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SANTOS, V. H. Potencial de imunomodulação e reparação das células 

tronco mesenquimais derivadas da membrana sinovial e encapsuladas em 

hidrogel de alginato em lesões articulares induzidas experimentalmente em 

equinos. Botucatu, 2020, 90p. Tese - Universidade Estadual Paulista Júlio de 

Mesquita Filho, FMVZ - Campus de Botucatu. 

RESUMO 
 

A alta casuística e os desafios encontrado no tratamento da osteoartrite (OA) em 

equinos, tem impulsionado a comunidade científica na busca do tratamento mais 

efetivo. As células tronco mesenquimais derivadas de membrana sinovial 

(CTMMS) tem apresentado resultados promissores no tratamento de lesões 

articulares, especialmente por seu potencial de imunomodulação e reparação, 

mas que necessita de melhor compreensão. Sendo assim, o objetivo deste 

trabalho foi avaliar as características da imunomodulação e reparação após a 

aplicação intra-articular das CTMMS livres e encapsuladas em hidrogel de 

alginato em lesões articulares induzidas em equinos. Lesões condrais foram 

realizadas na tróclea medial do talus em quinze cavalos. No dia da indução os 

animais foram divididos em três grupos. Os grupos foram divididos em CTMMS 

encapsulada, CTMMS livres e controle. Foram realizadas avaliações clínicas, 

análise citológica, química e dosagem de citocinas no líquido sinovial (IL-1, IL-

10, IL-6, INF-Ɣ, TNF 𝛼, Substância P, amilóide sérica A, TGFβ, IGF e PGE2), 

antes do defeito e 24, 48, 96, 168 e 336 horas. Após 150 dias da instituição dos 

tratamentos, foram realizadas avaliação in situ através da cirurgia artroscópica 

utilizando os escores ICRS e coletamos material para análise histológica escore 

de O’Driscoll e imunohistoquímica para colágeno tipo II. O tratamento com 

CTMMS seja ela livre ou encapsulada reduziu o processo inflamatório articular. O 

grupo CTMMS encapsulada apresentou maior processo inflamatório inicial 

comparado com os demais grupos, em função do elevado número de neutrófilos, 

macrófagos, IL-6, IL-10, TNF𝛼 e INF-Ɣ. Na avaliação in situ da reparação da 

cartilagem, foi observado diferença estatística na avaliação global de reparo no 

CTMMS encapsulada. Na análise macroscópica coradas com hematoxilina-

eosina e azul de toluidina, o CTMMS encapsulada e CTMMS livre, demonstraram 

diferentes graus da formação de fibrocartilagem, maior quantidade no CTMMS 

livre, no entanto as características morfológicas foram semelhantes a cartilagem 

nativa. As CTMMS encapsuladas em hidrogel de alginato demonstram ter maior 
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potencial de imunomodulação por reduzir a contagem de linfócitos e macrófagos, 

aumentar a IL-10 e IL-6 no líquido sinovial, o que contribuiu de forma mais eficaz 

para o controle da inflamação e na reparação quando comparado ao grupo de 

CTMMS livres, provavelmente devido ao maior tempo de permanência das células 

encapsuladas dentro da articulação. 

 

Palavras-chave: cavalos; inflamação; osteoartrite; terapia celular; engenharia 
tecidual.  
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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 Júlio 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 MSCSM 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 MSCSM, free MSCSM 

and control. Clinical evaluations, cytological analysis, chemistry and cytokine 

dosage in the synovial fluid (IL-1, IL-10, IL-6, INF-Ɣ, TNF 𝛼, Substance P, amyloid 

serum A, TGFβ, 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 II. The treatment with MSCSM, either free 

or encapsulated, reduced the joint inflammatory process. The encapsulated 

MSCSM group presented a greater initial inflammatory process compared to the 

other groups, due to the high number of neutrophils, macrophages, IL-6, IL-10, 

TNF𝛼 and INF-Ɣ. In the in situ evaluation of the cartilage repair, a statistical 

difference was observed in the global evaluation of the encapsulated MSCSM 

repair. In the macroscopic analysis stained with hematoxylin-eosin and toluidine 

blue, the encapsulated MSCSM and free MSCSM demonstrated different degrees 

of fibrocartilage formation, greater amount in free MSCSM, however the 

morphological characteristics were similar to native cartilage. The MSCSM 
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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 MSCSM, probably 

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

 
Keywords: horses; inflammation; osteoarthritis; cell therapy; bioengineering.
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CAPÍTULO 1 

 

1. INTRODUÇÃO 

 A osteoartrite (OA) é 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 prejuízos econômicos para o 

mercado do cavalo atleta, por se tratar de uma doença altamente incapacitante 

e de tratamento complexo (FRISBIE et al., 2007; SUTTON et al., 2009; 

SCANZELLO; GOLDRING, 2012; MONTEIRO; BETTENCOURT; LEPAGE, 

2015). 

 Nos últimos anos diversos pesquisadores estudaram as diferentes 

técnicas para obter eficácia no tratamento da osteoartrite (FRISBIE et al., 2007; 

YAMADA et al., 2016), incluindo a estimulação da medula óssea, alo enxertos, 

auto enxertos de cartilagem, juntamente com a bioengenharia tecidual. No 

entanto, os resultados obtidos não são completamente satisfatórios, por 

resultarem no desenvolvimento de fibrocartilagem que apresenta propriedades 

mecânicas inferiores ao tecido nativo (SCHMIDT; CHEN; LYNCH, 2006; HUEY; 

HU; ATHANASIOU, 2012; SATUÉ et al., 2019), mas reduz a dor e a destruição 

articular (YAMADA et al., 2013; MADEIRA et al., 2015). 

 Diante disso, a utilização das células tronco mesenquimais (CTM) 

evidenciou resultados promissores na aplicação intra-articular (VINATIER et al., 

2009). Atuando na diminuição da formação de fibrocartilagem e interrupção do 

ciclo inflamatório articular por liberar substâncias anti-inflamatórias e pró-

inflamatórias (IL 10, IL 1ra, TGF-β, PGE2, IL-6 e TNF𝛼) (SHI et al., 2012; VAN 

LENT; VAN DEN BERG, 2013; YAMADA et al., 2013), resultados que 

corroboram com as técnicas cirúrgicas habituais atualmente disponíveis 

(MCILWRAITH; FRISBIE; KAWCAK, 2012; YAMADA et al., 2013, 2016; 

ANDERSON et al., 2014). 

 Inúmeras fontes de CTMs são descritas, mas em especial as células 

tronco mesenquimais derivavas da membrana sinovial (CTMMS)  demonstram 

superioridade no potencial de diferenciação condrôgenica, por ser considerada 

fonte tecidual específica além de apresentar comprovado potencial 
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condrogênico e de expansão, além de ser  obtida por técnicas minimamente 

invasivas, o que faz dela uma excelente alternativa terapêutica (SAKAGUCHI et 

al., 2005; LEE et al., 2013). 

 O método de aplicação da CTM deve garantir o melhor desempenho das 

CTM no local da lesão (NÖTH; STEINERT; TUAN, 2008). O encapsulamento 

com hidrogel de alginato (HA) demonstrou capacidade de manter a integridade 

das células, e possibilitou a observação no local da lesão, por estar mais tempo 

no espaço articular (SANTOS et al., 2019). Este arcabouço, demonstrou 

resultados positivos na proliferação celular, viabilidade e produção de moléculas 

especificas de cartilagem como colágeno tipo II e proteoglicanos 

(HÄUSELMANN et al., 1994; DE CAMARGO BITTENCOURT et al., 2009; 

SANTOS et al., 2018).  

 Apesar de todo este potencial, ainda não existem estudos sobre a 

aplicação da técnica de microencapsulamento das CTM em HA para o reparo de 

lesões articulares, em equinos. Assim, o presente estudo teve como objetivo 

avaliar a imunomulação e reparação das CTMMS alogênicas encapsuladas e 

livres, administradas por via intra-articular o tratamento de lesões de cartilagem 

induzida experimentalmente em equinos.  

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 2.1. Osteoartrite em equinos  

 A OA representa 35% das claudicações em equinos, e é considerada uma 

doença 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 função da solidez de sua instalação e das 

características degenerativas da doença, 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 “doença das 

articulações” em equinos, definindo como crescimento ou alargamento dos 

ossos, decorrente do processo inflamatório, originado por concussões repetidas 

ou hereditária, seguida de erosões da superfície articular e consequentemente 

remodelamento e deposição óssea nas eminências articulares. Interessante 
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ressaltar, que na época já afirmavam que a doença instalada, todos os 

tratamentos iriam falhar, ilustrando assim a complexidade da reparação da 

cartilagem articular e da osteoartrite. 

 Os equinos diagnosticados com OA demonstram um desafio para a área 

médica, tanto clínica como cirúrgica, em virtude do potencial reduzido de 

reparação da cartilagem articular. Inúmeras pesquisas cientificas buscam 

terapias capazes de modificar o desenvolvimento da enfermidade. Na rotina 

clinica o tratamento é baseado na utilização de anti-inflamatórios não-

esteroidais, corticosteroides, glicosaminaglicanos polissulfatadas (PSGAGs), 

ácido hialurônico (AH), e até mesmo uma combinação desses princípios ativos 

(FRISBIE et al., 2009a, 2009b; FRISBIE, 2012). 

 A Terapia com soro autólogo condicionado (ACS) e outras terapias como 

plasma rico em plaquetas e células tronco mesenquimais são utilizadas e, em 

casos graves, pode-se lançar mão da terapia cirúrgica através de métodos 

minimamente invasivos (FRISBIE et al., 2007, 2009b, 2009a; MCILWRAITH; 

FRISBIE; KAWCAK, 2012). 

 A comunidade cientifica obteve grandes avanços nas abordagens 

minimamente invasivas e farmacológica, mas mesmo assim os desafios são 

grandes, principalmente devido ao microambiente articular decorrente da OA e 

da restrita capacidade de regeneração condral, decorrente de sua natureza 

avascular, que leva a reparação por meio da fibrose (YAMADA et al., 2013; 

MAZOR et al., 2014; REDDI; IWASA, 2019). 

 A reparação condral depende de processos intrínsecos, limitados ao baixo 

potencial mitótico dos condrócitos, e extrínsecos, restritos à migração das 

células progenitoras do osso subcondral (COLBATH et al., 2017), resultando em 

tecido de reparação abundante em tecido fibrocartilaginoso, composto de 

metade dos glicosaminoglicanos de uma cartilagem normal, o que restringe suas 

características morfofuncionais (COLEMAN et al., 2010; MAZOR et al., 2014; 

YAMADA et al., 2016).  

 Buscando superar os desafios do processo de reparação da cartilagem, 

diferentes terapias e novas abordagens tem sido estudadas na tentativa de 

restaurar as funções e componentes estruturais para a obtenção de uma 

cartilagem articular saudável. 
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2.2. Cápsulas de hidrogel de alginato 

 Nos últimos anos, a bioengenharia tecidual demonstrou grande avanço, 

na reparação estrutural e funcional dos tecidos em que estão sendo utilizadas. 

No entanto, a influencia dos biomateriais é significativa no crescimento e 

diferenciação das células (AWAD et al., 2004). Esses autores confirmaram essa 

hipótese de que em diferentes hidrogéis como alginato, agarose e suporte 

poroso de gelatina, as células do tecido adiposo foram positivas para a 

diferenciação condrogênica. 

 O encapsulamento das CTMs em hidrogel de alginato demostrou que as 

cápsulas são capazes de produzir ambiente semelhante à cartilagem articular, 

sendo promissoras para o uso na engenharia de tecidos (FOCAROLI et al., 

2016). Deve-se destacar que a técnica de encapsulamento é simples e 

facilmente reprodutível, não interferindo na viabilidade celular (FOCAROLI et al., 

2016; SANTOS et al., 2018). 

 A utilização da engenharia tecidual através do cultivo em três dimensões 

é necessária para as CTMs, pois somente nessa condição é possível de manter 

a morfologia e a produção dos componentes da matriz (YANG et al., 2004). Esse 

aspecto não é observado em monocamadas, pois as células aderem ao fundo 

da garrafa de cultura, passando pelo processo de desdiferenciação, 

apresentando morfologia atípica e iniciam a produção de matriz fibroblástica 

como colágeno tipo I (BENYA; SHAFFER, 1982; MANDL et al., 2004; YANG et 

al., 2004; CONNELLY; GARCÍA; LEVENSTON, 2007; NIMURA et al., 2008). 

 O cultivo em três dimensões atende as necessidades das CTMs, 

mantendo as células em uma matriz artificial, biodegradável, capaz de sustentar 

o crescimento por alguns meses, para posteriormente realização do implante no 

defeito condral, sabendo que a matriz se degrada em 8 a 10 semanas após o 

implante (YANG et al., 2004; CHEN; TUAN, 2008). 

 Inúmeros compostos estão sendo estudados para o cultivo de CTMs 

estimulando a diferenciação em condrócitos, sendo eles: gel de colágeno tipo I 

e II, esponjas de colágeno tipo II, ácido polilático e ácido poliglicólioco, fibrina, 

óxido de polietileno, peptídeos e alginato (WAKITANI et al., 1989; FRAGONAS 

et al., 2000; OCHI et al., 2001; PABBRUWE et al., 2009; PANSERI et al., 2012). 

 A matriz do arcabouço deve ser escolhida de acordo com a adaptação 

das células a sua composição (FRESHNEY, 2011). O alginato é um 
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polissacarídeo linear (n-ácido gulurônico–ácido manurônico), aniônico, capaz de 

gelatinizar-se de maneira reversível na presença de cálcio ou outros cátions 

divalentes (HÄUSELMANN et al., 1994). A matriz de alginato pode ser utilizada 

tanto em implantes como em estudos da condrogênese, com grande importância 

no entendimento da fisiologia do tecido cartilaginoso (FRAGONAS et al., 

2000)(FRAGONAS et al., 2000). Uma das vantagens deste polissacarídeo 

polimeralizado é a sua constituição atóxica, biocompatível e injetável em 

modelos animais (FRESHNEY, 2011). 

 O potencial condrogênico foi avaliado após o encapsulamento das CTMs 

em hidrogel de alginato, para posteriormente utilização na reparação de defeitos 

de cartilagem, em função da semelhança do arcabouço com a cartilagem 

articular (AWAD et al., 2004; FOCAROLI et al., 2016). 

 As CTMs atuam diretamente no local da lesão (SANTOS et al., 2019) 

agindo na modulação da resposta inflamatória articular, porém o grande desafio 

é manter as CTMs por mais tempo na articulação (YAMADA et al., 2013, 2016), 

pois o  insucesso terapêutico pode ser justificado pelo rápido efluxo pela 

cavidade articular após administração. A cavidade articular pode parecer um 

compartimento isolado do organismo, onde o material celular ficará confinado. 

No entanto, deve-se considerar que existe um equilíbrio direto com a circulação 

sanguínea regional e sistêmica, fato observado na administração de antibióticos 

intraarticular em ratos, relatando padrão semelhante de absorção entre os 

diferentes antibióticos, seja por via intraarticular ou intramuscular (SCHURMAN; 

KAJIYAMA, 1985). 

 A utilização dos implantes encapsulados demonstrou maior permanência 

das células na articulação, diminuindo a migração para circulação corpórea (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 macrófagos após a aplicação (LEE et al., 2013; SANTOS et al., 2019). 

Outros estudos, descrevem o tropismo das CTMs para o local da lesão em 

função do processo inflamatório (TER HUURNE et al., 2012), confirmando a 

permanência das CTMs dentro do espaço articular.  
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2.3. Substâncias inflamatórias 

 As citocinas são compostos hidrossolúveis, quimicamente formadas por 

polipetideos ou glicoproteínas extracelulares, são produzidas por células locais 

da lesão e células do sistema imunológico, não possuem habilidade de 

armazenamento e atuam de forma parácrina ou autócrina. (LIN; CALVANO; 

LOWRY, 2000; AKDIS et al., 2011; TURNER et al., 2014). São ainda capazes 

de influenciar a atividade, diferenciação, proliferação e sobrevida das células do 

sistema imune, podendo atuar de forma pró-inflamatória ou anti-inflamatória. 

Dentre as pró-inflamatórias temos as interleucinas (IL) 1, 2, 6, 7 e fator de 

necrose tumoral (TNF-α) e anti-inflamatórias as principais são IL-4, IL-10, IL-13 

(CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997; ZHANG; AN, 2007). 

 A IL-6 é estimulada pelo TNF-α e IL-1 a ser produzida pelos macrófagos, 

monócitos, eosinófilos (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997; 

ZHANG; AN, 2007). Considerada pró-inflamatória responsável pela maturação e 

ativação dos neutrófilos, maturação dos macrófagos e manutenção de linfócitos-

T citotóxicos 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-1α é sintetizada por vários tipos celulares, em especial os monócitos, 

macrófagos e neutrófilos (TURNER et al., 2014) e está associada a membranas 

celulares, agindo através de contato celular (LIN; CALVANO; LOWRY, 2000; 

RAEBURN et al., 2002; ZHANG; AN, 2007). Classificada como pró-inflamatória, 

atua potencializando a proliferação, diferenciação e função celular de células 

imunes inatas, além de mediar muitas doenças inflamatórias, potencializando as 

respostas imunes e inflamatórias (AKDIS et al., 2011). 

 O TNF- α, conhecido como fator de necrose tumoral derivado de 

monócitos, é considerado potente mediador inflamatório com papel fundamental 

na ação inflamatória do sistema imune inato, incluindo a indução e produção de 

citocinas, ativação ou expressão de moléculas de adesão ao atuar no sistema 

imunológico inato (ROTHE et al., 1992; VANDENABEELE et al., 1995; 

LOCKSLEY; KILLEEN; LENARDO, 2001). Demonstra ser a citocina mais 

importante, mediando as respostas inflamatórias e imunes (TURNER et al., 

2014), além de ser precoce e potente na resposta inflamatória (CURFS; MEIS; 

HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997; RAEBURN et al., 2002).  
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 A IL-10 sintetizada por macrófagos e células B, atua de forma anti-

inflamatória, por inibir TNF- α , IL-1, IL-6 e a função celular das células 

mononucleadas (LIN; CALVANO; LOWRY, 2000; ZHANG; AN, 2007; TURNER 

et al., 2014). Além disso, aumenta a proliferação de mastócitos e impede a 

produção de IFN-γ pelas células natural killer (NK) (CURFS; MEIS; 

HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997; ZHANG; AN, 2007).  

 A prostaglandina E2 (PGE2) atua suprimindo a geração e migração do 

TNF- α, na proliferação de células T e atividade citolítica da célula natural killer 

(WANG; YUAN; XIE, 2018), atua na destruição da cartilagem  através da 

liberação de metilmetaloproteinases como a colagenase(KAPOOR et al., 2011).  

 O fator de crescimento transformante (TGF- 𝛽) age em células T e B 

ativadas de forma inibir a proliferação celular, além de inibir a hematopoiese 

(TURNER et al., 2014), é produzido por células B e T (DEMBIC, 2015). 

 Amilóide A sérica (SAA) considerada uma proteína plasmática de fase 

aguda, altamente conservada, predominantemente produzida no fígado  

(EKLUND; NIEMI; KOVANEN, 2012), possui muitas propriedades pró-

inflamatórias semelhante as citocinas. Ainda possui capacidade de promover a 

expressão de varias citocinas pró-inflamatórias incluindo IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF- 

α (SONG et al., 2009). 

 Substância P é produzida por macrófagos, eosinófilos, linfócitos e células 

dendríticas, atuam no processo inflamatório, melhorando a proliferação 

linfocitária, produção de imunoglobulinas, aumenta a secreção de citocina por 

linfócitos, monócitos e macrófagos, ainda é capaz de estimular mais o 

recrutamento de leucócitos, amplificando a resposta inflamatória (O’CONNOR et 

al., 2004). 

 Fator de crescimento dependente da insulina (IGF-1) produzido por 

células hepáticas, 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 regulação da proliferação dos linfócitos, aumento da 

produção do TNF- α  e da células natural killer. Exerce efeitos na cartilagem, de 

forma induzir a produção de componentes da matriz cartilaginosa, dos quais 

proteoglicanos e colágeno tipo II são mais abundantes (GUENTHER, H.L., 

GUENTHER, H.E, FROESCH, E.R. AND FLEISCH, 1982).  
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 Interferon gama (INF-γ) citocina produzida por células natural killer, 

macrófagos, células B e T, atuando em diversos tecidos, inibindo a ativação dos 

macrófagos, aumenta a função dos neutrófilos e monócitos, regula a expressão 

de MHC I e II (TURNER et al., 2014), também inibe o crescimento celular e 

apoptose, além de controlar a resposta imune por induzir a morte celular por 

ativação das células T (AKDIS et al., 2011). 

 

2.4.  Resposta inflamatória articular após o uso de CTMs  

 As CTMs, independente da fonte de tecido que são extraídas, autólogas 

ou alogênicas, apresentam grande potencial imunomodulador por não induzirem 

a proliferação de leucócitos na ausência de inativação in vitro (CARRADE et al., 

2012). São consideradas anti-inflamatórias por inibirem a proliferação de 

linfócitos T quando estimulados in vitro, em primatas não humanos, cães, 

galinhas, coelhos, porcos, ovelhas e equinos (CARRADE; BORJESSON, 2013). 

 Os mediadores específicos 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 óssea, produzem oxido nítrico, enquanto 

as de tecido adiposo e cordão umbilical não produzem (CARRADE et al., 2012). 

Essas diferenças são desconhecidas in vivo, no entanto evidências surgiram 

através da diminuição do tempo de cicatrização em lesões tendíneas de equinos 

após a aplicação de CTMs derivadas do sangue do cordão umbilical, em 

comparação com as CTMs derivadas de outros tecidos, podendo afirmar que 

essas células provocam um aumento da produção de oxido nítrico, cursando 

com aumento da angiogênese in vivo (REN et al., 2009). 

 As CTMs são responsáveis pela produção de muitas citocinas, fatores de 

crescimento, quimiocinas e proteínas imunomoduladoras (SHI et al., 2012). 

Através desses mecanismos, elas podem induzir a angiogênese, estimular 

células intrínsecas a se regenerar e induzir apoptose (SINGER; CAPLAN, 2011). 

Ainda são capazes de induzir a apoptose de células T ativadas, diminuir a 

proliferação de células T e alterar o fenótipo das células T (PERONI; 

BORJESSON, 2011). Não é necessário o contato direto das CTMs com as 

células para desencadear esses efeitos. Sugere-se que os fatores solúveis 
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segregados ou vesículas extracelulares podem ser responsáveis por exercer 

esses efeitos (LAVOIE; ROSU-MYLES, 2013). 

 Nos últimos 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 linfócito T e B, estimular a expressão de IL-

10, TGF- β e IL-1ra, diminuindo o processo inflamatório. Ainda descrevem que 

algumas citocinas próinflamatórias, como o interferon gama (IFN-γ), o fator de 

necrose tumoral (TNF-α) e a IL-6 apresentam capacidade de amplificar o 

potencial imunomodulador das CTMs. 

 As CTMs quando estimuladas atuam expressando moléculas anti-

inflamatórias como IL-10, TGF-β e IL-1ra, diminuem a proliferação e produção 

de anticorpos, secretando indolamina 2,3 – dioxigenase (IDO) (UCCELLI; 

MORETTA; PISTOIA, 2008; SHI et al., 2012; VAN LENT; VAN DEN BERG, 2013; 

YAMADA et al., 2013), reduzindo significativamente o processo inflamatório 

(GUPTA et al., 2012; TER HUURNE et al., 2012). O potencial imunossupressor 

das CTMs pode ser acentuado através da presença das citocinas pró 

inflamatórias, como o INF-𝛾 a IL- 6 e o TNF-α, tanto in vitro como in vivo (SHI et 

al., 2012). 

 Idealmente, as CTMs deveriam expressar baixas concentrações de MHC-

I e não expressar MHC classe II (WANG; ZHAO, 2013), contribuindo para 

tolerância imunológica. As CTMs de equinos expressam MHC classe I e são 

negativas para a expressão de MHC II (BARBERINI et al., 2014). As CTMs 

demonstram grande variação na expressão de MHC II, a estimulação de CTMs 

negativas para MHC II com IFN-γ, aumentou a expressão de forma acentuada 

de MHC II, esses resultados sugerem que as CTMs devem ser confirmadas 

como MHC II negativas antes da aplicação alogênica. No entanto, deve-se 

considerar que mesmo as CTMs negativas para MHC classe II, são capazes de 

regular positivamente a expressão de MHC classe II se implantadas em áreas 

com processo inflamatório ativo, como demonstrado com a estimulação in vitro 

com IFN-γ (SCHNABEL et al., 2014). O MHC, quando positivo ou ativado, além 

de dar início à resposta imune, pode mediar a adesão celular, produção de 
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citocinas, expressão de moléculas coestimulatórias, proliferação e apoptose (LIU 

et al., 2011). 

 A produção de TGF-β1 nas espécies animais apresenta variações de 

acordo com o tipo de tecido e ativação celular. Em cães e suínos as CTMs de 

medula óssea, e em equinos as CTMs de tecido adiposo, medula óssea, cordão 

umbilical e sangue do cordão umbilical, não aumentam a produção após a 

exposição de linfócitos ativados (CARRADE; BORJESSON, 2013).  

 Estudos descrevendo a resposta do uso das CTMs são controversos. Em 

osteoartrite induzida, seguida da aplicação de CTMs encapsuladas em hidrogel 

de alginato, os autores observaram melhora significativa no processo 

inflamatório, espessamento da membrana sinovial, diminuição dos osteófitos e 

entesófitos (TER HUURNE et al., 2012). 

 Há relatos que as CTMs também tem papel importante na indução dos 

mediadores pró-inflamatórios, atuando na apresentação de antígenos -  

características que as tornam imunogênicas, de acordo com as condições 

inflamatórias locais e o estimulo a que elas são submetidas (SHI et al., 2012). 

 A combinação dos efeitos parácrinos das CTMs e o contato direto das 

células possibilitam os efeitos imunomoduladores e regenerativos, cursando 

com um feedback negativo e impedindo assim as respostas inflamatória e imune 

excessivas produzidas em algumas doenças (PROCKOP et al., 2010). 

 O escasso número de estudos sobre os mediadores em fluidos e tecidos, 

no que se refere a cinética do processo inflamatório e as funções redundantes 

de muitos mediadores dificultam a interpretação das concentrações dos 

mediadores em momentos isolados (CARRADE; BORJESSON, 2013). 

 Pacientes com osteoartrite apresentam sinovite com predominância de 

macrófagos, que produzem altos níveis de fatores pró inflamatórios, 

principalmente as citocinas (IL-1), prostaglandina E2 (PGE2), propiciando a 

liberação das enzimas de degradação da cartilagem. Além disso, a presença de 

fragmentos livres dentro da articulação em conjunto com a exposição do osso 

subcondral fazem com que ocorra a manutenção da sinovite e estimulação 

continua dos macrófagos sinoviais, favorecendo o ciclo da osteoartrite 

(MCILWRAITH; FRISBIE; KAWCAK, 2012; VAN LENT; VAN DEN BERG, 2013). 

 A liberação de PGE2 atua efetivamente na patogenia da osteoartrite, em 

função da degradação da matriz de colágeno (MCILWRAITH; FRISBIE; 
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KAWCAK, 2012). No entanto as CTMs também produzem PGE2 em condições 

inflamatórias, mas nesse caso ocorre uma resposta imunossupressora. Em 

função dessa característica, a PGE2 produzida nas osteoartrite, é decisiva para 

o efeito terapêutico das CTMs e na imunorregulação, por agir com as demais 

moléculas imunossupressoras (SHI et al., 2012; SOLEYMANINEJADIAN; 

PRAMANIK; SAMADIAN, 2012). 

 Em equinos com osteoartrite foi possível observar que os níveis de PGE2 

diminuíram no liquido sinovial após a aplicação de CTMs derivadas da medula 

óssea em comparação com os animais não tratados, e esses achados foram 

atribuídos a diminuição do edema e inflamação, uma semana após a 

administração das CTMs (FRISBIE et al., 2009c). Em humanos, as CTMs 

expostas ao liquido sinovial de pacientes com osteoartrite e artrite reumatoide 

tiveram aumento na expressão do RNAm de IL6 e IDO e suprimiram a 

proliferação de linfócitos in vitro (CARRADE; BORJESSON, 2013). 

 As CTMs de equinos atuam diminuindo a produção de TNF-α e IFN-γ 

enquanto mostram aumento da produção de PGE2 e IL-6 (CARRADE et al., 

2012). As CTMs com expressão de MHC-II tratadas com TNF-α não 

apresentaram aumento na expressão de MHC-II. No entanto, eles exibiram 

expressão aumentada de MHC-I, IL-6 e IL-8. A expressão do MHC-II foi regulada 

negativamente pela exposição a IL-1β  (HILL et al., 2017). Esses achados 

confirmam ainda o fato de que as CTMs devem ser expostas a mediadores 

inflamatórios para exibir suas habilidades imunomoduladoras. 

 A presença do processo inflamatório e, em especial a presença de 

citocinas, é essencial para as CTMs, para que elas consigam atuar na 

imunomodulação e/ou imunogenicidade, e a ausência de fatores como  TNF-α, 

INF-𝛾, lipopolissacarídeos (LPS), diversos tipos de interleucinas e hipóxia 

diminuem a ação das CTM, principalmente em relação à liberação de fatores de 

crescimento (principalmente TGF-β, IGF-1, VEGF, PDGF, HGF e FGF), fatores 

tróficos, quimiotaxia e capacidade imunorregulatória (SHI et al., 2012; 

SOLEYMANINEJADIAN; PRAMANIK; SAMADIAN, 2012; LEE et al., 2013). 

A exposição a moléculas pró-inflamatórias como IFN-γ, TNF-α, IL-1 e 

lipopolissacarídeo (LPS) ajuda a direcionar as CTMs para o local da lesão 

(processo denominado “homing”) e ativar a secreção de seus marcadores 

bioativos (SHI et al., 2012). O retorno da CTM ao local da lesão é auxiliado pela 
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VCAM-1 e E selectina ativada pelas células endoteliais lesadas (DA SILVA 

MEIRELLES et al., 2009). A presença das CTMs aderidas na membrana sinovial 

inflamada, pode apresentar imunogenicidade ao invés dos efeitos 

imunomoduladores (LEE et al., 2013). 

Apesar dos diversos estudos ainda há divergências a respeito  da 

identificação especifica dos mediadores inflamatórios que são produzidos ou 

inibidos pelas CTM, não havendo consenso sobre o mecanismo exato envolvido 

nos efeitos imunomoduladores das CTMs in vivo (PROCKOP et al., 2010; 

CARRADE; BORJESSON, 2013). Há ainda uma rede de interações e efeitos 

biológicos a serem entendidos na interação de CTMs e o local inflamado. 

 

 2.6. Reparação tecidual após aplicação de CTMs no tratamento da 

osteoartrite 

As pesquisas com CTMs demonstram a eficiência no tratamento de 

osteoartrite em função do seu potencial regenerativo e natureza biológica (WIKE; 

NYDAM; NIXON, 2007; BROECKX et al., 2019). Existem relatos que a 

administração de CTMs intra-articular melhora a reparação da cartilagem (WIKE; 

NYDAM; NIXON, 2007; FRISBIE et al., 2009a; MCILWRAITH et al., 2011), a 

espessura e integração do tecido de reparação em imagens de ressonância 

magnética,  a qualidade do tecido neoformado, após verificação artroscópica, o 

acréscimo da deposição de glicosaminoglicanos e colágeno no tecido de 

reparação, além de levar a diminuição da dor (GIANNINI et al., 2009; GIGANTE 

et al., 2011; MCILWRAITH et al., 2011; YAMADA et al., 2013). 

 Além desses achados, as CTMs que foram induzidas a diferenciação 

condrogênica in vivo produziram substâncias especificas da cartilagem, como 

aggrecan, glicosaminoglicanos e colágeno tipo II, substâncias estas essenciais 

no reparo da cartilagem (BERG et al., 2009; SPAAS et al., 2013; BROECKX et 

al., 2014, 2019). 

Os mecanismos de ação das CTMs ainda não são bem definidos, mas a 

possibilidade das CTMs migrarem para o local da lesão, integrando-se ao tecido 

e causando a diferenciação em células funcionais está sendo reavaliado nos 

estudos recentes. Nos últimos anos, observa-se que as CTMs regeneram as 

lesões teciduais através dos sinais parácrinos, eventos de fusão celular e 

secreção de vesículas extracelulares (DA SILVA MEIRELLES et al., 2009). 
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Esses mecanismos são responsáveis pelo efeito anti-inflamatório e angiogênico, 

estimulando a sobrevivência e proliferação celular local (DA SILVA MEIRELLES 

et al., 2009; SPEES; LEE; GREGORY, 2016). Mesmo assim, na maior parte das 

pesquisas o resultado é a formação de fibrocartilagem no local das lesões 

condrais, após o tratamento da osteoartrite (GIANNINI et al., 2009; FILARDO et 

al., 2013; YAMADA et al., 2013).  

A utilização de CTMs autólogas ou alogênicas de equinos demonstram a  

eficácia dos tratamentos, visto que os cavalos conseguiram voltar ao trabalho ou 

retomar o desempenho anterior, variando de 76% a 86% dos casos, dependendo 

da articulação 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, já que precisa 

percorrer menor caminho para se tornar condrócito (ORTH et al., 2014). 

Ao comparar as fontes celulares medula óssea e membrana sinovial 

encapsuladas em agarose, os autores observaram melhor cicatrização através 

da expressão de colágeno tipo II, característica da cartilagem hialina nos animais 

tratados com CTMs da membrana sinovial, viabilizando a utilização em defeitos 

osteocondrais de equinos (ZAYED et al., 2018). 

Em estudo clínico realizado, utilizando células autólogas os autores não 

observaram os efeitos benéficos a longo prazo pois os animais não retornaram 

as atividades atléticas (WIKE; NYDAM; NIXON, 2007). Em contrapartida, a 

aplicação das CTMs livres na articulação demostrou efeitos benéficos a longo 

prazo, em lesões condrais de 1 cm até o nível do osso subcondral no fêmur, 

permanecendo firmes no local da lesão (MCILWRAITH et al., 2010). O mesmo 

foi descrito após a utilização intra-articular das CTMs em suínos (LEE et al., 

2013).  

Aspirado de medula óssea ativado com trombina aplicado sob o defeito 

articular, demonstrou melhora significativa da reparação condral, observada em 

corte histológico (FORTIER et al., 2010). Em lesões condrais induzidas 

experimentalmente em equinos, e tratadas com a associação CTM/PRP gel, 

observou melhor organização tecidual, maior número de condrócitos, maior 

produção de matriz extracelular e menor produção de fibrose quando 

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

 Recentemente pesquisas têm alcançado progressos significativos 

referentes a reparação da cartilagem articular na osteoartrite, através do advento 

da bioengenharia, com implantes autólogos auxiliados pelo acesso artroscópico. 

Devido ao limitado mecanismo de reparação do tecido condral, tendo como 

consequência a manutenção da inflamação e progressão da osteoartrite, os 

efeitos biológicos dos diferentes tipos celulares em questão continuam 

concentrando estudos, mas ainda sem o completo restabelecimento 

morfofuncional da cartilagem articular lesada.  

 Em estudo realizado anteriormente pelo grupo de pesquisa (YAMADA et 

al., 2016), foi verificada a eficácia do tratamento de lesões condrais com CTM e 

PRP, aplicados de forma isolada ou em conjunto. A aplicação em conjunto dessa 

terapia apresentou significativo sinergismo e resultados favoráveis na reparação 

da cartilagem articular, porém ainda com excessiva formação de fibrocartilagem. 

O emprego da técnica de microfraturas, como uma terapia consagrada que 

favorece resultados favoráveis, com a aplicação de CTM e PRP, que já é 

sabidamente vantajosa, deve continuar sendo pesquisada a fim de incrementar 

o processo de reparação condral. 

 O entendimento da imunomodulação das CTMs não está completamente 

compreendido quando administrados por via intra-articular em equinos.  Nesse 

trabalho, as aplicações das CTMs livres e encapsulada em hidrogel de alginato 

representam uma grande possibilidade de compreender o processo inflamatório 

e aperfeiçoar a reparação condral, visando a diminuição da inflamação, 

formação de fibrocartilagem e consequente regeneração condral. 

 Diante disso, a hipótese de que as CTMs encapsuladas em hidrogel de 

alginato apresente maior potencial de imunomodulação e reparação condral nas 

lesões articulares induzidas experimentalmente. 

 

4. OBJETIVOS 

 Objetivo geral 

 Avaliar o processo inflamatório e reparação da cartilagem articular de 

equinos com células tronco mesenquimais alogênicas, obtidas da membrana 
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sinovial, encapsuladas em hidrogel de alginato e aplicadas em lesões de 

cartilagem induzidas experimentalmente. 

 

 Objetivos específicos 

 - Caracterizar morfologicamente e fenotipicamente CTMMS alogênicas 

cultivas a partir da membrana sinovial. 

 - Realizar avaliações clínicas, através de exames de claudicação, antes e 

após a instituição dos tratamentos, nos grupos experimentais; 

 - Analisar a inflamação articular, pelo exame do líquido sinovial (IL-1∝, IL-

10, IL-6, Substância P, amilóide sérica A, TGF-β, TNF ∝, INF-Ɣ, IGF e PGE2), 

citologia, antes e após a instituição dos tratamentos, nos grupos experimentais; 

 - Avaliar a morfologia e a composição do tecido de reparação da 

cartilagem articular ao final do experimento, por meio de exames macroscópicos, 

histopatológicos e imunohistoquímicos. 
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 10 

Intra-articular application of allogeneic mesenchymal stem cell of the 11 

synovial membrane encapsulated to modulate equine joint inflammation 12 

 13 

Vitor Hugo Santos1, 2, João Pedro Hübbe Pfeifer1, Fernanda de Castro 14 

Stievani1, Gustavo Santos Rosa1, Emanuel Vitor Pereira Apolonio1, Mariana 15 

Correa Rossi1, Leonel Vinicius Constantino2, Thadeu Rodrigues de Melo2, Ana 16 

Liz Garcia Alves1. 17 

Resumo 18 

A osteoatrite é a principal causa de claudicação em equinos, sendo desafiadora 19 

para medicina equina. A utilização de células tronco mesenquimais derivadas de 20 

membrana sinovial tem apresentado resultados promissores em tratamento de 21 

lesões articulares, especialmente por seu potencial imunomodulador que 22 

necessita de melhor compreensão. O objetivo deste trabalho foi avaliar as 23 

características da imunomodulação das células tronco alogênicas derivadas da 24 

membrana sinovial (CTMMS) encapsuladas em hidrogel de alginato e livres em 25 

lesões articulares induzidas em equinos. 26 

Métodos: As lesões condrais foram induzidas na tróclea medial do talus em 27 

quinze cavalos. No dia da indução os animais foram divididos em três grupos, 28 

CTMMS encapsuladas, CTMMS livres e controle. Foram realizadas avaliações 29 

clínicas, análise citológica, química e dosagem de citocinas (IL-1, IL-10, IL-6, 30 

INF-Ɣ, TNF 𝛼, Substância P, amilóide sérica A, TGF-β, IGF e PGE2) do líquido 31 

sinovial, antes da lesão e 24, 48, 96, 168 e 336 horas. 32 
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 32 

Resultados: O tratamento com CTMMS seja ela livre ou encapsulada reduziu o 1 

processo inflamatório articular. O grupo CTMMS encapsuladas apresentou maior 2 

processo inflamatório inicial comparado com os demais grupos, em função do 3 

elevado número de neutrófilos, macrófagos, IL-6, IL-10, TNF𝛼 e INF-Ɣ. 4 

Conclusões: A manutenção dos macrófagos e linfócitos observada no controle 5 

contribui para a manutenção da osteoartrite. As CTMMS atuaram de forma a 6 

diminuir a concentração destas células nos grupos tratados. As CTMMS  7 

encapsuladas em hidrogel de alginato causaram mais inflamação inicialmente, 8 

mas as CTMMS, foram capaz reduzir o número de neutrófilos, macrófagos e 9 

linfócitos e aumentou a IL-10 e IL-6, o que contribuiu de forma mais eficaz para 10 

o controle da inflamação quando comparado ao grupo de CTMMS livres, 11 

provavelmente devido ao maior tempo de permanência das células 12 

encapsuladas dentro da articulação. 13 

Palavras-chave: alginato, bioengenharia, cavalos, células mesenquimais, 14 

imunomodulação. 15 

 16 

Abstract 17 

Background: Osteoarthritis is the main cause of lameness in horses and is 18 

challenging for the equine medicine. Although promising results have been 19 

demonstrated with the use of mesenchymal stem cells, the immunomodulatory 20 

potential is not fully understood. The aim of this study was to evaluate the 21 

immunomodulatory effect of allogeneic synovial membrane-derived 22 

mesenchymal stem cells (MSCSM), free or encapsulated in sodium alginate, in 23 

induced equine articular lesions. 24 

Methods: Chondral defects were induced in the medial trochlea of the talus in 25 

fifteen horses. Animals were divided in three groups, MSCSM encapsulated of 26 

alginate hydrogel, free MSCSM and control group. Clinical evaluations, cytological 27 

analysis, chemistry, and cytokine dosage (IL-1, IL-10, IL-6, INF-Ɣ, TNF 𝛼, 28 

Substance P, serum amyloid A, TGF-β, IGF, and PGE2)  of synovial fluid were 29 

performed before the defect and 24, 48, 96 hours, 7, and 14 days. 30 

Results: Treatment with MSCSM, either free or encapsulated, has reduced the 31 

joint inflammatory process. MSCSM encapsulated of alginate hydrogel, showed a 32 

higher initial inflammatory process compared to other groups, due to the high 33 

number of neutrophils, macrophages, IL-6, IL-10, TNF𝛼 and INF-Ɣ. 34 



 33 

Conclusions: The maintenance of macrophages and lymphocytes observed in 1 

control group contributes to the maintenance of osteoarthritis. The MSCs acted 2 

in order to decrease the concentration of these cells in the treated groups. The 3 

MSCs inserted in alginate microcapsules caused more inflammation, but the 4 

MSCs were able to decrease the number of neutrophils, macrophages and 5 

lymphocytes and increased IL-10, which contributed more effectively to the 6 

control of inflammation when compared to the group of free MSCs, probably due 7 

to the longer stay of encapsulated cells within the joint. 8 

Keywords: alginate, bioengineering, horses, immunomodulation, mesenchymal 9 

cells. 10 

 11 

Introdução 12 

 13 

 A osteoartrite (OA) é considerada o principal motivo de claudicação em 14 

equinos, gerando baixo desempenho e consequentemente perdas econômicas 15 

no mercado mundial dos cavalos (1). Apresenta origens multifatoriais, mas as 16 

forças mecânicas são consideradas as principais causadoras de lesão na 17 

cartilagem saudável. As lesões na matriz estimulam uma alteração no 18 

metabolismo dos condrócitos, conduzindo a liberação de enzimas proteolíticas, 19 

que causam fibrilação da cartilagem e colapso da rede de proteoglicanos (2,3).  20 

 A utilização da terapia celular associada a bioengenharia tecidual, tem 21 

contribuído de forma significativa não apenas para a redução da destruição 22 

articular e da dor, mas também como alternativa terapêutica de regeneração (4). 23 

Ultimamente, tratamentos combinados envolvendo células-tronco, arcabouços 24 

biocompatíveis e compostos bioativos estão sendo amplamente utilizados como 25 

uma forma de fornecer uma fonte celular, uma estimulação mecânica e 26 

molecular, visando a restauração morfofuncional da cartilagem articular 27 

danificada (4,5). 28 

 Diversas fontes celulares estão sendo utilizadas com resultados positivos. 29 

No homem a membrana sinovial, demonstrou superioridade, principalmente no 30 

potencial condrogênico e na manutenção da proliferação no cultivo (6), além de 31 

serem fontes tecido específicas e poderem ser obtidas por técnicas 32 

minimamente invasivas (6–9).  33 



 34 

 Algumas pesquisas descrevem a grande importância das CTMs no 1 

tratamento da OA, em função do notável potencial terapêutico e capacidade de 2 

regular a inflamação (5), incluindo o tropismo pelo tecido lesado, redução da 3 

ativação de linfócitos, das reações inflamatórias mistas, liberando substâncias 4 

anti-inflamatórias (IL 10, IL 1ra, TGF-β e PGE2) (5,10,11), ativação de citocinas 5 

e diversos fatores de crescimento (12–17). 6 

 Recentemente as pesquisas têm alcançado progressos significativos 7 

referentes à terapia com CTMs na osteoartrite, através do advento da 8 

bioengenharia, com a utilização de implantes autólogos e alogênicos. Entretanto, 9 

a frequente dispersão das CTMs no líquido sinovial (18), quando administradas 10 

de forma livre, bem como a diminuição da viabilidade destas, quando em contato 11 

com o líquido sinovial, levaram pesquisadores a estudarem o encapsulamento 12 

como forma de proteção e prolongamento da viabilidade das CTMs, podendo 13 

ainda estimular a diferenciação destas células em condrócitos através a 14 

estimulação pelo arcabouço 3D (19). 15 

 Sendo assim, este trabalho tem como objetivo avaliar a capacidade de 16 

imunomodulação das CTMs derivadas da membrana sinovial (MS) 17 

administradas livres ou em cápsulas de hidrogel de alginato em enfermidades 18 

articulares induzidas experimentalmente na articulação tíbiotársica de equinos. 19 

 20 

Material e métodos 21 

 22 

 Foram utilizados 15 equinos adultos, mestiços, com três a oito anos de 23 

idade, machos castrados, pesando em média 330 kg, clinicamente hígidos e sem 24 

histórico de afecções locomotoras. 25 

 O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com dois 26 

tratamentos e um controle. Quinze animais foram divididos em três grupos 27 

CTMMS encapsuladas em hidrogel de alginato, CTMMS livres e controle, cada 28 

grupo com cinco animais. Em todos os grupos, as articulações társicas (“n” = 5, 29 

articulações por grupo) foram abordadas por cirurgia artroscópica para a 30 

realização da lesão condral e submetidas a tratamento conforme o grupo: lesão 31 

condral e tratamento com CTMMS encapsuladas em hidrogel de alginato; lesão 32 

condral e tratamento com CTMMS aplicadas livremente na articulação; lesão 33 
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condral sem tratamento controle (10 mL PBS). A artroscopia para a indução das 1 

lesões condrais e aplicação dos respectivos tratamentos foi definida como tempo 2 

zero do experimento (0h). Os parâmetros clínicos e a análises do líquido sinovial 3 

foram realizadas em todos os grupos em (0 horas; 24 horas; 48 horas; 96 horas; 4 

168 horas e 336 horas) após a realização do defeito e aplicação dos tratamentos. 5 

Os tratamentos foram realizados em 0h, imediatamente após a indução das 6 

lesões, para todas as articulações. 7 

 8 

Indução da lesão 9 

 10 

 A lesão cartilaginosa da tróclea medial do talus foi o primeiro 11 

procedimento realizado, considerado tempo zero (0h). A técnica artroscópica foi 12 

a descrita por McIlwraith (20). Para criar a lesão foi utilizada uma lâmina abrasiva 13 

motorizada (shaver) e pinças artroscópicas, com desgaste controlado, suficiente 14 

para obter a dimensão da lesão condral desejada, equipamentos e instrumentos 15 

artroscópicos foram os mesmos utilizados por Yamada (21). As lesões foram 16 

padronizadas em 15 mm de diâmetro e induzidas retirando a cartilagem hialina 17 

e toda a cartilagem calcificada, porém, não havendo abrasão, perfuração ou 18 

sangramento do osso subcondral (profundidade aproximada de 1,5 a 3,2 mm). 19 

O diâmetro da lesão foi mensurado com o auxílio de uma pinça tipo “Ferris-20 

Smith” (Figura 1).  21 

 22 

Figura 1. Artroscopia tibiotársica realizada para indução da lesão condral. (A) 23 

Indução da lesão condral realizado no T0 com broca circular, removendo apenas 24 

A B 
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a cartilagem hialina. (B) Defeito criado com 15mm de diâmetro, na tróclea medial 1 

do talus. 2 

 3 

Células Tronco derivadas da membrana sinovial (CTMMS) 4 
 5 

 As CTMMS de equinos foram provenientes do Biobanco de Células tronco 6 

do Laboratório de Terapia Celular, do Departamento de Cirurgia Veterinária e 7 

Reprodução Animal, da Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho 8 

– Campus Botucatu – SP. Os criotubos foram selecionados de maneira aleatória 9 

e as CTMs foram cultivadas com a técnica descrita (5,22), em garrafas com meio 10 

de cultivo (DMEM suplementado com soro fetal bovino (SFB), aminoácidos 11 

essenciais e não-essenciais , L-glutamina e solução antibacteriana e antimicótica 12 

(anfotericina B, penicilina e estreptomicina)) e expandidas até o número 13 

necessário (1x107), trinta dias antes do momento inicial. Todas as aplicações 14 

foram realizadas com CTMs em terceira passagem. 15 

 A análise imunofenotípica das CTMMS foi realizada em terceira passagem 16 

(P3) com o citômetro de fluxo1, usando os seguintes anticorpos: rato anti-rato 17 

CD90 – FITC (clone OX7)2, rato anti-humano CD105 – FITC (clone SN6)3 , rato 18 

anti-cavalo CD 44 (clone CVS18)4 e camundongo anti-cavalo MHC classe II5, 19 

que foram marcados com anticorpo secundário de cabra anti-IgG-FITC de 20 

camundongo6. Os protocolos utilizados foram descritos pelos fabricantes.  21 

 Durante a P3, as amostras de CTMMS foram colocadas em triplicata em 22 

placa de seis poços7 para diferenciação osteogênica e adipogênica e incubadas 23 

a 37°C em atmosfera umidificada contendo 95% de ar e 5% de CO2. Após atingir 24 

confluência, o meio de cultura foi removido e os meios de diferenciação 25 

osteogênica8 e adipogênica9  foram adicionados às culturas. Os meios foram 26 

trocados a cada três dias, e a diferenciação osteogênica foi confirmada por 27 

coloração positiva da matriz extracelular de cálcio usando 2% de coloração com 28 

 
1 BD, San Jose, CA, USA 
2 Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA  
3 AbD Serotec, Kidlington, Oxford, UK  

4 AbD Serotec, Kidlington, Oxford, UK.  
5 AbD Serotec, Kidlington, Oxford, UK. 
6 Molecular Probes, Eugene, OR, USA. 
7 Sarstedt, EUA. 
8 StemPro Osteogenesis Differentiation Kit GIBCO – Invitrogen Cell Culture, EUA. 
9 StemPro adipogenesis Differentiation Kit GIBCO – Invitrogen Cell Culture, EUA.  
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Alizarin Red S1. A diferenciação adipogênica foi confirmada pela deposição de 1 

gotículas lipídicas no citoplasma, utilizando 0,5% de Oil Red O2. Para a 2 

diferenciação condrogênica, um pellet de CTMs foi cultivado em tubo Falcon e 3 

incubado a 37°C em uma atmosfera umidificada contendo 95% de ar e 5% de 4 

CO2. Após dois dias, o meio de cultura foi removido e o meio de diferenciação3 5 

foi adicionado e trocado a cada três dias. Para confirmação da diferenciação 6 

condrogênica, os pellets foram corados com Alcian Blue4 e Azul de Toluidina5 7 

para identificar os proteoglicanos. Os implantes foram todos alogénicos e a dose 8 

utilizada no tratamento foi de 107 células cultivadas para cada articulação. 9 

 10 

Encapsulação das CTMMS 11 

 12 

 As células do grupo CTMMS encapsuladas em hidrogel de alginato foram 13 

ressuspensas em solução de alginato de sódio 1,5%, na concentração de 10 14 

milhões cels/mL de 1,5% (w/v), utilizando 10uL de solução com 10 mil células, 15 

contadas em Câmara de Neubauer. A suspensão de células em alginato não 16 

polimerizado foi colocada em uma seringa de 10mL acoplada em agulha 21G e 17 

com o auxílio da bomba de infusão, o conteúdo da seringa foi então gotejado 18 

dentro da solução de geleificação de cloreto de cálcio (CaCl2 - 102 mM), 19 

permitindo assim a polimerização do alginato durante 10 minutos, até que as 20 

cápsulas fossem formadas. A solução de gelatinização foi desprezada, e as 21 

cápsulas foram lavadas três vezes em solução de NaCl a 0,15M. 22 

 A recuperação das células do hidrogel para acessar a viabilidade celular 23 

foi realizada através da dissolução do hidrogel em citrato de sódio6. 24 

Posteriormente foi realizada a contagem de células em ambos os grupos e a 25 

determinação da viabilidade celular pela técnica de exclusão de células mortas 26 

coradas por solução de azul de trípan, utilizando a câmara de Neubauer. 27 

 28 

 29 

 
1 Sigma-Aldrich Corp., EUA. 
2 Sigma-Aldrich Corp., EUA. 
3 Sigma-Aldrich Corp., EUA. 
4 Sigma-Aldrich Corp., EUA. 
5 Sigma-Aldrich Corp., EUA. 
6 Anticoagulant Acid Citrate Dextrose Solution (ACD-A) - Haemonetics Corporation - Braintree, MA 
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Instituição dos tratamentos 1 

 2 

 Os tratamentos foram realizados em T0, imediatamente após a indução 3 

das lesões, para todas as articulações. As células do grupo CTMMS 4 

encapsuladas em hidrogel de alginato foram implantadas com auxílio de uma 5 

sonda levine 20 introduzida pelo canal do artroscópio. As CTMMS livres foram 6 

implantadas, acrescidas de 10 mL de PBS. O grupo controle recebeu 10 mL de 7 

PBS. 8 

 9 

Avaliação clínica e laboratorial 10 

 11 

 Os parâmetros clínicos, como exame de claudicação foram avaliados por 12 

dois avaliadores, e as análises do líquido sinovial foram realizadas em todos os 13 

grupos nos diferentes momentos (antes do tratamento – 0 horas; 24 horas; 48 14 

horas; 96 horas; 168 horas e 336 horas) após a realização do defeito e aplicação 15 

dos tratamentos. O líquido sinovial foi coletado com uma seringa descartável de 16 

10 mL e agulha hipodérmica 30x8, com prévia tricotomia e antissepsia da região 17 

escolhida. O material foi depositado em frascos com EDTA e sem EDTA. 18 

 No exame químico, foi realizada a dosagem de fibrinogênio, no exame 19 

citológico foi realizada a contagem global e diferencial de células nucleadas, 20 

contagem aproximada do número de hemácias, utilizando a Câmara de 21 

Neubauer. 22 

 Outra parte do líquido sinovial coletado foi congelado em tubos 23 

eppendorfs® a -80º C para a quantificação da IL-1, IL-10, IL-6, INF-Ɣ, TNF ∝1, 24 

Substância P2, amilóide sérica A3, TGF-β4, IGF5 e PGE26. As amostras foram 25 

submetidas a testes imunoenzimáticos utilizando “kits” ELISA comerciais com 26 

reação cruzada para equinos, de acordo com as instruções observadas pelo 27 

fabricante. A absorbância foi analisada em comprimentos de 450 nm em leitor 28 

de microplaca ELISA. A curva de regressão da análise e a conversão das 29 

 
1 Milliplex Map Kit, Equine cytokine (EQCYTMAG-93K) - EMD Millipore Corporation – Germany. 
2 Horse Substance P (SP) Elsa Kit – MYBIOSOURCE – USA. 
3 Horse Serum Amyloid A (SAA) Elisa Kit – MYBIOSOURCE – USA. 
4 Milliplex Map Kit, TGF beta single plex magnetic bead kit – EMD Millipore Corporation – Germany. 
5 Horse IGF-1 (Insulin-like growth factor 1) Elisa Kit-  MYBIOSOURCE – USA. 
6 PGE2 (Prostaglandin E2) Elisa Kit – Elabscience BIotechnology Inc. – USA. 
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densidades ópticas obtidas na leitura foram realizadas com o auxílio de um 1 

software. 2 

 3 
Análise estatística e análise dos resultados 4 
 5 
 Para as aferições numéricas foi realizado o teste de Kolmogorov – 6 

Smirnov (P<0,05) para testar a normalidade e, os parâmetros não apresentaram 7 

distribuição normal. Para as aferições numéricas foi realizado os testes não 8 

paramétricos de Kruskal-Wallis (P<0,05) para comparação dos grupos 9 

(horizontal) em cada momento e Friedman para as Medidas Repetidas no Tempo 10 

(vertical) dentro de cada grupo. Quando houve significância foi realizado o Teste 11 

de Tukey para comparação das medianas, utilizando o Sigmastat 3.5. A relação 12 

entre os tratamentos e as variáveis (citocinas) foram visualizados por meio de 13 

heatmap (pheatmap package), por meio dos dados normalizados, além do 14 

agrupamento hierárquico utilizando a distância euclidiana e o método de Ward, 15 

Para realização do teste de significância do coeficiente de correlação de Pearson 16 

(P<0,05), foi utilizado o pacote qgraph e corrplot, empregando o software R. 17 

Resultados 18 

 19 
Alta viabilidade das CTMs e facilidade no encapsulamento das células  20 

 21 
Foram aplicadas em média 1,5x107 células para cada lesão do grupo 22 

CTMMS encapsuladas em hidrogel de alginato e 1,4x107 para CTMMS livres. A 23 

média de viabilidade dessas células foi de 97,40% CTMMS encapsuladas e 24 

98,20% CTMMS livres.  As caracterizações das células apresentaram média de 25 

marcação positiva para o CD44 (55,3%), CD90 (92,49%) e CD105 (90,25%), 26 

com média de marcação negativa para o MHC Classe II (1,00%). Todas as 27 

células submetidas às diferenciações através dos “kits” comerciais confirmaram 28 

a transformação em tecido ósseo, adiposo e cartilaginoso. 29 
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A confecção das cápsulas com solução de alginato de sódio a 1,5%, 1 

obteve a concentração média de 1x105 células por cápsula (Figura 2).   2 

Figura 2. Células-tronco mesenquimais derivadas da membrana sinovial equina 3 
encapsuladas em hidrogel de alginato a 1,5% com agulha 21G. (A) Cápsulas de 4 
hidrogel de alginato após solidificação; (B) Microscopia invertida com contraste 5 
de fase da cultura celular em hidrogel de alginato, observa-se inúmeras 6 
estruturas esféricas e arredondadas que representam a alta celularidade, 7 
objetiva de 20x. 8 
 9 

Ausência de alterações clínicas  10 
 11 
 12 
  Na avaliação clínica, os parâmetros físicos se mantiveram dentro do 13 

intervalo fisiológico para espécie em todos os momentos.  14 

  A análise dos escores de claudicação dos animais foi realizada, antes das 15 

coletas. Nos momentos 24 e 48 horas foi possível observar que todos os animais 16 

apresentavam claudicação grau 2/5, e posteriormente os mesmos foram 17 

apresentando melhora clínica com claudicação grau 1/5 após 168 horas. Esses 18 

achados condizem com a distensão sinovial observado em todos os animais, 19 

apresentando melhora nos momentos posteriores. 20 

 21 

Aumento da contagem das células nucleadas no líquido sinovial 22 

 23 

  Na análise do líquido sinovial (Figura 3) em relação à contagem total de 24 

células nucleadas foi possível observar diferença estatística significativa 25 

(P=0,0473) entre o grupo CTMMS encapsuladas e os demais grupos nos 26 

momentos avaliados. Ao analisar o grupo CTMMS encapsuladas, houve diferença 27 

estatística do momento 24h (p<0,001), com valores superiores das células 28 
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nucleadas em comparação às avaliações realizadas às 0h e 336 h, as quais não 1 

diferiram entre si. No grupo CTMMS livres observou-se as mesmas tendências 2 

sendo que os momentos 24 e 48h foram estatisticamente superiores ao 3 

momento 0h (p=0,002), porém não diferiram dos demais. 4 

 Analisando o número de neutrófilos do líquido sinovial, observamos um 5 

aumento no grupo CTMMS encapsuladas, em relação aos demais grupos com 6 

diferença estatística em 24 horas (P=0,006). No grupo CTMMS encapsulada 7 

houve diferença estatística entre os momentos (P=0,001) 24 e 48 horas 8 

comparados com o 0h, mas os valores elevados foram observados também em 9 

168 e 336h, sem diferença estatística. No grupo CTMMS livres, os momentos 24 10 

e 48h foram estatisticamente superiores em relação às 0h de avaliação 11 

(P<0,001), não diferindo dos demais. 12 

 Os linfócitos apresentaram uma elevação em todos os grupos, mas no 13 

grupo controle, esses valores se mantiveram até 168h, com diferença estatística 14 

significativa (P=0,015). No CTMMS encapsuladas observamos maiores valores 15 

em 24 horas, e esses altos valores apresentaram diferença estatística (P=0,004). 16 

No grupo CTMMS livres os maiores valores foram observados em 24 e 48 horas, 17 

valores que diferiram estatisticamente de 0h (P=0,009).  18 

Em relação ao número de macrófagos observou-se aumento em todos os 19 

grupos nos momentos iniciais, mas os grupos tratados demonstraram uma 20 

redução na contagem de maneira mais rápida, possibilitando observar a 21 

diferença estatística significativa em 96 h (P=0,025) entre os grupos tratados e 22 

o controle. 23 

 Os valores de proteína total apresentaram diferença estatística no grupo 24 

CTMMS encapsuladas e CTMMS livres entre os momentos (P<0,05), sendo que 25 

em 24h de avaliação as quantidades de PT foram superiores às das 0h, não 26 

diferindo das demais avaliações.  27 

 Na avaliação citológica e proteína do líquido sinovial, foi possível observar 28 

maior diferença entre os momentos 0h e 24h das CTMMS encapsulada se 29 

comparado as CTMMS livre. 30 

 31 

 32 

 33 

 34 
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Figura 3. Número de células nucleadas, neutrófilos, linfócitos, macrófagos 1 

(células/µL) e proteína total (g/dL) do líquido sinovial dos grupos CTMMS 2 

encapsuladas em hidrogel de alginato, CTMMS livres e controle, nos diferentes 3 

momentos 0, 24, 48, 96, 168 e 336 horas. 4 
* Valor de p>0,05 entre os grupos. 5 
 6 

 7 

 8 

 9 
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Elevação nos valores das citocinas e proteínas de fase aguda no líquido 1 

sinovial  2 

 3 

 Na dosagem da interleucina 6 (IL – 6) (Figura 4), não observamos 4 

diferença estatística significativa (P>0,05) entre os grupos dentro de cada 5 

momento, exceto as 168h de avaliação (P=0,030) em que o grupo CTMMS 6 

encapsulada apresentou valor de IL – 6 superior ao grupo controle e ambos não 7 

diferiram do CTMMS livre. No CTMMS encapsulada houve diferença estatística 8 

entre os momentos (P=0,004) sendo que o momento 96h de avaliação mostrou 9 

valores de IL – 6 superiores às 0h e as 336h, não diferindo dos demais 10 

momentos. No CTMMS livre, os momentos 48 e 96h foram estatisticamente 11 

superiores em valor de IL – 6 (P=0,003) em relação às 0h de avaliação, não 12 

diferindo dos demais. Já no controle não houve diferença nos valores de IL – 6 13 

no decorrer das avaliações (P=0,218). 14 

 Para amilóide A sérica (SAA), substância P, prostaglandina E2 (PGE2), 15 

interleucina 1 alfa (IL – 1𝛼), fator de necrose tumoral alfa (TNF𝛼), não 16 

observamos diferença estatística significativa (P>0,05) entre os grupos dentro 17 

de cada momento, bem como entre os momentos dentro de cada grupo. 18 

 Nos valores de fator de crescimento da insulina (IGF 1) e fator de 19 

transformação de crescimento (TGF 𝛽), não foi possível observar diferença 20 

estatística significativa (P>0,05) entre os grupos dentro de cada momento, bem 21 

como entre os momentos dentro de cada grupo. No entanto, foi possível 22 

observar que os valores de TGF 𝛽, foram maiores no controle comparado com 23 

os demais grupos. 24 

 Não houve diferença estatística significativa (P>0,05) entre os grupos 25 

dentro de cada momento na dosagem de interleucina 10 (IL – 10). Mas no CTMMS 26 

encapsuladas, os momentos 24, 48 e 96h foram estatisticamente superiores em 27 

valores de IL 10 (P=0,012) em relação às 0h e 336h de avaliação, não diferindo 28 

da avaliação de 168h. Já no CTMMS livres e controle não houve diferença nos 29 

valores de IL 10 no decorrer das avaliações (P>0,05). 30 
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Figura 4. Gráfico da mediana das interleucinas/L amilóide A sérica (SAA), IGF, 1 

fator de necrose tumoral alfa (TNF𝛼), substância P, IL-1𝛼, IL-10, IL-6, interferon 2 

gama (IFN - 𝛾), prostaglandina E2 (PGE2) e TGF 𝛽,  no líquido sinovial no grupo 3 

CTMMS encapsuladas, CTMMS livres e controle, nos diferentes momentos 0, 24, 4 

48, 96, 168 e 336 horas 5 
* Valor de p>0,05 dentro do grupo; ** p>0,05 entre os grupos. 6 
 7 

A partir do agrupamento hierárquico, os tratamentos puderam ser 8 

separados em dois grupos: grupo controle e os grupos que receberam CTMs 9 

seja ela livre ou encapsulada, enquanto as variáveis em quatro grupos, formados 10 

por:  SAA com IGF; TNCC, TP, IFN, TGF, TNF, IL-10, NC e IL-6; MC, LC e IL-1; 11 

SP e PG2. CTMs encapsuladas estão relacionadas aos maiores níveis de SAA, 12 

IGF, contagem total de células nucleadas (TNCC), proteína total (TP), IFN- 𝛾, 13 

TGF 𝛽, TNF𝛼, IL-10, número de neutrófilos e IL-6. CTMs livres propiciaram os 14 

maiores níveis de IL-1, macrófagos e linfócitos. Por outro lado, o controle foi 15 

associado às maiores concentrações de SP e PGE2, que contrapõe o que foi 16 

observado para CTMs encapsuladas (Figura 4). 17 
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  1 
Figura 4. Mapa de calor da relação entre as variáveis SAA, IGF, número total de 2 
células nucleadas (TNCC), proteína total (TP), IFN - 𝛾, TNF𝛼, TGF 𝛽, IL-10, 3 
número de neutrófilos (NC), IL-6, número de macrofagos (MC), número de 4 
linfócitos (LC), IL-1𝛼, SP, PGE2 e os tratamentos, CTMs encapsuladas, CTMs 5 
livres e controle, do líquido sinovial. 6 
 7 
 8 
 As variáveis PGE2 com TGF 𝛽 estão correlacionadas direta e 9 

positivamente (r=0,47) (Figura 5), bem como, para IL-1 com IL-10 (r=0,96), IFN- 10 

𝛾 com TNF𝛼 (r=0,87), IL-10 com IL-6 (r=0,37), SP com TNF𝛼 (r=0,49) e IL-6 com 11 

os neutrófilos (r=0,23) no grupo tratado com CTMMS livres. Já no tratamento com 12 

CTMMS encapsuladas foi possível observar a correlação positiva do número de 13 

neutrófilos com IL-10 (r=0,43), IL-10 com IL-6 (r=0,32), IFN - 𝛾 com TNF𝛼 14 

(r=0,75), IFN com IL-6 (r=0,23), TNF𝛼 com IL-10 (r=0,38) e macrófagos com 15 

TNF𝛼 (r=0,19). No grupo controle foram observadas correlações positivas na IL-16 

6 com IL-10 (r=0,77) e no IGF com TP (r=0,44). 17 

 18 
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1 
Figura 5. Teste de significância do coeficiente de Correlação de Pearson 2 

p(<0,05) entre SAA, IGF, número total de células nucleadas (TNCC), proteína 3 

total (TP), IFN - 𝛾, TNF𝛼, TGF 𝛽, IL-10, número de neutrófilos (NC), IL-6, número 4 

de macrófagos (MC), número de linfócitos (LC), IL-1𝛼, SP, PGE2 e os 5 

tratamentos, CTMMS encapsuladas, CTMMS livres, controle das amostras do 6 

líquido sinovial. 7 

Discussão 8 

 Torna-se necessário ressaltar que a caracterização celular é uma etapa 9 

fundamental para confiabilidade e comparabilidade dos resultados obtidos. Os 10 

resultados obtidos nesse trabalho corrobora resultados descritos na literatura, 11 

atendendo os requisitos mínimos para a caracterização celular, aderência na 12 

placa de cultivo, diferenciação condrogênica, osteogênica e adipogênica, 13 

positiva para CD 90, CD44 e CD105 (23) e não expressando MHC-II (24,25).  14 

 A utilização das CTMMS, ocorreu em função da sua superioridade na  15 

diferenciação condrogênica, manutenção da proliferação em cultivo (8,26), fonte 16 
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tecidual específica e facilidade de obtenção por técnicas minimamente invasivas 1 

(6–9), além da compatibilidade com as cápsulas de alginato, mantendo a sua 2 

proliferação e diferenciação (22).  3 

 A concentração de CTMMS por cápsula, precisa atender a recomendação 4 

que utiliza de 10 a 30 milhões de células para obtenção do efeito terapêutico 5 

(27). Dessa forma utilizamos nossa metodologia (22), na qual ajustamos uma 6 

concentração ideal por cápsula de 100 mil células, pois a quantidade de cápsulas 7 

a ser aplicada na articulação está diretamente relacionada à concentração de 8 

células em cada cápsula, em função do volume das articulações-alvo ser 9 

limitado. Passa a ser extremamente útil concentrar mais células/cápsula de 10 

maneira a tornar a técnica da aplicação de CTM em cápsula viável na rotina 11 

clínica. 12 

A administração das CTMs de forma livre na articulação culmina com uma 13 

rápida dispersão, desaparecendo da articulação 7 dias (17,28–30).  14 

Almejando diminuir a dispersão, o nosso grupo realizou pesquisas 15 

anteriores utilizando o plasma rico em plaquetas (PRP) como arcabouço, 16 

obtendo resultados positivos na reparação condral (21). No entanto, a utilização 17 

do hidrogel de alginato como arcabouço para CTMs no tratamento de lesões 18 

condrais em equinos não foi descrito, tornando o nosso trabalho pioneiro.  19 

Neste contexto, conjeturando aumentar o efeito terapêutico, reduzir a 20 

frequência de aplicação e ainda custos do tratamento, a utilização das CTMs 21 

inseridas em scaffolds no tratamento de defeitos ósseos, aumentou o efeito 22 

terapêutico e o potencial de diferenciação das CTMs (31). Em paralelo, a 23 

instituição do tratamento de forma menos invasiva do estudo demonstrou ser 24 

vantajosa, pois recentemente foi descrito que a microencapsulação de células 25 

em alginato, foi capaz de aumentar a viabilidade das células para aplicação 26 

conjunta (32). Mediante isso, a utilização de CTMs de forma livre geraria uma 27 

ação mais imediata, com dispersão das células para os tecidos periarticulares 28 

com o tempo. Em contrapartida, a utilização de CTMMS encapsuladas 29 

ocasionaria um efeito mais tardio e prolongado devido à taxa de liberação das 30 

mesmas ocorrer de forma mais tardia.  31 

 A não alteração nos parâmetros físicos (frequência cardíaca e 32 

respiratória, temperatura retal, coloração de mucosa e tempo de preenchimento 33 
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capilar) para espécie, após a implantação dos tratamentos com células tronco é 1 

achado frequentemente descrita em estudos similares (33,34). 2 

 A elevação no grau de claudicação 2/5 (35), com resolução 48 horas após 3 

a instituição dos tratamentos, corrobora resultados obtidos (33), ao descreverem 4 

que alguns animais claudicavam de forma leve a moderada, não diferindo entre 5 

os tratamentos que consistiam em CTMs alogênicas e xenogênicas, com 6 

resolução após 24 a 48 horas. Achados similares foram descritos utilizando as 7 

CTMs derivadas do cordão umbilical em modelo de sinovite induzida por 8 

lipopolissacarídeo (LPS), através do aumento da claudicação em 24 horas com 9 

resolução 48 horas (36). Achados diferentes foram relatados (37) após 10 

administração intra-articular de uma dose única de CTMs autólogas derivadas 11 

da medula óssea e duas doses separadas de CTMs alogênicas da medula óssea 12 

reunidas de vários doadores, observando melhora significativa na claudicação 13 

em comparação com o controle. Também é relatado o aumento da viscosidade 14 

e diminuição da concentração de glicosaminoglicanos nos grupos tratados (38). 15 

 O tratamento com CTMs derivadas da medula óssea livres intra-articular 16 

em equinos foi capaz de estimular o aumento no número de células nucleadas 17 

com 24 e 48 horas, sejam elas autólogas, alogênicas ou xenogênicas (33,37,39). 18 

 Essa diferença estatística observada na resposta das células nucleadas 19 

e neutrófilos (P=0,0473 e P=0,006, respectivamente) e correlação positiva 20 

(r=0,99) no grupo CTMMS encapsuladas, ocorreu em função da somatória do 21 

processo inflamatório induzido pelas CTMs, o arcabouço de alginato de sódio e 22 

indução da lesão. Embora o objetivo seja ter uma cápsula, o mais inerte possível, 23 

entendemos que a composição da cápsula foi capaz de induzir um processo 24 

inflamatório superior aos demais grupos. Parte do processo inflamatório 25 

acentuado, é justificado em função do uso do cálcio para encapsulação, sendo 26 

capaz de imunoestimular as células do sistema imune (40). Esse achado é 27 

confirmado em estudo in vivo (41), ao utilizar a administração de cápsulas de 28 

alginato na cavidade peritoneal de ratos, visualizando aumento significativo no 29 

número total de células inflamatórias as 48, 96 e 168h, após o implante de 30 

cápsula do que após a injeção de solução salina.  31 

Acredita-se que inicialmente o processo inflamatório seja maior, em 32 

função do retardo do efeito das CTMs por estarem inseridas em um arcabouço, 33 

conforme observa-se os valores das contagens de células neutrófilos. Contudo 34 
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no decorrer das avaliações ocorreu um declínio de neutrófilos e ao final da 1 

pesquisa esse grupo apresentou a menor contagem de células, o que nos leva 2 

a inferir que as CTMs encapsuladas modularam o processo inflamatório, não as 3 

expondo diretamente às células de defesa.  4 

As CTMs atuam de forma parácrina, capaz de estimular indiretamente a 5 

secreção de fatores bioativos, como as citocinas e fatores de crescimento (42–6 

44). Além disso, a estrutura tridimensional do alginato é porosa que permite a 7 

difusão de oxigênio, nutrientes e o transporte de metabólitos (45). A ação 8 

parácrina das CTMs é responsável pelo efeito anti-inflamatório e angiogênico, 9 

estimulando a sobrevivência e proliferação celular local (42,46). 10 

Confirmando essa hipótese, sugere-se que proteger as CTMs da 11 

detecção imune e prolongar sua persistência in vivo podem melhorar os 12 

resultados clínicos e impedir a sensibilização do paciente em relação aos 13 

antígenos doadores (47).  14 

   A retomada aos valores iniciais dos neutrófilos ocorreu em diferentes 15 

momentos, com 7 a 9 dias (34,48), diferindo do observado em nosso trabalho, 16 

no qual houve permanência da elevação dos valores mesmo após 14 dias. Em 17 

contrapartida relato recente, descreve que a elevação ocorreu com 7 dias, 18 

obtendo o pico com 14 dias após administração de CTMs derivadas da medula 19 

óssea (49).  20 

  O aumento do número de neutrófilos é resultante da resposta inflamatória 21 

aguda após a indução da lesão condral como demonstrado em pesquisa 22 

anterior, onde os níveis apresentaram-se elevados em 10% nos primeiros dias 23 

(21), comprovando que o modelo experimental utilizado apresentou eficácia em 24 

indução do processo inflamatório. Algumas pesquisas inferem que esse aumento 25 

ocorre em função do fluxo transitório de neutrófilos após o tratamento com CTMs 26 

(50), diferindo dos nossos achados, uma vez que o aumento foi visualizado 27 

também no grupo controle, demonstrado através da  diferença estatística no 28 

momento 24 horas entre todos os grupos. 29 

Existe uma correlação positiva entre os valores de proteína e os 30 

macrófagos (r=0,38) em CTMMS encapsuladas, grupo com menor contagem de 31 

células e que diferiu estatisticamente dos demais (P=0,025) em 96 h, dessa 32 

forma podemos predizer que as CTMs já estavam modulando o processo 33 

inflamatório.  34 
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A elevação nos valores de proteína foi descrito anteriormente, após a 1 

aplicação de CTMs alogênicas e xenogênicas em equinos atingindo 5g/dL (33), 2 

semelhante ao observado no GB em 24 horas, diferindo dos demais momentos 3 

analisados, não observando diferença estatística entre os grupos. 4 

   Evidências clínicas descritas recentemente (33,34,37) também 5 

observaram essa inflamação temporária, através do aumento da contagem de 6 

células nucleadas totais e neutrófilos, após a administração de CTMs alogênicas 7 

em articulações hígidas. Em contrapartida, pesquisas utilizando modelo de 8 

sinovite induzida por LPS demonstraram que as CTMs alogênicas induziram 9 

reação inflamatória leve e auto limitante inicial quando administradas em 10 

articulações inflamadas, sendo capazes de reduzir a população de células do 11 

líquido sinovial (36). 12 

  Os linfócitos estão presentes no sistema imune adaptativo, e possuem 13 

importante papel nos processos inflamatórios, atraídos por uma série de 14 

quimiocinas (51). Os resultados apresentados neste estudo demonstraram um 15 

aumento no número de células com diferença estatística (P=0,015) as 168 horas 16 

no grupo controle, e este resultado pode ser explicado, uma vez que as CTMs 17 

são capazes de reduzir a ativação dos linfócitos e infiltrado inflamatório, o que 18 

explica a menor quantidade de células inflamatórias no líquido sinovial CTMMS 19 

encapsuladas ou livres (12,52). 20 

  Os macrófagos estão presentes no ambiente articular, com diferentes 21 

funções dependendo do seu subtipo. Essas células podem se polarizar para os 22 

fenótipos pró-inflamatório (M1) e anti-inflamatório (M2), sendo o último associado 23 

à liberação de citocinas pró-condrogências como IL-10, IL-1Ra e TGF β (53,54). 24 

Apesar de não realizarmos a marcação para identificar os macrófagos M1 e M2, 25 

podemos inferir a presença dos dois tipos em função dos valores de IL-10, IL-6 26 

e TNFα. O menor número de macrófagos no líquido sinovial no grupo CTMMS 27 

encapsuladas após 96 horas (P=0,025), demonstra a interação da CTMs e o 28 

ambiente inflamatório, estimulando a polarização em M2, que 29 

consequentemente foi capaz de modular o processo inflamatório, e também 30 

responsável por inibir a proliferação e função de linfócitos, visualizado através 31 

da diferença estatística com 168h nos grupos tratados (P=0,015) (55–57).  32 

  No grupo controle as contagens de macrófagos foram mais altas com 33 

diferença estatística em 96 horas (P=0,025) com os grupos tratados. A 34 
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manutenção desses valores é prejudicial pois induz a polarização de M1, que 1 

são responsáveis por secretar grande quantidade de citocinas pró-inflamatórias 2 

como IL-1β e TNFα, que ativam vias intracelulares pró-inflamatórias, resultando 3 

na diapedese de leucócitos e consequente aumento da condição inflamatória 4 

local proporcionando a manutenção da OA (58–60).  5 

 Comprovando a ação imunomoduladora das CTMMS encapsuladas, os 6 

macrófagos apresentaram correlação positiva com o TNFα (r=0,19) que é 7 

considerado o principal iniciador das CTMs, em contrapartida os macrófagos M2 8 

são responsáveis pela liberação IL-10 (r=0,59), que faz a potencialização do 9 

TNFα (61).  Vale ressaltar também que o aumento dos macrófagos, linfócitos e 10 

do TNFα foi relatado (41) após o transplante de cápsulas de alginato na cavidade 11 

peritoneal de ratos, deduzindo que esse aumento foi benéfico, visto que as CTMs 12 

dependem do processo inflamatório para conseguir expressar seu potencial de 13 

imunomodulação. 14 

Outra hipótese do elevado número de macrófagos em momentos iniciais 15 

no grupo CTMMS encapsuladas, mesmo que sem diferença estatística pode ser 16 

explicado em função do alginato, responsável por causar inflamação inicial ao 17 

estimular a ativação de células semelhantes a macrófagos (62). Uma questão 18 

importante a ser levantada neste experimento é a ausência de um grupo apenas 19 

com cápsulas à fim de se conhecer a resposta inflamatória específica do 20 

alginato, o que pode ser inferido pela literatura, além de estar sendo testado por 21 

outros pesquisadores da equipe. 22 

A permanência de valores elevados de macrófagos e linfócitos no 23 

controle, são responsáveis por manter o processo inflamatório articular, levando 24 

a OA, em função da secreção de grandes quantidades de IL-1 e TNF-𝛼 (63–65), 25 

além de produzir oxido nítrico (54). 26 

 O IFN 𝛾 responsável por estimular a ativação de macrófagos e aumentar 27 

da função dos neutrófilos e monócitos (66), apresentou relação positiva nos 28 

tratamentos, com o aumento no grupo CTMMS encapsuladas em 24 horas e no 29 

CTMMS livres em 24, 168 e 336 horas, o que pode ter ocorrido em função do 30 

processo inflamatório instalado, decorrente da aplicação das CTMs. Além disso 31 

o IFN 𝛾 e o TNF-α apresentaram correlação positiva em ambos os grupos CTMMS 32 

encapsuladas (r=0,75) e CTMMS livres (r=0,87), eles são considerados 33 

responsáveis pela interrupção da homeostase articular (1); em contrapartida, 34 
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associado com IL-1 (r=0,15 e r=0,23, respectivamente) (67,68) são consideradas 1 

as principais citocinas pró-inflamatórias capazes de induzir a expressão das 2 

características imunorreguladoras das CTMs de forma sinérgica (67,69), 3 

mantendo a proliferação e diferenciação (38,69,70).  4 

 Nossos achados mencionados anteriormente, são descritos por outros 5 

pesquisadores, que relataram a importância da inflamação, para estimular a 6 

função imunorreguladora completa das CTMs, melhorando a eficácia terapêutica 7 

(71). A relação positiva observada das CTMs com INF 𝛾, demonstrou melhor 8 

resposta à supressão na proliferação das células T (72–74), como observado 9 

nos grupos tratados, e oposto do grupo controle em que os valores se 10 

mantiveram elevados, em decorrência da ausência da ação das CTMs, 11 

mantendo o processo inflamatório articular, possibilitando a manutenção da OA. 12 

 Estudos com a IL-6 em equinos são escassos, no entanto sabe-se que 13 

ela é considerada citocina pró-inflamatória, produzida na resposta inflamatória 14 

em artrites induzidas por LPS (75). A observação dos maiores níveis no CTMMS 15 

encapsuladas, permite concluir que nesse grupo ocorreu maior processo 16 

inflamatório inicial, que foi controlado, através da correlação positiva com INF 𝛾 17 

(r=0,23) e o TNFα (r=0,23). Esta associação pode ainda aumentar o potencial 18 

imunomodulador das CTMs (30). Ainda existem relatos que a IL-6 secretada 19 

pelas CTMs é responsável por atrasar a apoptose de linfócitos e neutrófilos, além 20 

de diminuir a estimulação das células T (76,77).  21 

 Outra hipótese é que a alta expressão da IL-6 no CTMMS encapsuladas 22 

ocorreu em função da cápsula de alginato, pois o alginato é responsável por 23 

estimular a secreção de citocinas pró-inflamatórias (62), esse fato também foi 24 

observado por outros autores, onde oligômeros de alginato estimularam a 25 

secreção de IL-1a, IL-1b, IL-6 e TNF- α (78,79). Em contraste novas pesquisas 26 

têm trazido que a IL-6 tem um papel imunorregulador ou um papel dúbio 27 

dependendo do ambiente (80), com a observação da relação da IL-6 com o 28 

CTMMS encapsuladas e a correlação positiva da IL-6 com IL-10 (r=0,32), 29 

citocinas que podem ser consideradas anti-inflamatórias, inferimos que no 30 

CTMMS encapsuladas a imunorregulação foi mais eficaz, no controle do processo 31 

inflamatório.  32 

 Além disso, esse grupo apresentou melhor resposta ao final da pesquisa, 33 

visto que as CTMMS, aumentaram a secreção de IL-6, juntamente com a 34 
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correlação positiva TNF-α (r=0,35) e IFN-γ (r=0,23), dessa forma inferimos que 1 

as CTMs atuaram inibindo proliferação de linfócitos e macrófagos (M1), 2 

justificado com as baixas contagens ao final da avaliação. 3 

 A não observação da elevação simultânea da concentração de IL-6, IL-1 4 

e TNFα, são achados importantes, visto que essas três citocinas são 5 

consideradas as responsáveis pela estimulação da degradação da matriz da 6 

cartilagem articular (63–65). Baseado nestes resultados, inferimos que a 7 

presença das CTMs na cavidade articular foi capaz de bloquear a evolução do 8 

processo inflamatório, evitando a progressão da OA.  9 

 Os níveis de IL-10 apresentaram-se elevados no CTMMS encapsuladas, o 10 

que inferimos ser em função da aplicação das CTMs, células essas com 11 

capacidade de modular o sistema imune adaptativo, estimulando a expressão e 12 

reduzindo o processo inflamatório (30). Esse achado foi relatado em estudos 13 

onde as células devidamente estimuladas, foram capazes de expressar 14 

moléculas anti-inflamatórias como a IL- 10, o antagonista de interleucina 1 (IL-15 

1ra), indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), TGF-β e PGE2 (10,21). Além desse fato 16 

a liberação de IL-10 pelas CTMs em maior quantidade no CTMMS encapsuladas 17 

foi capaz de reduzir os efeitos pró-inflamatórios da IL-6 (r=0,32), TNFα (r=0,38) 18 

e IFN-γ (r=0,37), almejando a melhora do ambiente articular (33,61,72). 19 

 O fato do alginato, componente das cápsulas poder ter gerado um 20 

processo inflamatório mais acentuado, estimulou ainda mais a imunomodulação, 21 

fazendo com que este grupo apresentasse maior controle do processo ao final 22 

da pesquisa. Inferimos que isso ocorreu pela secreção expressiva de 23 

mediadores pelos poros da cápsula como descrito por nosso grupo 24 

anteriormente (17), além da proteção das CTMs do líquido sinovial, buscando 25 

efeitos imunomoduladores e de regeneração a longo prazo. Em uma pesquisa 26 

realizada com neuroinflamação, utilizando CTMs em hidrogel de alginato, foi 27 

observada uma imunomodulação semelhante à encontrada em nosso 28 

experimento, o que reforça a hipótese de que o alginato pode não apenas 29 

fornecer um veículo de entrega, aprimorando o transplante, mas também pode 30 

aumentar o benefício terapêutico das CTMs (81). Adicionalmente, as CTMs 31 

encapsuladas em alginato, são capazes de preservar sua função anti-32 

inflamatória e fornecer um veiculo de entrega controlada, capaz de reduzir a 33 

inflamação e, consequentemente, promover a reparação tecidual in vivo (82–85).  34 
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Para compreender de forma totalitária os mecanismos de ação das novas 1 

terapias direcionadas às enfermidades articulares, deve-se avaliar os efeitos 2 

articulares funcionais e fisiológicos resultantes de sua utilização. Terapias 3 

voltadas para o controle do processo inflamatório e de reparação apresentam-4 

se vantajosas no controle dos sintomas e alterações estruturais ocorridos 5 

durante a progressão da OA (48,86).  6 

 7 

Conclusão  8 

 9 

A manutenção dos macrófagos e linfócitos observada no grupo controle 10 

pode ser prejudicial pois contribui para a manutenção da osteoartrite. As CTMs 11 

atuaram de forma a diminuir a concentração destas células nos grupos tratados. 12 

As CTMs inseridas em cápsulas de alginato induziram processo inflamatório 13 

inicial mais acentuado, mas a ação das CTMs, foi capaz de imunomodular o 14 

processo inflamatório. Essa modulação reduziu o número de neutrófilos, 15 

macrófagos e linfócitos e aumentou a IL-10 e IL-6, o que contribuiu de forma 16 

mais eficaz para o controle da inflamação quando comparado ao grupo de CTMs 17 

livres, provavelmente devido ao maior tempo de permanência das células 18 

encapsuladas dentro da articulação. 19 

A investigação do controle do processo inflamatório e o encapsulamento 20 

das CTMs in vivo apresentaram resultados promissores e embasamento para 21 

pesquisas posteriores, visando explorar o potencial imunomodulador em 22 

diferentes condições. 23 

 24 

Aprovação ética 25 

 26 

 Os procedimentos experimentais foram desenvolvidos conforme as 27 

diretrizes e aprovação da Comissão de Ética no Uso de animais da Faculdade 28 

de Medicina Veterinária e Zootecnia, UNESP - Campus Botucatu/SP sob o 29 

protocolo nº 032/2020 – CEUA. 30 
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CAPÍTULO 3: 5 
 6 

AVALIAÇÃO À LONGO PRAZO DE CÉLULAS TRONCO MESENQUIMAIS 7 
DERIVADAS DA MEMBRANA SINOVIAL ALOGÊNICAS ENCAPSULADAS 8 

COM HIDROGEL DE ALGINATO PARA O TRATAMENTO DE LESÃO 9 
CONDRAL EM EQUINOS  10 

  11 
 12 
LONG -TERM EVALUATION OF ENCAPSULATED SINOVIAL MEMBRANE 13 

DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS ALLOGENIC FOR THE 14 
TREATMENT OF OSTEOARTHRITIS IN HORSES 15 

 16 

Vitor Hugo Santos1, João Pedro Hübbe Pfeifer1, Fernanda de Castro Stievani1, 17 

Gustavo Santos Rosa1, Emanuel Vitor Pereira Apolonio1, Mariana Correa 18 

Rossi1, Carlos Eduardo Fonseca Alves1, Ana Liz Garcia Alves1. 19 

Resumo 20 
 21 

A alta incidência e dificuldade no tratamento da osteoartrite (OA) em equinos, 22 

tem incentivado a comunidade cientifica na busca do tratamento mais efetivo. 23 

Sendo assim, foi avaliado os efeitos da aplicação intra-articular de células tronco 24 

mesenquimais derivadas da membrana sinovial (CTMMS) encapsuladas em 25 

alginato para o tratamento de osteoartrite em equinos. 26 

Métodos: Defeitos condrais foram induzidos na tróclea medial do talus em 27 

quinze cavalos. No dia da indução os animais foram divididos em três grupos:  28 

CTMMS encapsuladas, CTMMS livres e controle. Após 150 dias da instituição dos 29 

tratamentos, realizamos a avaliação in situ através da cirurgia artroscópica (o 30 

escore da International Society Cartilage Repair) e coletamos material para 31 

análise histológica (escore de O’Driscoll) e imunohistoquímica para colágeno tipo 32 

II. 33 

Resultados: Na avaliação in situ da reparação da cartilagem foi observado 34 

diferença estatística na avaliação global de reparo no grupo CTMMS 35 

encapsuladas. Na análise microscópica coradas com H.E e azul de toluidina, o 36 
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CTMMS encapsuladas e CTMMS livres, demonstraram diferentes graus da 1 

formação de fibrocartilagem, no entanto as características morfológicas foram 2 

semelhantes a cartilagem nativa. 3 

Conclusões: As CTMMS encapsuladas em hidrogel de alginato demonstram ter 4 

maior potencial de reparação em lesões condrais induzidas, formando tecido de 5 

reparação semelhante a cartilagem nativa. 6 

 7 

Palavras-chave: bioengenharia, cartilagem hialina, reparação, terapia celular. 8 

 9 

Abstract  10 

The high incidence and difficulty in the treatment of osteoarthritis (OA) in horses 11 

has encouraged the scientific community to seek the most effective treatment. 12 

Therefore, the effects of intra-articular application of mesenchymal stem cells 13 

derived from synovial membrane (MSCSM) allogenic encapsulated in alginate for 14 

the treatment of osteoarthritis in horses have been evaluated. 15 

Methods: Chondral defects were induced in the medial trochlea of the talus in 16 

fifteen horses. On the day of induction, the animals were divided into three 17 

groups: MSCSM encapsulated, MSCSM free and control. After 150 days of 18 

treatment, we performed in situ evaluation through arthroscopic surgery (the 19 

score of the International Society for Cartilage Repair) and collected material for 20 

histological analysis (O'Driscoll score) and immunohistochemistry for collagen 21 

type II. 22 

Results: In the evaluation in situ of cartilage repair, a statistical difference was 23 

observed in the global evaluation of MSCSM encapsulated repair. In the 24 

microscopic analysis stained with H.E and toluidine blue, MSCSM encapsulated 25 

and MSCSM free, showed different degrees of fibrocartilage formation, however 26 

the morphological characteristics were similar to native cartilage. 27 

Conclusions: MSCSM encapsulated in alginate hydrogel showed a higher 28 

potential for repair in induced chondral lesions, forming repair tissue similar to 29 

native cartilage. 30 

 31 

Keywords: bioengineering, hyaline cartilage, repair, cell therapy. 32 

 33 
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 1 

Introdução 2 
 3 
 A osteoartrite é responsável por 35% das claudicações em equinos, sendo 4 

altamente incapacitante e com tratamento complexo (1–3). Esta enfermidade 5 

gera impacto no mercado do cavalo atleta, em decorrência das características 6 

degenerativas de evolução da lesão articular, reduzindo o desempenho e dessa 7 

forma afeta o valor dos animais (2,4,5). 8 

Esse fato se deve a reparação da cartilagem articular que dependente de 9 

processos intrínsecos, que são limitados em função do baixo potencial mitótico 10 

dos condrócitos, além dos processos extrínsecos, restritos a migração das 11 

células progenitoras do osso subcondral (6), a associação desses processos 12 

culminam com abundância de tecido fibrocartilaginoso, sendo este composto por 13 

metade dos glicosaminoglicanos da cartilagem nativa, reduzindo as 14 

características morfofuncionais (7–9). 15 

A terapia celular vem para superar estes desafios, demonstrando a 16 

reparação da cartilagem a mais próxima da nativa (1,10). A utilização da fonte 17 

precursora tecido especifica, auxiliou a regeneração da cartilagem in vitro e in 18 

vivo (11) , ainda apresentou melhor potencial condrogênico (12) comparada com 19 

as demais fontes. 20 

As CTMs quando administradas livremente na articulação migraram para 21 

o local da lesão mas também apresentaram dispersão, visto que a articulação 22 

não é uma estrutura isolada do restante do corpo (13,14). Diante disso, a 23 

engenharia tecidual tem ajudado no desenvolvimento das técnicas para proteção 24 

das CTMs, visando melhor desempenho quando aplicadas intra-articular. Uma 25 

das opções é a utilização do arcabouço de hidrogel de alginato, que é capaz de 26 

manter boa produção de matriz extracelular, além da manutenção das 27 

características das CTMs por longos períodos (15).  28 

 A utilização dos implantes encapsulados possibilita maior permanência 29 

das células na articulação, diminui a migração para circulação corpórea 30 

(10,13,16). Pesquisas demonstram que as CTMs ficam aderidas a membrana 31 

sinovial (10,13). Outro estudo, descreve o tropismo das CTMs para o local da 32 

lesão (16), confirmando a permanência das CTMs dentro do espaço articular. 33 
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 Portanto, devido as inúmeras qualidades das CTMs e os resultados já 1 

descritos, o objetivo desse estudo foi avaliar as CTMs derivadas de membrana 2 

sinovial, encapsuladas em hidrogel de alginato em defeitos induzidos 3 

experimentalmente na cartilagem articular, observando a viabilidade da 4 

aplicação e o aspecto da lesão após 150 dias da instituição dos tratamentos. 5 

 6 

Material e métodos  7 
 8 
 Foram utilizados 15 equinos adultos, mestiços, com três a oito anos de 9 

idade, machos castrados, pesando em média 330 kg, clinicamente hígidos e sem 10 

histórico de afecções do sistema locomotor.  11 

 O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) com dois 12 

tratamentos e um controle. Quinze animais foram divididos em três grupos 13 

CTMMS encapsuladas em hidrogel de alginato, CTMMS livres e controle, cada 14 

grupo com cinco animais. Em todos os grupos, as articulações társicas (“n” = 5, 15 

articulações por grupo) foram abordadas por cirurgia artroscópica para a 16 

realização da lesão condral e submetidas a tratamento conforme o grupo: lesão 17 

condral e tratamento com CTMMS encapsuladas em hidrogel de alginato; lesão 18 

condral e tratamento com CTMMS aplicadas livremente na articulação; lesão 19 

condral sem tratamento controle (10 mL PBS). A artroscopia para a indução das 20 

lesões condrais e aplicação dos respectivos tratamentos foi definida como tempo 21 

zero do experimento (0h).   22 

 23 

Indução da lesão 24 

 A lesão cartilaginosa da tróclea medial do talus foi o primeiro 25 

procedimento realizado, considerado tempo zero (T0). A técnica artroscópica foi 26 

a descrita por McIlwraith (17). Para criar a lesão foi utilizada uma lâmina abrasiva 27 

motorizada (shaver) e pinças artroscópicas, com desgaste controlado, suficiente 28 

para obter a dimensão da lesão condral desejada, equipamentos e instrumentos 29 

artroscópicos foram os mesmos utilizados por Yamada (9). As lesões foram 30 

padronizadas em 15 mm de diâmetro e induzidas retirando a cartilagem hialina 31 

e toda a cartilagem calcificada, porém, não havendo abrasão, perfuração ou 32 

sangramento do osso subcondral (profundidade aproximada de 1,5 a 3,2 mm). 33 



 65 

O diâmetro da lesão foi mensurado com o auxílio de uma pinça tipo “Ferris-1 

Smith” (Figura 1).  2 

 3 

Figura 1. Imagem artroscópica da lesão condral criada na tróclea na tróclea 4 
medial do talus, criada com auxílio da lâmina abrasiva motorizada.  5 
 6 
 7 

Células Tronco Mesenquimais derivada da membrana sinovial (CTMMS) 8 

 As CTMMS de equinos foram provenientes do Biobanco de Células tronco 9 

do Laboratório de Terapia Celular, da Universidade Estadual Paulista Júlio de 10 

Mesquita Filho – Campus Botucatu – SP. Os criotubos foram selecionados de 11 

maneira aleatória e as CTMs foram cultivadas com a técnica descrita (3,18), até 12 

atingirem a concentração para o tratamento (1x107), trinta dias antes do 13 

momento inicial 14 

 15 

Caracterização celular 16 

 A análise imunofenotípica das CTMMS foi realizada em terceira passagem 17 

(P3) com o citômetro de fluxo1, usando os seguintes anticorpos: rato anti-rato 18 

CD90 – FITC (clone OX7)2, rato anti-humano CD105 – FITC (clone SN6)3 , rato 19 

 
1
 
BD, San Jose, CA, USA 

2
 
Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA  

3 AbD Serotec, Kidlington, Oxford, UK  
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anti-cavalo CD 44 (clone CVS18)1 e camundongo anti-cavalo MHC classe II2, 1 

que foram marcados com anticorpo secundário de cabra anti-IgG-FITC de 2 

camundongo3. Os protocolos utilizados foram descritos pelos fabricantes.  3 

 Durante a P3, as amostras de CTMMS foram colocadas em triplicata em 4 

placa de seis poços4 para diferenciação osteogênica e adipogênica e incubadas 5 

a 37°C em atmosfera umidificada contendo 95% de ar e 5% de CO2. Após atingir 6 

confluência, o meio de cultura foi removido e os meios de diferenciação 7 

osteogênica5 e adipogênica6  foram adicionados às culturas. Os meios foram 8 

trocados a cada três dias, e a diferenciação osteogênica foi confirmada por 9 

coloração positiva da matriz extracelular de cálcio usando 2% de coloração com 10 

Alizarin Red S7. A diferenciação adipogênica foi confirmada pela deposição de 11 

gotículas lipídicas no citoplasma, utilizando 0,5% de Oil Red O8. Para a 12 

diferenciação condrogênica, um pellet de CTMs foi cultivado em tubo Falcon e 13 

incubado a 37°C em uma atmosfera umidificada contendo 95% de ar e 5% de 14 

CO2. Após dois dias, o meio de cultura foi removido e o meio de diferenciação9 15 

foi adicionado e trocado a cada três dias. Para confirmação da diferenciação 16 

condrogênica, os pellets foram corados com Alcian Blue10 e Azul de Toluidina11 17 

para identificar os proteoglicanos. Os implantes foram todos alogênicos e a dose 18 

utilizada no tratamento foi de 107 células cultivadas para cada articulação. 19 

 20 

Encapsulamento das CTMMS em hidrogel de alginato 21 

 As células do GA foram ressuspensas em solução de alginato de sódio 22 

1,5%, na concentração de 10 milhões células/mL de 1,5% (w/v), utilizando-se 23 

10uL de solução com 100 mil células, contadas em Câmara de Neubauer. A 24 

suspensão de células em alginato não polimerizado foi colocada em uma seringa 25 

de 10mL acoplada em agulha 21G e com o auxílio da bomba de infusão, o 26 

 
1 AbD Serotec, Kidlington, Oxford, UK.  
2 AbD Serotec, Kidlington, Oxford, UK. 

3 Molecular Probes, Eugene, OR, USA. 
4 Sarstedt, EUA. 
5 StemPro Osteogenesis Differentiation Kit GIBCO – Invitrogen Cell Culture, EUA. 
6 StemPro adipogenesis Differentiation Kit GIBCO – Invitrogen Cell Culture, EUA.  
7 Sigma-Aldrich Corp., EUA. 
8 Sigma-Aldrich Corp., EUA. 
9 Sigma-Aldrich Corp., EUA. 
10 Sigma-Aldrich Corp., EUA. 
11 Sigma-Aldrich Corp., EUA. 
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conteúdo da seringa foi então gotejado dentro da solução de geleificação de 1 

cloreto de cálcio (CaCl2 - 102 mM), permitindo assim a polimerização do alginato 2 

durante 10 minutos, até que as cápsulas fossem formadas. A solução de 3 

gelatinização foi desprezada, e as cápsulas foram lavadas três vezes em solução 4 

de NaCl a 0,15M. 5 

 6 

Biópsia e avaliação macroscópica 7 

 Após cinco meses (T150) da indução da lesão condral e realização dos 8 

tratamentos, os animais foram submetidos a um segundo procedimento 9 

artroscópico, para avaliação in situ da lesão e observação do aspecto da 10 

reparação. 11 

 Escores estabelecidos pela Sociedade Internacional de Reparação da 12 

Cartilagem (ICRS) foram utilizados para avaliação macroscópica da reparação 13 

da cartilagem, que classifica o grau de reparação da cartilagem, integração com 14 

a borda da lesão, aparência macroscópica e avaliação global do reparo. Essa 15 

pontuação foi realizada por seis avaliadores que desconheciam os grupos, 16 

através das imagens gravadas provenientes do procedimento artroscópico 17 

realizado para cada lesão, de cada grupo em T150. 18 

 19 

Análise histopatológica 20 

 Em T150, as amostras para as análises histopatológicas foram coletadas 21 

na região central do defeito condral de cada lesão sendo imediatamente 22 

congeladas em Tissue-Tek® O.C.T™1. Cortes de 5 µm de espessura foram 23 

obtidos dos blocos congelados e distendidos em lâminas histológicas. Esses 24 

cortes foram corados habitualmente pelos métodos de Hematoxilina-Eosina 25 

(H&E) e azul de toluidina. A análise das lâminas foi realizada por microscopia 26 

óptica, sem o prévio conhecimento do observador dos grupos a que pertenciam 27 

cada lâmina, sendo classificadas em escores tabulados e padronizados pela 28 

ICRS, utilizando o escore histológico de O’ DRISCOLL.  29 

Avaliação imunohistoquímica 30 

 A análise imunohistoquímica foi realizada com técnica descrita na literatura 31 

(19). As amostras para análise imunohistoquímica foram coletadas na região 32 

 
1 Sakura Finetek Europe B.V. Alemanha. 
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central da lesão e armazenadas em formol para parafinização. As lâminas foram 1 

desparafinadas em xilol e reidratadas em etanol graduado, para a realização da 2 

coloração imunohistoquímica para o anticorpo anti-colágeno tipo II usando o 3 

método de peroxidase e tetracloreto de 3,3 'diaminobenzidina (DAB). Para a 4 

recuperação do antígeno, as lâminas foram incubadas em tampão citrato (pH 5 

6,0) em uma panela de pressão1. Depois que as lâminas foram colocadas na 6 

plataforma de autostainer Dako Cytomation2. O anticorpo anti-colágeno tipo II foi 7 

detectado com um anticorpo monoclonal secundário de camundongo3 com 8 

diluição de 1/200. A marcação imunológica foi realizada pelo método Histofine4. 9 

As seções foram então contrastadas com hematoxilina. O controle positivo 10 

consistiu em um tecido pulmonar. Um controle negativo foi realizado por omissão 11 

do anticorpo primário e substituição por solução salina tamponada com TRIS. 12 

 13 

Análise imunohistoquímica 14 

 As amostras foram avaliadas por microscopia óptica usando um escore 15 

semiquantitativo, sem o prévio conhecimento do observador dos grupos a que 16 

pertenciam cada lâmina. As amostras sem expressão foram denominadas 17 

pontuação 0, pontuação 1 foi de 1% a 25% das células positivas (ausência da 18 

marcação), pontuação 2 foi de 26% até 50% de células positivas (fraca), 19 

pontuação foi de 3 51% a 75% de células positivas (moderada) e pontuação 4 a 20 

75% das células positivas (forte). 21 

 22 

Análise estatística 23 

Para análise estatística as variáveis respostas foram analisadas por 24 

ANOVA empregando o modelo linear generalizado (GLM), considerando o 25 

avaliador e o grupo como fatores fixos do modelo. Na presença de um efeito 26 

significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. Para análise 27 

descritiva, os dados estão apresentados como média ± erro padrão (M ± SE) ou 28 

proporção. Todas as análises foram realizadas no programa estatístico Minitab® 29 

 
1 Pascal®; Dako, Carpinteria, CA, EUA. 
2 Dako, Carpinteria, CA, EUA. 
3 Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA. 
4 414154F, Nichirei Biosciences, Tóquio, JP. 
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18.1.1. Para significância estatística foi adotado p ≤ 0,05 e tendência estatística 1 

quando p< 0,10. 2 

Resultados  3 

As CTMMS foram administradas atendendo as características 4 

imunofenotipicas, de diferenciação recomendada pela Sociedade Internacional 5 

de Terapia Celular. 6 

As cápsulas demonstraram facilidade de aplicação, através da utilização 7 

da sonda Levine no portal de trabalho (Figura 2), imediatamente após a indução 8 

da lesão condral, realizando a drenagem da articulação e posterior aplicação, 9 

para que as cápsulas permaneçam dentro da articulação, sem a distensão 10 

articular. A suspensão de 10 mL de PBS juntamente com as células tronco foram 11 

administradas no grupo B, com auxilio de uma seringa e agulha 21G, após a 12 

sutura da cápsula articular. Não houve intercorrências em relação a aplicação 13 

das cápsulas, no entanto a experiência do cirurgião e da equipe foram essenciais 14 

para o sucesso da instituição dos implantes. 15 

 16 
Figura 2. Deposição das CTM derivadas da membrana sinovial equina inseridas 17 
em cápsulas de hidrogel de alginato, administradas após a indução da lesão 18 
condral no grupo CTMMS encapsuladas em hidrogel de alginato, com auxílio da 19 
sonda Levine (seta). 20 

 21 
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A pontuação referente à avaliação macroscópica da reparação da 1 

cartilagem realizada conforme escores estabelecidos pela Sociedade 2 

Internacional de Reparação da Cartilagem (ICRS) (Figura 3). 3 

Figura 3. Gráfico de média da avaliação macroscópica utilizando os escores 4 
estabelecidos pela Sociedade Internacional de Reparação da Cartilagem 5 
(ICRS), realizada por 6 avaliadores, através da visualização de vídeos gravados 6 
no momento da cirurgia artroscópica com 150 dias após a instituição dos 7 
tratamentos CTMMS encapsulada, CTMMS livre e controle. 8 
 9 

  O grupo CTMMS encapsuladas apresentou tecido de reparação com melhor 10 

aspecto macroscópico, ou seja, o tecido estava no mesmo nível da cartilagem 11 

normal adjacente, possuía integração com a borda da lesão e superfície lisa com 12 

algumas fibrilas, além do tecido com resistência à palpação com a probe, 13 

semelhante a cartilagem. Em contraste, no CTMMS livre foram observadas falhas 14 

de adesão do tecido na borda da lesão e pequenas lacunas de preenchimento. 15 
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  Visivelmente, o CTMMS encapsulada foi melhor na análise macroscópica do 1 

que o CTMMS livre. Não foram observados sinais de sinovite, fibrilações ou 2 

erosões adjacentes nos grupos CTMMS encapsulada ou livre (Figura 4). O grupo 3 

controle apresentou tecido cicatricial escasso com falhas graves de 4 

preenchimento, tecido friável e pouco aderido, além da sinovite, fibrilações e 5 

erosões condrais adjacentes na maior parte das articulações. 6 

Figura 4. Exames macroscópicos da área da lesão e tecido neoformado após 7 
150 dias em todos os grupos. Tecido neoformado abundante recobrindo a área 8 
total da lesão no grupo CTMMS encapsulada (A). Tecido neoformado recobrindo 9 
a área da lesão com irregularidades na borda e lacunas de preenchimento no 10 
grupo CTMMS livre (B). Lesão com tecido cicatricial escasso, friável e pouco 11 
aderido no grupo controle (C). 12 
 13 

 Na avaliação macroscópica da reparação da cartilagem realizada conforme 14 

escores estabelecidos pela Sociedade Internacional de Reparação da 15 

Cartilagem (ICRS), foi observado diferença para variável “Avaliação Global do 16 

Reparo (AGR)”, onde o CTMMS encapsulado foi estatisticamente diferente do 17 

grupo controle p=0,007. Vale ressaltar que o CTMMS encapsulado apresentou 18 

A B 

C 
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maior média de AGR (10,01,58), seguido dos grupos CTMMS livre (8,600,89) 1 

e controle (6,600,54) (Tabela 1). 2 

 3 

Tabela 1. Avaliação macroscópica da reparação da cartilagem de utilizando os 4 

escores estabelecidos pela Sociedade Internacional de Reparação da 5 

Cartilagem (ICRS) da variável Avaliação Global do Reparo (AGR). 6 

  
Grupo Média 

Erro 
Padrão 

Desvio 
Padrão 

Mediana P 

Avaliação 
Global do 
Reparo 
“AGR” 

CTMMS encapsulada 10.000 0.707 1.581 10.000 

0.007 CTMMS Livre 8.600 0.400 0.894 8.000 

Controle 6.600 0.245 0.548 7.00 

 7 

A análise microscópica das amostras obtidas coradas em H.E e Azul de 8 

toluidina (Figura 5). Os grupos demonstraram diferentes graus, na formação de 9 

fibrocartilagem, no entanto no CTMMS encapsulada e CTMMS livre, o tecido de 10 

reparação continha maior número de condrócitos e melhor organização celular, 11 

características morfológicas semelhantes a cartilagem nativa. Ainda, nesses 12 

grupos foi possível observar menor formação de fibrocartilagem, maior produção 13 

de matriz extracelular condral, visto através da metacromasia na coloração de 14 

azul de toluidina.  15 

 O CTMMS encapsulada teve uma melhor avaliação em função da maior 16 

quantidade de glicosaminoglicanos presentes, observados pelo intenso efeito 17 

metacromático. No grupo controle observou apenas formação de fibrocartilagem 18 

e fibrose, sem condrócitos, ausência da organização tecidual e metacromasia.  19 

 Na marcação imunoistoquímica do colágeno tipo II, não houve diferença 20 

estatística entre os grupos. No CTMMS encapsulada e livre ocorreu marcação 21 

forte escore 4 (75% células positivas) e moderada escore 3 (51 a 75% células 22 
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positivas), respectivamente. Já o controle apresentou marcação fraca ou 1 

ausência de marcação escore 2 (1 a 25% células positivas) (Figura 5).  2 

Figura 5. Fotomicroscopia das lâminas do tecido coletado após 150 dias do 3 

tratamento dos grupos experimentais. Lâminas coradas com hematoxilina 4 

eosina (H.E), Azul de Toluidina (AT) e colágeno tipo II (COL II). Melhor 5 

organização estrutural e maior presença de condrócitos nos grupos CTMMS 6 

encapsulada e CTMMS livre. Maior metacromasia na coloração AT para os 7 

grupos CTMMS encapsulada e CTMMS livre. Superioridade na marcação de 8 

colágeno tipo II no CTMMS encapsulada e menos evidente no grupo controle. 9 

 10 
A pontuação dos escores foi tabulada e padronizada pela ICRS, usando 11 

a pontuação histológica de O´ DRISCOLL. Foi possível observar entre os grupos 12 

os valores de integridade estrutural (p=0,028), agrupamento de condrócitos no 13 

local do implante (p=0,013) e integração lateral do material implantado 14 

(p=0,031). Ainda foi possível observar tendência estatística entre os grupos na 15 

morfologia do tecido (p=0,07) entre o CTMMS encapsulada e o controle. 16 

Observou-se ainda que o CTMMS encapsulada apresentou a maior mediana 17 

dentre os três grupos (3,5). Em relação ao agrupamento de condrócitos no local 18 
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do implante, o CTMMS livre se destacou dos demais, mais dessa vez coma 1 

mediana mais baixa dentre os três grupos (2,5) (Figura 6). 2 

 3 
Figura 6. Valores das medianas resultantes dos escores histológicos de 4 
O’Driscoll e Teste de Kruskal-Wallis para a comparação entre os grupos CTMMS 5 
encapsuladas, CTMMS livres e controle em T150 (* diferença estatística entre os 6 
grupos). 7 
  8 

Discussão 9 
 10 
 Inúmeras estratégias estão sendo desenvolvidas para prevenir a 11 

degradação da cartilagem articular e a osteoartrite no homem e nos equinos. As 12 

CTMs foram descritas como alternativa no tratamento, pois demonstra eficácia 13 

não imunogênica e imunossupressora, possibilitando a utilização sem 14 

necessidade de medicação imunossupressora (20,21). 15 

 Ao utilizar as CTMMS preconizamos a viabilidade e o número de células, 16 

visto que a concentração de células foi superior a 107. A utilização de maiores 17 

quantidades de células no local da lesão demonstram melhores pontuações nos 18 

cortes histológicos no tecido de reparação (22,23), no entanto, essa elevada 19 

concentração celular costuma predispor elevada proliferação sinovial, em função 20 

da adesão das CTMs na membrana sinovial, levando a quadro de sinovites 21 

severas (10). 22 
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 Além da viabilidade celular, a caracterização das mesmas torna-se 1 

importante, possibilitando a melhor comparação nos dados, com isso as CTMMS 2 

utilizadas apresentaram todos os requisitos estabelecidos pela Sociedade 3 

Internacional de Terapia Celular, para serem consideradas CTMs. 4 

Características essas, aderência ao plástico quando em cultivo, expressão 5 

positiva dos marcadores CD90, CD44 (24) e CD105, e negativa para MHC classe 6 

II, ainda devem ser capazes de diferenciação condrogênica, osteogênica e 7 

adipogênica (25,26). 8 

 Recentemente foi descrito que as células tronco quando administradas de 9 

forma livre migram da articulação após 7 dias da injeção articular (13,16,27,28). 10 

Vislumbrando aumentar o efeito terapêutico, reduzir a frequência de aplicação e 11 

ainda custos do tratamento, a utilização das CTMs inseridas em scaffolds no 12 

tratamento de defeitos ósseos, aumentou o efeito terapêutico e o potencial de 13 

diferenciação das CTMs (29). Em paralelo, a instituição do tratamento do estudo 14 

demonstrou ser vantajosa, pois recentemente foi descrito que a 15 

microencapsulação de células em alginato, foi capaz de aumentar a viabilidade 16 

das células para aplicação conjunta (30).  17 

 Visando aumentar a viabilidade do tratamento, foi essencial proteger as 18 

células da resposta imune do hospedeiro. O encapsulamento foi o método de 19 

proteção escolhido, almejando um sistema semipermeável (31), com a utilização 20 

do alginato, pois, é um biopolímero natural extraído de algas marrons, é 21 

conhecido por ser biocompatível, relativamente não tóxico e baixo custo (32–35).  22 

 A utilização do microencapsulamento das CTMs de tecido adiposo foi 23 

descrito por (36), esses autores observaram menor degradação na cartilagem 24 

articular e menor expressão de MMP-13, demonstrando os seus efeitos 25 

condroprotetores decorrentes da associação do alginato com as CTMs, 26 

diminuindo a progressão e extensão da OA. 27 

 O uso do hidrogel de alginato como arcabouço para as CTMMS, demonstrou 28 

ser bastante efetivo, capaz de auxiliar as CTMMS, possibilitando a expressão de 29 

todo o seu potencial. O hidrogel de alginato demonstrou que as cápsulas são de 30 

fácil confecção, simples aplicação e custo de produção (18,37), além da 31 

capacidade de produzir um ambiente tridimensional semelhante a cartilagem 32 

articular (37).  33 
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 Podemos inferir que as CTMs dentro do arcabouço utilizado no grupo 1 

encapsuladas estão protegidas da dispersão no líquido sinovial, dessa forma as 2 

CTMs exercem ação parácrina, que estimula indiretamente a secreção de 3 

fatores bioativos, como as citocinas e fatores de crescimento (38–40). Além 4 

disso, a estrutura tridimensional do alginato é porosa que permite a difusão de 5 

oxigênio, nutrientes e o transporte de metabólitos (35). Essas características são 6 

responsáveis pelo efeito anti-inflamatório e angiogênico, estimulando a 7 

sobrevivência e proliferação celular local (38,41), justificando a melhor qualidade 8 

no tecido de reparação, porém, na maior parte das pesquisas o resultado é a 9 

formação de fibrocartilagem no local das lesões condrais, após o tratamento da 10 

osteoartrite (3,42,43).  11 

 As cápsulas de hidrogel de alginato são capazes de prolongar a 12 

sobrevivência das CTMMS, manter o crescimento celular por alguns meses, 13 

estimular a condrogênese e produção de matriz extracelular, além de prolongar 14 

a atividade parácrina (34,36,44,45), fato observado no CTMMS encapsulada 15 

através do melhor escore macroscópico e microscópico, segundo a pontuação 16 

O´ DRISCOLL e da maior quantidade de glicosaminoglicanos e proteoglicanos, 17 

observado pelo intenso efeito metacromático observado na coloração de azul de 18 

toluidina. No entanto, a manutenção da coloração azul no CTMMS livres e 19 

controle, quando comparado ao CTMMS encapsulada, enfatiza a prevalência do 20 

tecido fibroso destes grupos. Resultados semelhantes também foram 21 

observados na literatura consultada com formação de cartilagem hialina e 22 

produção de matriz extracelular, após a administração de CTMMS em coelhos 23 

(46).  24 

O agrupamento de condrócitos no local do implante, também foi descrito 25 

após utilização de CTMMS em suínos após três meses do tratamento, em 26 

contraste o grupo controle apresentou maior defeito na cartilagem comparados 27 

com a lesão inicial (47). 28 

Outros autores descrevem que as CTMMS foram capaz de reparar os 29 

defeitos de cartilagem na articulação do joelho em coelhos (48). Achados 30 

semelhantes aos nossos foram descritos com a utilização de CTMs derivadas 31 

do líquido sinovial em coelho, o grupo tratado possuía um tecido de reparação 32 

que preencheu completamente o defeito e tinha coloração histológica 33 
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semelhante a da cartilagem hialina nativa, visualizado pela coloração de azul de 1 

toluidina e colágeno II (49). 2 

 Utilizando outro modelo experimental, minipigs (50) os autores 3 

observaram que as CTMMS foram capaz de regenerar a cartilagem articular do 4 

côndilo femoral medial. Ao mesmo tempo, esses pesquisadores descobriram 5 

que o tecido de reparação parecia menos maduro, semelhante ao estudo atual. 6 

Mantendo o mesmo modelo experimental uma equipe japonesa demonstrou que 7 

o tecido cartilaginoso gerado pelo transplante apresentava características 8 

semelhantes ao tecido cartilaginoso normal (51–54). Dessa forma, podemos 9 

inferir que estes experimentos demonstraram que as CTMMS podem reparar com 10 

sucesso a cartilagem danificada.  11 

 Além desses achados, a presença marcante de glicosaminoglicano no 12 

grupo CTMMS encapsuladas associada a imunoistoquimica de colágeno II, 13 

justifica que as CTMs quando diferenciadas em condrócitos são capazes de 14 

produzir substâncias especificas da cartilagem, como aggrecan, 15 

glicosaminoglicanos e colágeno tipo II, substâncias estas essenciais no reparo 16 

da cartilagem (55–58). 17 

 A imunomarcação positiva com anticorpo anticolágeno II no grupo CTMMS 18 

encapsuladas indicou que as células estão secretando quantidade maior de 19 

colágeno tipo II na matriz extracelular. Contudo, essa produção, cerca de 75%, 20 

não diferenciou totalmente o tecido neoformado em cartilagem hialina. Em cães 21 

foi observado que a combinação das CTMs com ácido hialurônico regenerou a 22 

cartilagem articular, através da observação da imunohistoquímica para colágeno 23 

tipo II (59), o mesmo foi descrito em ratos (60). Em contraste e em conjunto com 24 

CTMMS livres e controle, os demais grupos sem tratamento exibiram baixa ou 25 

ausência da  expressão de colágeno tipo II (60). 26 

 As CTMs da membrana sinovial de equinos, foram administradas em ratos, 27 

e a avaliação macroscópica e histológica demonstraram resultados semelhantes 28 

(61) aos do trabalho atual, apesar de não ter diferença estatística entre os 29 

grupos, 75% do tecido neoformado expressou de colágeno II, sugerindo a 30 

presença de cartilagem hialina no defeito cicatrizado. 31 

 A presença de um tecido branco, liso, aparentemente fibroso e bem aderido 32 

encontrando no grupo CTMMS encapsuladas, já foi relatado em pesquisas que 33 

utilizaram o Plasma Rico em Plaquetas (PRP) em lesões condrais induzidas ou 34 
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de ocorrência natural em equinos (62–64). Esses mesmos autores relatam que 1 

as lesões condrais que não receberam tratamento, demonstram falha de 2 

preenchimento e evolução da degradação da cartilagem articular, como 3 

observado no grupo controle. 4 

 Os efeitos benéficos da reparação da cartilagem articular descritos 5 

corroboram com os obtidos no nosso estudo, observando a melhora na 6 

qualidade do tecido neoformado, com 75% de colágeno tipo II no tecido de 7 

reparação (3,43,65,66). Com o uso de PRP com CTMs (10), descreveram a 8 

superioridade na marcação de colágeno tipo II, além da melhora microscópica e 9 

histológica. Essa diferença não foi notada em nosso estudo, mas o grupo CTMMS 10 

encapsuladas se destacou por apresentar melhores escores macroscópicos e 11 

histopatológicos, alem da melhor aparência do tecido de reparação (67), com a 12 

melhor fixação, organização tecidual parcial e metacromasia, demonstrando a 13 

produção de proteoglicanos. 14 

 Compreendemos que o melhor aspecto morfológico do tecido de reparação 15 

no grupo CTMMS encapsuladas está relacionado com a alta densidade celular 16 

(68). Ainda os melhores escores estão correlacionados a ações autócrina, 17 

parácrina e quimiotáxica das CTMs (69), que são capazes de modular o 18 

processo de reparação, pois pesquisas no âmbito das CTMs afirmam que essas 19 

são capazes de modular a função do sistema imune adaptativo, como os 20 

linfócitos T e B, além de estimular a expressão de IL-10, TGF-β e ILra, reduzindo 21 

a inflamação. 22 

 De acordo com esses achados, também encontramos evidências no estudo 23 

atual que sustentam que as CTMs encapsuladas auxiliam na regeneração da 24 

cartilagem, mas os mecanismos ainda precisam ser elucidados. Acreditamos 25 

que as CTMs podem estimular a regeneração da cartilagem ao interagir com 26 

macrófagos sinoviais, levando a uma redução subsequente de citocinas pró-27 

inflamatórias, como IL1β (60). E a permanência dessas na articulação por mais 28 

tempo, possibilita maior contato com os macrófagos sinoviais, que possui a 29 

capacidade de se polarizar em M1 pró inflamatório e M2 anti-inflamatório, sendo 30 

que os M2 estão envolvidos na reparação dos tecidos (39,70–73). 31 

 Dessa forma, podemos confirmar que a microencapsulação permitiu uma 32 

maior permanência das CTMs dentro da articulação, iniciando a proliferação e 33 
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diferenciação, juntamente com a produção de matriz extracelular e liberação de 1 

fatores quimiotáxicos (18). 2 

 Embora os melhores resultados foram observados no grupo CTMMS 3 

encapsuladas, principalmente nos escores histológicos, inferimos que esse 4 

estudo ainda apresenta algumas limitações e pontos a serem explorados. Bem 5 

como, a comparação das CTMs derivadas da membrana sinovial com as demais 6 

fontes celulares. Por fim, um maior tempo de acompanhamento dos animais, 7 

para analisar se haveriam diferenças na expressão de colágeno II e escores 8 

morfológicos e histopatológicos do tecido de reparação. 9 

  10 

Conclusão 11 
 12 
 Concluímos que a microencapsulação das CTMMS foi vantajosa no 13 

tratamento das lesões condrais, por demonstrar melhores resultados na 14 

reparação condral, resultando em um tecido de reparação macroscopicamente 15 

semelhante a cartilagem nativa com melhores escores histológicos, com 16 

destaque a maior quantidade de glicosaminoglicanos na matriz extracelular, 17 

preenchimento total da lesão e aderência do tecido neoformado. 18 

 19 
Aprovação ética 20 

 Os procedimentos experimentais foram desenvolvidos conforme as 21 

diretrizes e aprovação da Comissão de Ética no Uso de animais da Faculdade 22 

de Medicina Veterinária e Zootecnia, UNESP - Campus Botucatu/SP sob o 23 

protocolo nº 032/2020 – CEUA. 24 

 25 

 26 

 27 
 28 
 29 
 30 
 31 
 32 
 33 
 34 
 35 
 36 
 37 
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ANEXOS 1 
 2 

Tabela 1. Mediana do número de células nucleadas (células/L) do líquido 3 

sinovial do grupo CTMMS encapsuladas em hidrogel de alginato, CTMMS livres e 4 

controle, nos diferentes momentos 0, 24, 48, 96, 168 e 336 horas.  5 
 6 
Tempo CTM encapsuladas CTM Livres  Controle P 

0h 87,0 [52,5 – 397,5] c 77,0 [52,8 – 115,2] b 96,0 [70,0 – 122,0] 0,877 

24h 
25000,0 [13750,0 – 26625,0] 

abA 

9750,0 [8743,8 – 13062,5] 

aB 

9135,0 [6960,0 – 

11310,0]B 
0,0473 

48h 9000,0 [4368,8 – 10650,0] aB 8000,0 [4650,0 – 18506,2] a 
3907,5 [1940,0 – 

5875,0] 
0,593 

96h 2100,0 [562,5 – 4068,8] abc 787,0 [737,5 – 1500,0] ab 1068,5 [700,0 – 1437,0] 0,775 

168h 687,0 [674,2 – 1622,8] abc 1350,0 [805,0 – 1593,8] ab 1843,5 [500,0 – 3187,0] 0,928 

336h 350,0 [247,5 – 750,0] bc 1200,0 [406,2 – 3943,8] ab 758,5 [100,0 – 1417,0] 0,252 

P <0,001 0,002 0,103  

*Medianas seguidas pela mesma letra, minúscula na coluna e maiúscula na linha, não diferiram 7 
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05). 8 
 9 
Tabela 2. Mediana do número de neutrófilos (células/L) do liquido sinovial do 10 

grupo CTMMS encapsuladas em hidrogel de alginato, CTMMS livres e controle, 11 

nos diferentes momentos 0, 24, 48, 96, 168 e 336 horas.  12 

 13 
Tempo CTM encapsuladas CTM Livres Controle P 

0h 1,0 [0,0 – 184,0] c 0,0 [0,0 – 5,8] b 0,0 [0,0 – 0,0] 0,552 

24h 16750,0 [9637,5 – 18712,5] aA 6619,0 [6524,8 – 7785,0] aB 
4863,5 [4524,0 – 

5203,0] C 
0,006 

48h 3690,0 [1817,2 – 5963,2] ab 1887,0 [1309,0 – 8926,2] a 
1095,0 [427,0 – 

1763,0] 
0,345 

96h 1239,0 [246,0 – 3028,2] abc 285,0 [162,2 – 387,2] ab 161,0 [49,0 -273,0] 0,300 

168h 233,0 [160,0 – 970,5] bc 74,0 [16,2 – 566,2] ab 
921,5 [90,0 – 

1753,0] 
0,674 

336h 67,0 [9,0 – 357,8] bc 335,0 [61,2 – 1448,0] ab 158,5 [5,0 -312,0] 0,552 

P 0,001 <0,001 0,093  

*Medianas seguidas pela mesma letra, minúscula na coluna e maiúscula na linha, não diferiram 14 
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05). 15 
  16 

Tabela 3. Mediana do número de linfócitos (células/L) do liquido sinovial do 17 

grupo CTMMS encapsuladas em hidrogel de alginato, CTMMS livres e controle nos 18 

diferentes momentos 0, 24, 48, 96, 168 e 336 horas.  19 

 20 
Tempo CTM encapsuladas CTM Livres Controle P 

0h  7,0 [1,8 – 64,0] b  6,0 [3,2 – 21,5] b 8,5 [6,0 – 11,0] 0,988 

24h 500,0 [292,5 – 723,8] a 195,0 [117,5 – 483,8] a   422,0 [278,0 – 566,0] 0,506 

48h 157,0 [98,5 – 321,2] ab 392,0 [101,2 – 977,8] a 215,5 [78,0 – 353,0] 0,593 

96h 126,0 [48,8 – 168,0] ab   77,0 [62,0 – 140,0] ab 160,5 [91,0 – 230,0] 0,674 

168h 55,0 [34,8 – 72,0] abA   73,0 [31,0 – 150,8] abA 300,0 [90,0 – 510,0]B 0,015 

336h   29,0 [12,8 – 103,5] ab   74,0 [35,2 – 156,5] ab  32,0 [7,0 – 57,0] 0,496 

P 0,004 0,009 0,156  

*Medianas seguidas pela mesma letra, minúscula na coluna e maiúscula na linha, não diferiram 21 
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05). 22 
 23 
 24 
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Tabela 4. Mediana do número de macrofágos (células/L) do liquido sinovial do 1 

grupo CTMMS encapsuladas em hidrogel de alginato, CTMMS livres e controle nos 2 

diferentes momentos 0, 24, 48, 96, 168 e 336 horas.  3 

 4 
Tempo CTM encapsuladas CTM Livres Controle P 

0h 2,0 [1,0 – 17,0] 4,0 [0,8 – 11,0] 3,0 [0,0 -6,0] 0,759 

24h 250,0 [112,5 – 266,2] 100 [0,0 – 129,2] 91,5 [70,0 – 113,0] 0,379 

48h 52,0 [0,0 – 112,5] 153,0 [0,0 – 405,8] 49,0 [39,0 – 59,0] 0,807 

96h 0,0 [0,0 -0,0] A 16,0 [0,0 – 19,0] B 64,0 [56,0 – 72,0]C  0,025 

168h 0,0 [0,0 – 7,5] 0,0 [0,0 – 0,0] 0,0 [0,0 – 0,0] 0,558 

336h 4,0 [0,0 – 11,2] 0,0 [0,0 – 23,8] 0,0 [0,0 – 0,0] 0,611 

P 0,054 0,280 0,115  

*Medianas seguidas pela mesma letra, minúscula na coluna e maiúscula na linha, não diferiram 5 
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (P>0,05). 6 
 7 
Tabela 5. Mediana dos valores de proteína total (g/dL) do líquido sinovial do 8 
grupo CTMMS encapsuladas em hidrogel de alginato, CTMMS livres e controle, 9 
nos diferentes momentos 0, 24, 48, 96, 168 e 336 horas.  10 
 11 

Tempo CTM encapsuladas CTM Livres Controle P 

0h 2,0 [2,0 – 2,0] b 2,0 [2,0 – 2,0] b 2,6 [2,0 – 3,2] 0,611 

24h 4,8 [3,8 – 5,6] a 6,2 [2,9 – 6,7] a 2,7 [2,0 – 3,4] 0,292 

48h   2,6 [2,5 – 3,2] ab   2,0 [2,0 – 3,2] ab 2,4 [2,0 – 2,8] 0,638 

96h   3,2 [2,8 – 3,4] ab   2,0 [2,0 – 2,8] ab 2,0 [2,0 – 2,0] 0,270 

168h   2,0 [2,0 – 3,4] ab   2,0 [2,0 – 3,2] ab  2,5 [2,0 – 3,0] 0,988 

336h   2,8 [2,2 – 3,1] ab   2,6 [2,0 – 3,7] ab 2,8 [2,0 – 3,6] 0,988 

P 0,005 0,011 0,769  

*Medianas seguidas pela mesma letra minúscula na coluna não diferiram estatisticamente entre 12 
si pelo Teste de Tukey (P>0,05). 13 
 14 
Tabela 6. Avaliação macroscópica da reparação da cartilagem segundo a 15 
Sociedade Internacional de Reparação da Cartilagem (ICRS) realizada por seis 16 
avaliadores, através da gravação obtida no momento da artroscopia após 150 17 
dias da instituição dos tratamentos. 18 
 19 

Avaliador/ Grupo 
Grau de 

reparação da 
cartilagem 

Integração com 
a borda da 

lesão 

Aparência 
macroscópica 

Avaliação 
global do reparo 

1 

A 

4 4 4 12 

2 4 3 4 11 

3 3 3 2 8 

4 3 3 3 9 

5 4 4 2 10 

6 4 4 2 10 

1 

B 

3 3 2 8 

2 2 3 3 8 

3 2 4 2 8 

4 3 2 2 7 
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Avaliador/ Grupo 
Grau de 

reparação da 
cartilagem 

Integração com 
a borda da 

lesão 

Aparência 
macroscópica 

Avaliação 
global do reparo 

5 3 2 3 8 

6 3 3 3 9 

1 

C 

2 2 2 6 

2 2 3 2 7 

3 3 3 2 8 

4 2 2 3 7 

5 2 2 3 7 

6 3 2 2 7 

 1 
 2 
Tabela 7.  Avaliação histológica do reparo da cartilagem, utilizando a pontuação 3 
O´ DRISCOLL, realizada por seis avaliadores, através da gravação obtida no 4 
momento da artroscopia após 150 dias da instituição dos tratamentos. 5 

 6 

 7 

Avaliador / 
Grupo 

Morfologia 
do tecido 

Coloração 
da matriz 

Integridade 
estrutural 

Agrupamento de 
condrócitos no 

local do implante 

Avaliação 
histológica da 

superfície 

Integração lateral 
do material 
implantado 

Inflamação 

1 

A 

3 2 4 3 3 3 1 

2 2 3 3 3 3 3 1 

3 3 3 4 3 3 3 2 

4 3 3 3 2 3 2 2 

5 3 2 4 3 3 3 1 

6 3 2 2 2 2 2 1 

1 

B 

2 2 2 3 3 3 1 

2 2 2 2 3 3 3 1 

3 3 3 2 3 2 2 2 

4 2 2 3 3 2 2 1 

5 3 3 3 3 3 3 1 

6 1 2 2 3 1 2 1 

1 

C 

1 2 2 3 2 3 1 

2 2 2 2 3 2 2 1 

3 2 2 2 3 2 2 1 

4 1 2 2 3 1 1 1 

5 1 2 2 3 2 1 1 

6 3 3 3 3 3 2 1 
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