilidade de
armazenamento e atuam de forma paracrina ou autécrina. (LIN; CALVANO;
LOWRY, 2000; AKDIS et al., 2011; TURNER et al., 2014). Sao ainda capazes
de influenciar a atividade, diferenciacédo, proliferacdo e sobrevida das células do
sistema imune, podendo atuar de forma pro-inflamatoéria ou anti-inflamatéria.
Dentre as pro-inflamatorias temos as interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 e fator de
necrose tumoral (TNF-a) e anti-inflamatorias as principais sao IL-4, IL-10, IL-13
(CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997; ZHANG; AN, 2007).

A IL-6 é estimulada pelo TNF-a e IL-1 a ser produzida pelos macréfagos,
monaocitos, eosindfilos (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997,
ZHANG; AN, 2007). Considerada pro-inflamatéria responsavel pela maturacao e
ativacao dos neutroéfilos, maturacdo dos macrofagos e manutencao de linfocitos-
T citotéxicos e células matadoras naturais. (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-
KORSTANJE, 1997; LIN; CALVANO; LOWRY, 2000; RAEBURN et al., 2002,
AKDIS et al., 2011; KAPOOR et al., 2011).

IL-1a é sintetizada por varios tipos celulares, em especial os mondcitos,
macrofagos e neutréfilos (TURNER et al., 2014) e esta associada a membranas
celulares, agindo através de contato celular (LIN; CALVANO; LOWRY, 2000;
RAEBURN et al., 2002; ZHANG; AN, 2007). Classificada como pro-inflamatoria,
atua potencializando a proliferacdo, diferenciacdo e funcao celular de células
imunes inatas, além de mediar muitas doencas inflamatdrias, potencializando as
respostas imunes e inflamatoérias (AKDIS et al., 2011).

O TNF- a, conhecido como fator de necrose tumoral derivado de
mondacitos, é considerado potente mediador inflamatorio com papel fundamental
na acao inflamatoria do sistema imune inato, incluindo a inducao e producéo de
citocinas, ativagdo ou expressao de moléculas de adesdo ao atuar no sistema
imunologico inato (ROTHE et al, 1992; VANDENABEELE et al., 1995;
LOCKSLEY; KILLEEN; LENARDO, 2001). Demonstra ser a citocina mais
importante, mediando as respostas inflamatérias e imunes (TURNER et al.,
2014), além de ser precoce e potente na resposta inflamatéria (CURFS; MEIS;
HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997; RAEBURN et al., 2002).



15

A IL-10 sintetizada por macréfagos e células B, atua de forma anti-
inflamatdria, por inibir TNF- a , IL-1, IL-6 e a funcdo celular das células
mononucleadas (LIN; CALVANO; LOWRY, 2000; ZHANG; AN, 2007; TURNER
et al., 2014). Além disso, aumenta a proliferacdo de mastdcitos e impede a
producdo de IFN-ypelas células natural killer (NK) (CURFS; MEIS;
HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997; ZHANG; AN, 2007).

A prostaglandina E2 (PGE2) atua suprimindo a geracdo e migracao do
TNF- a, na proliferagdo de ceélulas T e atividade citolitica da célula natural killer
(WANG; YUAN; XIE, 2018), atua na destruicdo da cartilagem através da
liberacdo de metilmetaloproteinases como a colagenase(KAPOOR et al., 2011).

O fator de crescimento transformante (TGF- ) age em células T e B
ativadas de forma inibir a proliferacdo celular, além de inibir a hematopoiese
(TURNER et al., 2014), é produzido por células B e T (DEMBIC, 2015).

Amiléide A sérica (SAA) considerada uma proteina plasmética de fase
aguda, altamente conservada, predominantemente produzida no figado
(EKLUND; NIEMI; KOVANEN, 2012), possui muitas propriedades pro6-
inflamatorias semelhante as citocinas. Ainda possui capacidade de promover a
expressao de varias citocinas pro-inflamatorias incluindo IL-18, IL-6, IL-8 e TNF-
a (SONG et al., 2009).

Substancia P é produzida por macréfagos, eosindfilos, linfécitos e células
dendriticas, atuam no processo inflamatério, melhorando a proliferacéo
linfocitaria, producédo de imunoglobulinas, aumenta a secrec¢do de citocina por
linfécitos, mondcitos e macréfagos, ainda € capaz de estimular mais o
recrutamento de leucécitos, amplificando a resposta inflamatéria (O’'CONNOR et
al., 2004).

Fator de crescimento dependente da insulina (IGF-1) produzido por
células hepéticas, no entanto a maioria das células do corpo podem produzir
(ESCRIBANO et al., 2009). Possui capacidade em aumentar a imunidade inata
e adquirida através da regulacdo da proliferacdo dos linfécitos, aumento da
producdo do TNF- a e da células natural killer. Exerce efeitos na cartilagem, de
forma induzir a producdo de componentes da matriz cartilaginosa, dos quais
proteoglicanos e colageno tipo Il sdo mais abundantes (GUENTHER, H.L.,
GUENTHER, H.E, FROESCH, E.R. AND FLEISCH, 1982).
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Interferon gama (INF-y) citocina produzida por células natural killer,
macrofagos, células B e T, atuando em diversos tecidos, inibindo a ativacéo dos
macrofagos, aumenta a funcéo dos neutrofilos e mondcitos, regula a expressao
de MHC | e Il (TURNER et al., 2014), também inibe o crescimento celular e
apoptose, além de controlar a resposta imune por induzir a morte celular por
ativacao das células T (AKDIS et al., 2011).

2.4. Resposta inflamatoria articular apos o uso de CTMs

As CTMs, independente da fonte de tecido que sdo extraidas, autélogas
ou alogénicas, apresentam grande potencial imunomodulador por ndo induzirem
a proliferacdo de leucocitos na auséncia de inativacao in vitro (CARRADE et al.,
2012). Sao consideradas anti-inflamatérias por inibirem a proliferacdo de
linfocitos T quando estimulados in vitro, em primatas ndo humanos, cées,
galinhas, coelhos, porcos, ovelhas e equinos (CARRADE; BORJESSON, 2013).

Os mediadores especificos produzidos pela CTMs podem variar de
espécie para espécie e de acordo com a fonte tecidual (CARRADE;
BORJESSON, 2013). Em especial as CTMs de equinos produzem diferentes
mediadores, as derivadas da medula 6ssea, produzem oxido nitrico, enquanto
as de tecido adiposo e cordao umbilical ndo produzem (CARRADE et al., 2012).
Essas diferengas sao desconhecidas in vivo, no entanto evidéncias surgiram
através da diminuicdo do tempo de cicatrizacdo em lesfes tendineas de equinos
apos a aplicagdo de CTMs derivadas do sangue do corddo umbilical, em
comparacao com as CTMs derivadas de outros tecidos, podendo afirmar que
essas células provocam um aumento da producdo de oxido nitrico, cursando
com aumento da angiogénese in vivo (REN et al., 2009).

As CTMs séo responsaveis pela producdo de muitas citocinas, fatores de
crescimento, quimiocinas e proteinas imunomoduladoras (SHI et al., 2012).
Através desses mecanismos, elas podem induzir a angiogénese, estimular
células intrinsecas a se regenerar e induzir apoptose (SINGER; CAPLAN, 2011).
Ainda sdo capazes de induzir a apoptose de células T ativadas, diminuir a
proliferacdo de células T e alterar o fenétipo das células T (PERONI;
BORJESSON, 2011). N&do é necesséario o contato direto das CTMs com as
células para desencadear esses efeitos. Sugere-se que os fatores sollveis



17

segregados ou vesiculas extracelulares podem ser responsaveis por exercer
esses efeitos (LAVOIE; ROSU-MYLES, 2013).

Nos ultimos anos grande parte das pesquisas relatam as propriedades
imunomoduladoras das CTMs (UCCELLI; MORETTA; PISTOIA, 2008; JAKUB
TOLAR, MD, PHD , KATARINA LE BLANC, MD, PHD , ARMAND KEATING, MD;
R. BLAZAR, 2010; GUPTA et al., 2012; TER HUURNE et al., 2012). Esses
estudos descrevem a capacidade das CTMs em modular o funcionamento do
sistema imune adaptativo, como o linfocito T e B, estimular a expresséo de IL-
10, TGF- B e IL-1ra, diminuindo o processo inflamatorio. Ainda descrevem que
algumas citocinas préinflamatorias, como o interferon gama (IFN-y), o fator de
necrose tumoral (TNF-a) e a IL-6 apresentam capacidade de amplificar o
potencial imunomodulador das CTMs.

As CTMs quando estimuladas atuam expressando moléculas anti-
inflamatérias como IL-10, TGF-B e IL-1ra, diminuem a proliferacdo e producéo
de anticorpos, secretando indolamina 2,3 — dioxigenase (IDO) (UCCELLI;
MORETTA; PISTOIA, 2008; SHIl et al., 2012; VAN LENT; VAN DEN BERG, 2013;
YAMADA et al., 2013), reduzindo significativamente o processo inflamatério
(GUPTA et al., 2012; TER HUURNE et al., 2012). O potencial imunossupressor
das CTMs pode ser acentuado através da presenca das citocinas pré
inflamatérias, como o INF-y a IL- 6 e o TNF-q, tanto in vitro como in vivo (SHI et
al., 2012).

Idealmente, as CTMs deveriam expressar baixas concentracdes de MHC-
| e ndo expressar MHC classe Il (WANG; ZHAO, 2013), contribuindo para
tolerancia imunolégica. As CTMs de equinos expressam MHC classe | e sé@o
negativas para a expressdo de MHC Il (BARBERINI et al., 2014). As CTMs
demonstram grande variacdo na expressado de MHC I, a estimulacdo de CTMs
negativas para MHC Il com IFN-y, aumentou a expressao de forma acentuada
de MHC II, esses resultados sugerem que as CTMs devem ser confirmadas
como MHC Il negativas antes da aplicacdo alogénica. No entanto, deve-se
considerar gue mesmo as CTMs negativas para MHC classe Il, sdo capazes de
regular positivamente a expressdo de MHC classe Il se implantadas em areas
com processo inflamatorio ativo, como demonstrado com a estimulacao in vitro
com IFN-y (SCHNABEL et al., 2014). O MHC, quando positivo ou ativado, além

de dar inicio a resposta imune, pode mediar a adesédo celular, producdo de



18

citocinas, expressao de moléculas coestimulatérias, proliferacdo e apoptose (LIU
etal., 2011).

A producdo de TGF-B1 nas espécies animais apresenta variacdes de
acordo com o tipo de tecido e ativacao celular. Em cées e suinos as CTMs de
medula 6ssea, e em equinos as CTMs de tecido adiposo, medula éssea, cordao
umbilical e sangue do corddo umbilical, ndo aumentam a producdo apos a
exposicao de linfocitos ativados (CARRADE; BORJESSON, 2013).

Estudos descrevendo a resposta do uso das CTMs séo controversos. Em
osteoartrite induzida, seguida da aplicacdo de CTMs encapsuladas em hidrogel
de alginato, os autores observaram melhora significativa no processo
inflamatorio, espessamento da membrana sinovial, diminuicdo dos ostedfitos e
entesofitos (TER HUURNE et al., 2012).

Ha relatos que as CTMs também tem papel importante na inducdo dos
mediadores pro-inflamatoérios, atuando na apresentacdo de antigenos -
caracteristicas que as tornam imunogénicas, de acordo com as condi¢cdes
inflamatorias locais e o estimulo a que elas sdo submetidas (SHI et al., 2012).

A combinacao dos efeitos paracrinos das CTMs e o contato direto das
células possibilitam os efeitos imunomoduladores e regenerativos, cursando
com um feedback negativo e impedindo assim as respostas inflamatéria e imune
excessivas produzidas em algumas doencas (PROCKOP et al., 2010).

O escasso numero de estudos sobre os mediadores em fluidos e tecidos,
no que se refere a cinética do processo inflamatério e as funces redundantes
de muitos mediadores dificultam a interpretacdo das concentracbes dos
mediadores em momentos isolados (CARRADE; BORJESSON, 2013).

Pacientes com osteoartrite apresentam sinovite com predominancia de
macrofagos, que produzem altos niveis de fatores pr6é inflamatérios,
principalmente as citocinas (IL-1), prostaglandina E> (PGE-2), propiciando a
liberacdo das enzimas de degradacéao da cartilagem. Além disso, a presenca de
fragmentos livres dentro da articulagdo em conjunto com a exposi¢céo do 0sSso
subcondral fazem com que ocorra a manutencdo da sinovite e estimulacdo
continua dos macrofagos sinoviais, favorecendo o ciclo da osteoartrite
(MCILWRAITH; FRISBIE; KAWCAK, 2012; VAN LENT; VAN DEN BERG, 2013).

A liberacédo de PGE: atua efetivamente na patogenia da osteoartrite, em
funcdo da degradacdo da matriz de colageno (MCILWRAITH; FRISBIE;
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KAWCAK, 2012). No entanto as CTMs também produzem PGE2 em condi¢cdes
inflamatérias, mas nesse caso ocorre uma resposta imunossupressora. Em
funcéo dessa caracteristica, a PGE2 produzida nas osteoartrite, € decisiva para
o efeito terapéutico das CTMs e na imunorregulagéo, por agir com as demais
moléculas imunossupressoras (SHI et al.,, 2012; SOLEYMANINEJADIAN;
PRAMANIK; SAMADIAN, 2012).

Em equinos com osteoartrite foi possivel observar que os niveis de PGE-:
diminuiram no liquido sinovial apés a aplicacdo de CTMs derivadas da medula
0ssea em comparacao com 0s animais nao tratados, e esses achados foram
atribuidos a diminuicdo do edema e inflamagcdo, uma semana apdés a
administracdo das CTMs (FRISBIE et al., 2009¢c). Em humanos, as CTMs
expostas ao liquido sinovial de pacientes com osteoartrite e artrite reumatoide
tiveram aumento na expressdao do RNAmM de IL6 e IDO e suprimiram a
proliferacdo de linfécitos in vitro (CARRADE; BORJESSON, 2013).

As CTMs de equinos atuam diminuindo a producdo de TNF-a e IFN-y
enquanto mostram aumento da producéo de PGE2 e IL-6 (CARRADE et al.,
2012). As CTMs com expressdo de MHC-II tratadas com TNF-a né&o
apresentaram aumento na expressao de MHC-Il. No entanto, eles exibiram
expressao aumentada de MHC-I, IL-6 e IL-8. A expressao do MHC-II foi regulada
negativamente pela exposi¢cdo a IL-13 (HILL et al., 2017). Esses achados
confirmam ainda o fato de que as CTMs devem ser expostas a mediadores
inflamatorios para exibir suas habilidades imunomoduladoras.

A presenca do processo inflamatério e, em especial a presenca de
citocinas, € essencial para as CTMs, para que elas consigam atuar na
imunomodulacdo e/ou imunogenicidade, e a auséncia de fatores como TNF-q,
INF-y, lipopolissacarideos (LPS), diversos tipos de interleucinas e hipoxia
diminuem a acdo das CTM, principalmente em relacao a liberacéo de fatores de
crescimento (principalmente TGF-B, IGF-1, VEGF, PDGF, HGF e FGF), fatores
troficos, quimiotaxia e capacidade imunorregulatéria (SHI et al., 2012,
SOLEYMANINEJADIAN; PRAMANIK; SAMADIAN, 2012; LEE et al., 2013).

A exposicdo a moléculas pro-inflamatérias como IFN-y, TNF-a, IL-1 e
lipopolissacarideo (LPS) ajuda a direcionar as CTMs para o local da leséao
(processo denominado “homing”) e ativar a secrecdo de seus marcadores

bioativos (SHI et al., 2012). O retorno da CTM ao local da leséo é auxiliado pela
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VCAM-1 e E selectina ativada pelas células endoteliais lesadas (DA SILVA
MEIRELLES etal., 2009). A presenca das CTMs aderidas na membrana sinovial
inflamada, pode apresentar imunogenicidade ao invés dos efeitos
imunomoduladores (LEE et al., 2013).

Apesar dos diversos estudos ainda ha divergéncias a respeito da
identificagdo especifica dos mediadores inflamatérios que sdo produzidos ou
inibidos pelas CTM, ndo havendo consenso sobre o mecanismo exato envolvido
nos efeitos imunomoduladores das CTMs in vivo (PROCKOP et al., 2010;
CARRADE; BORJESSON, 2013). Ha ainda uma rede de interacbes e efeitos

biolégicos a serem entendidos na interagdo de CTMs e o local inflamado.

2.6. Reparacéo tecidual apds aplicacdo de CTMs no tratamento da
osteoartrite

As pesquisas com CTMs demonstram a eficiéncia no tratamento de
osteoartrite em funcéo do seu potencial regenerativo e natureza bioldgica (WIKE;
NYDAM; NIXON, 2007; BROECKX et al., 2019). Existem relatos que a
administragao de CTMs intra-articular melhora a reparacéo da cartilagem (WIKE;
NYDAM; NIXON, 2007; FRISBIE et al., 2009a; MCILWRAITH et al., 2011), a
espessura e integracdo do tecido de reparacdo em imagens de ressonancia
magnética, a qualidade do tecido neoformado, apés verificagédo artroscopica, o
acréscimo da deposicao de glicosaminoglicanos e colageno no tecido de
reparacao, além de levar a diminuicao da dor (GIANNINI et al., 2009; GIGANTE
etal., 2011; MCILWRAITH et al., 2011; YAMADA et al., 2013).

Além desses achados, as CTMs que foram induzidas a diferenciacdo
condrogénica in vivo produziram substancias especificas da cartilagem, como
aggrecan, glicosaminoglicanos e colageno tipo Il, substancias estas essenciais
no reparo da cartilagem (BERG et al., 2009; SPAAS et al., 2013; BROECKX et
al., 2014, 2019).

Os mecanismos de acao das CTMs ainda ndo sao bem definidos, mas a
possibilidade das CTMs migrarem para o local da les&o, integrando-se ao tecido
e causando a diferenciacdo em células funcionais esta sendo reavaliado nos
estudos recentes. Nos ultimos anos, observa-se que as CTMs regeneram as
lesdes teciduais através dos sinais paracrinos, eventos de fusdo celular e
secrecdo de vesiculas extracelulares (DA SILVA MEIRELLES et al., 2009).
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Esses mecanismos sdo responsaveis pelo efeito anti-inflamatério e angiogénico,
estimulando a sobrevivéncia e proliferagéo celular local (DA SILVA MEIRELLES
etal., 2009; SPEES; LEE; GREGORY, 2016). Mesmo assim, na maior parte das
pesquisas o resultado é a formacao de fibrocartiiagem no local das lesdes
condrais, apés o tratamento da osteoartrite (GIANNINI et al., 2009; FILARDO et
al., 2013; YAMADA et al., 2013).

A utilizacdo de CTMs autologas ou alogénicas de equinos demonstram a
eficicia dos tratamentos, visto que os cavalos conseguiram voltar ao trabalho ou
retomar o desempenho anterior, variando de 76% a 86% dos casos, dependendo
da articulacdo afetada (BROECKX et al.,, 2014; FERRIS et al.,, 2014). Em
especial as CTMs derivadas do liquido sinovial podem ser uma fonte melhor para
regenerar os defeitos de cartilagem, seja condral ou osteocondral, j& que precisa
percorrer menor caminho para se tornar condrécito (ORTH et al., 2014).

Ao comparar as fontes celulares medula 6ssea e membrana sinovial
encapsuladas em agarose, os autores observaram melhor cicatrizacéo através
da expressao de colageno tipo I, caracteristica da cartilagem hialina nos animais
tratados com CTMs da membrana sinovial, viabilizando a utilizacdo em defeitos
osteocondrais de equinos (ZAYED et al., 2018).

Em estudo clinico realizado, utilizando células autélogas os autores nao
observaram os efeitos benéficos a longo prazo pois 0s animais nao retornaram
as atividades atléticas (WIKE; NYDAM; NIXON, 2007). Em contrapartida, a
aplicacdo das CTMs livres na articulacdo demostrou efeitos benéficos a longo
prazo, em lesbes condrais de 1 cm até o nivel do osso subcondral no fémur,
permanecendo firmes no local da lesdo (MCILWRAITH et al., 2010). O mesmo
foi descrito apds a utilizacéo intra-articular das CTMs em suinos (LEE et al.,
2013).

Aspirado de medula 6ssea ativado com trombina aplicado sob o defeito
articular, demonstrou melhora significativa da reparacdo condral, observada em
corte histoldgico (FORTIER et al., 2010). Em lesBes condrais induzidas
experimentalmente em equinos, e tratadas com a associacdo CTM/PRP gel,
observou melhor organizagédo tecidual, maior nimero de condrdcitos, maior
producdo de matriz extracelular e menor producdo de fibrose quando

comparadas a um grupo controle sem tratamento (YAMADA et al., 2016).
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