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RESUMO

Os constantes impactos no sistema locomotor de equinos atletas gerados pelo intenso

exercício físico levam ao surgimento de lesões articulares, como a inflamação da

membrana sinovial que, se não tratada, pode evoluir para um quadro de osteoartrite (OA)

e posterior afastamento do esporte. A utilização de células tronco mesenquimais (CTMs)

vem ganhando destaque nestes casos como uma possibilidade de tratamento que busca

modificar a progressão desta enfermidade. O objetivo do presente trabalho foi investigar o

efeito das CTMs alogênicas derivadas da membrana sinovial (CTMms) sobre a síntese e

degradação da cartilagem articular em casos de sinovite aguda em equinos. A sinovite foi

induzida utilizando 0,5ng de LPS via intra-articular (IA) e os animais foram tratados 8

horas após a indução. O grupo controle recebeu como tratamento 2 mL de PBS IA,

enquanto o grupo tratado recebeu 107 CTMms IA. Foi realizada a determinação da

concentração sinovial dos biomarcadores de síntese e degradação de colágeno, CPII e

C2C respectivamente, e de síntese de agrecam, CS846, através de teste

imunoenzimático (ELISA). A análise revelou aumento significativo nos níveis de CPII (P=

0,019) e de CS846 (P=0,032) no grupo controle no momento 14 dias e também aumento

nos níveis de C2C (P= 0,015) no momento 24h, quando comparados com o grupo tratado.

Os dados avaliados sugerem que as CTMs interagiram na manutenção da homeostase da

cartilagem articular, exercendo uma atividade no ambiente que resultou em menor dano

nas primeiras 24 horas e, consequentemente, menor necessidade de reparo posterior.

Palavras-chave: terapia regenerativa; membrana sinovial; inflamação sinovial.
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ALTHEMAN, V. G. Evaluation of biomarkers in synovial fluid in horses with induced

synovitis treated with mesenchymal stem cells. Botucatu, 2022. Master 's Thesis. 42

pages. School of Veterinary Medicine and Animal Science, campus Botucatu , São Paulo
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ABSTRACT

The constant impacts on the locomotor system of equine athletes generated by intense

physical exercise lead to the emergence of joint injuries, such as inflammation of the

synovial membrane that, if left untreated, can progress to osteoarthritis (OA) and

subsequent withdrawal from sport. The use of mesenchymal stem cells (MSCs) has been

gaining prominence in these cases as a possible treatment that seeks to modify the

progression of this disease. The aim of the present work was to investigate the effect of

allogeneic MSCs derived from the synovial membrane (mMSCs) on the synthesis and

degradation of articular cartilage in cases of acute synovitis in horses. Synovitis was

induced using 0.5ng of LPS via intra-articular (IA) and the animals were treated 8 hours

after induction. The control group received 2 mL of PBS IA as treatment, while the treated

group received 107 mMSCs IA. The synovial concentration of collagen synthesis and

degradation biomarkers, CPII and C2C, respectively, and aggrecan synthesis biomarkers,

CS846, were determined by enzyme immunoassay (ELISA). The analysis revealed a

significant increase in the levels of CPII (P=0.019) and CS846 (P=0.032) in the control

group at 14 days and also an increase in C2C levels (P=0.015) at 24h, when compared

with the group treated. The evaluated data suggest that MSCs interacted in the

maintenance of articular cartilage homeostasis, exerting an activity in the environment that

resulted in less damage in the first 24 hours and, consequently, less need for later repair.

Keywords: regenerative therapy; synovial membrane; synovial inflammation.
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CAPÍTULO 1

1. Introdução e Justificativa

O sistema articular pode sofrer lesões em todas as suas estruturas. Em

equinos atletas, por exemplo, repetidos traumas à membrana sinovial e à cápsula

articular levam ao surgimento de sinovite e capsulite, respectivamente (McIlwraith,

2020).

A inflamação da membrana sinovial, com consequente liberação de

mediadores inflamatórios, causa danos bioquímicos à articulação, tornando-se um

fator importante na patogênese e apresentação clínica da osteoartrite (OA) (De

Grauw et al., 2009; McIlwraith, 2020). OA é uma enfermidade resultante da

interação de diversos processos mecânicos e biológicos que culminam em uma

desordem de toda articulação e é a principal causa de queda de desempenho em

humanos e equinos (De Grauw et al., 2014).

Além da sinovite, na OA ocorre destruição da cartilagem hialina,

remodelamento do osso subcondral, formação de proliferações ósseas e

hipertrofia da cápsula articular (Robinson et al., 2016).

A presença de infiltrado de células mononucleares, de sinovite e de

mediadores inflamatórios na articulação podem indicar estágios iniciais da doença.

São interessantes as estratégias terapêuticas que visam o controle da inflamação
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e que, consequentemente, modificam a progressão da osteoartrite (Benito et al.,

2005; Sokolove et al., 2013; Robinson et al., 2016).

Tratamentos atuais devem focar na redução da inflamação, da dor e da

degradação articular. As terapias medicamentosas variam, sendo que anti-

inflamatórios não-esteroidais (AINEs) e corticoides são as classes mais

comumente empregadas, mas também pode-se fazer uso de ácido hialurônico,

glicosaminoglicanos ou ainda N-acetilglicosamina (Frisbie et al., 2009;

Neuenschwander et al., 2019).

Uma outra abordagem emergente que tem se mostrado promissora é a

terapia com células tronco mesenquimais (CTM). Estas ganham destaque devido

às suas propriedades imunomoduladoras, parácrinas e de diferenciação.

Entretanto, ambientes variados podem resultar em diferentes estímulos para as

células, o que influencia diretamente na ação das mesmas. Dessa maneira, são

necessárias pesquisas com o foco no melhor entendimento da interação célula-

ambiente, como um ambiente inflamatório de sinovite (Rosa et al., 2020).

Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar o líquido sinovial em casos de

sinovite equina induzida, buscando investigar o efeito das células tronco

mesenquimais sobre a degradação e síntese da cartilagem articular.

Objetivos específicos

Investigar a síntese de colágeno e agrecam, pelos marcadores CPII e

CS846 respectivamente, e a degradação de colágeno, através do marcador C2C,
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em casos de sinovite equina tratados com células tronco mesenquimais.
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2. Revisão bibliográfica

As articulações são responsáveis por unir extremidades ósseas e são

divididas em: articulações cartilaginosas, fibrosas ou sinoviais, sendo que a união

é realizada por cartilagem, tecido conjuntivo denso ou um cápsula preenchida por

líquido sinovial, respectivamente (Dyce et al., 2010).

No caso das articulações sinoviais, que deslizam uma sobre a outra

permitindo movimento, as superfícies articulares são recobertas por cartilagem do

tipo hialina, composta por condrócitos e matriz extracelular rica em colágeno tipo II

e proteoglicanos, principalmente o agrecam, e são contidas em uma cápsula

articular preenchida com fluido sinovial. A cartilagem hialina possui características

como ser flexível, elástica e não apresentar vasos sanguíneos, linfáticos nem

terminações nervosas (Dyce et al., 2010; Konig & Liebich, 2016; McIlwraith et al.,

2016).

A cápsula articular apresenta uma camada externa fibrosa, formada por

tecido conjuntivo denso e fibras nervosas sensoriais, e uma interna, a membrana

sinovial (Konig & Liebich, 2016; Junqueira & Carneiro, 2017).

A membrana sinovial por sua vez é dividida em duas lâminas: a mais

interna chamada de íntima, composta por macrófagos e sinoviócitos semelhantes

a fibroblastos; e a mais externa, subíntima, a qual apresenta em sua composição

vasos sanguíneos e sinoviócitos dispostos em tecido conjuntivo frouxo rico em

fibroblastos (De Sousa et al., 2014). Além de células unipotentes e especializadas,

a membrana também apresenta uma população de células tronco mesenquimais

(CTMs) (De Bari et al., 2001).
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Os sinoviócitos são responsáveis por produzir o líquido sinovial, o qual

preenche a cavidade da cápsula. Este fluido é constituído por um dialisado do

plasma sanguíneo com alto teor de ácido hialurônico e glicoproteínas, que tem a

função de lubrificar e nutrir a cartilagem, além de participar na atividade dos

condrócitos (De Sousa et al., 2014; Junqueira & Carneiro, 2017; Konig e Liebich,

2016).

É possível isolar células tronco mesenquimais da membrana sinovial

(Santos et al., 2018). Estas apresentam alta taxa de proliferação, baixa

imunogenicidade e ótimo potencial de diferenciação condrogênica, além da

capacidade de se diferenciarem em múltiplas linhagens, o que as tornam

interessantes do ponto de vista terapêutico (De Bari et al., 2001; Li et al., 2020).

Equinos são considerados bons modelos para estudos musculoesqueléticos

já que além de apresentarem semelhanças anatômicas, também sofrem lesões

parecidas com a de humanos, o que os tornam relevantes também para ensaios

terapêuticos (Chu et al., 2010; Colbath et al., 2017).

Os constantes impactos gerados nos esportes, tanto para equinos quanto

para humanos, faz com que ambos estejam sempre sujeitos a sofrerem pequenas

lesões ortopédicas que culminam em doenças articulares, como a osteoartrite

(OA), uma das principais causas de afastamento precoce em atletas das duas

espécies (McWraith et al., 2012; Williams et al., 2016).

A osteoartrite é considerada uma doença crônica, multifatorial, inflamatória

de baixo grau, com alta incidência e que afeta toda a articulação, causando
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destruição progressiva da cartilagem hialina, sinovite, remodelamento do osso

subcondral, formação de osteófitos, hipertrofia da cápsula articular e, consequente

quadro de dor e perda de função (Robinson et al., 2016, Zhang et al., 2020).

A inflamação da membrana sinovial é um dos primeiros sinais da OA e está

associada com aumento de destruição da cartilagem e com a redução de

mobilidade. Com a sinovite, há um aumento de mediadores inflamatórios no

ambiente articular, os quais podem alterar o metabolismo dos condrócitos e ativar

enzimas que degradam a cartilagem, como as metaloproteinases de matriz (MMP)

e as agrecanases; tais eventos magnificam a inflamação da membrana, tornando

o processo cíclico (Robinson et al., 2016; Rosa et al., 2020; Han et al., 2020).

A patogênese da OA ainda não é totalmente esclarecida, mas sabe-se que

a sinovite tem um papel importante em sua progressão e severidade e que trata-se

de uma doença inflamatória mediada principalmente pelo sistema imune inato com

foco para os macrófagos (Mahon et al., 2020; Lv et al., 2021).

Quando moléculas conhecidas como DAMPs (Padrões moleculares

associados a danos ou Danger pattern-associated molecular paterns), liberadas

quando há dano celular, e PAMPs (Padrões moleculares associados a patógenos

ou Pathogen-associated molecular paterns), advindas de micro-organismos, estão

presentes na articulação estimulam a polarização de monócitos em macrófagos

Tipo 1 (M1) e a produção de citocinas e quimiocinas inflamatórias, como fator de

necrose tumoral alfa (TNF-α) e interleucina-1 beta (IL-1β) (Figura 1). Esses
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mediadores recrutam mais células do sistema imune, como linfócitos, e também

aumentam a produção de citocinas inflamatórias e metaloproteinases (MMPs) por

condrócitos e macrófagos; e assim o ciclo continua, com o agravamento da

sinovite, eventual degradação da cartilagem e comprometimento osteocondral,

levando à evolução da OA (Martinon et. al, 2009; Zhang et al., 2020; Lv et al.,

2021).

Figura 1: Mecanismos da progressão da osteoartrite. Adaptado de Zhang et al.,
2020.

DAMPs são moléculas endógenas, produzidas quando há dano tecidual

(Robinson et al., 2016). Já as PAMPs são moléculas microbianas exógenas que

alertam o organismo sobre a presença de patógenos invasores, sendo o
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lipopolissacarídeo (LPS), componente da parede celular de bactérias gram-

negativas, um exemplo de PAMP muito bem caracterizado (Jiang et al., 2020).

Ambas moléculas se ligam a receptores do tipo Toll-like (TLR) presentes nas

células do sistema imune inato, ativando-as através da sinalização da via

intracelular NFƙB (Bianchi, 2007; Robinson et al., 2016).

Uma característica marcante dos macrófagos é a sua plasticidade, sendo

capazes de alterar o fenótipo de acordo com o ambiente, podendo ser

classificados como M1, com um fenótipo pró-inflamatório, ou M2, com

propriedades anti- inflamatórias (Fahy et al., 2014). Menarim et al. (2020)

relataram, em equinos, um aumento dos marcadores de M1 e M2 proporcional ao

nível do dano causado por inflamação sinovial, sendo que em casos de OA os

marcadores de M1 foram altamente expressos e relacionados com hiperplasia da

membrana sinovial, o que sugeriu um maior recrutamento de macrófagos.

A IL-1β e o TNF-α são citocinas de destaque na patogenia da OA, produzidas por

sinoviócitos, células mononucleares e condrócitos. Essas duas citocinas agem de

forma sinérgica nos condrócitos, tanto para estimular a ativação de enzimas

proteolíticas, como as MMPs, quanto para suprir a síntese de componentes da

MEC e de inibidores de metaloproteinases teciduais (TIMPs) (Mueller; Tuan, 2011;

Sokolove; Lepus, 2013).

As MMPs são um grupo de enzimas envolvidas na degradação da matriz

extracelular. Em casos de OA, há o aumento nos níveis de IL-1β e de TNF-α,

sendo que essas moléculas levam a ativação da via intracelular NFκB nos
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sinoviócitos, nos macrófagos e nos condrócitos, resultando em um aumento na

expressão de MMPs, principalmente da MMP-13, enzima com alta ação de

clivagem do colágeno tipo II (Mueller; Tuan, 2011).

Por outro lado, existem proteínas liberadas durante a OA, como o fator de

transformação do crescimento beta (TGF-β) e as proteínas ósseas morfogenéticas

(BMPs), que estimulam a síntese dos componentes da MEC (Van Der Kraan et al.,

2010; Finnson et al., 2012). O TGF-β é produzido por macrófagos e linfócitos e

inibe a ação da IL-1β e do TNF-α, enquanto as BMPs são ativadas por essas duas

citocinas (Mueller; Tuan, 2011). A membrana sinovial e a cartilagem articular

produzem de maneira espontânea citocinas anti-inflamatórias, como a IL-4 e a IL-

10, que diminuem a produção de IL-1β e do TNF-α. (Sutton et al., 2009)

Para o monitoramento da progressão da doença e a avaliação da atividade

inflamatória, pode-se realizar exames de imagem, como radiografia, ultrassom ou

ressonância magnética, ou ainda análise de biomarcadores presentes na urina,

sangue ou líquido sinovial (Lotz et. al, 2014; Ishibachi et al., 2020).

Esses marcadores podem ser classificados como diretos, no caso de

moléculas efetoras que causam o dano articular, ou indiretos, que são o produto

de tal dano ou que irão ativar os marcadores diretos, ou até mesmo os dois (Lotz

et al., 2014). Por exemplo, o marcador CPII (carboxypropeptide of type II collagen)

indica a síntese de colágeno tipo II, enquanto o C2C (collagenase-cleavage

neoepitope) indica degradação do mesmo e são considerados marcadores

indiretos (De Grauw et al., 2009). Wang et al. (2015) demonstrou o aumento nos
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níveis C2C do líquido sinovial de equinos 24 horas após a indução de sinovite com

LPS, que perdurou por 168 horas.

O colágeno tipo II é formado a partir da clivagem de procolágeno, que libera

os amino-propeptídeo e carboxi-propeptídeo (CPII), sendo que este último pode

ser detectado em tecidos e fluidos corporais por imunoensaios. Existem também

marcadores indiretos de agrecam, um dos principais proteoglicanos da MEC,

como o GAG e CS846, que indicam degradação e síntese, respectivamente

(Laverty et al., 2000).

A maioria das lesões e doenças do sistema musculoesquelético, com

exceção das fraturas, não estimulam a regeneração com tecido idêntico ao

original, mas sim a reparação com tecido fibroso. No caso de cartilagem lesionada,

sua regeneração é dificultada pela capacidade mitótica reduzida dos condrócitos,

pelo fato de ser um tecido avascular e pelo aumento insuficiente na produção de

colágeno e proteoglicanos (McIlwraith, 2020).

Assim, estratégias terapêuticas que focam na regeneração de cartilagem

são de grande interesse tanto na medicina humana quanto na veterinária, e

devem ser mais exploradas (Zayed, 2018). Nesse contexto, a terapia celular com

células tronco mesenquimais vem emergindo como uma possibilidade promissora

de tratamento (Lee, 2017).

As células tronco mesenquimais (CTMs) são células multipotentes,

derivadas do tecido mesodermal, com o potencial de diferenciarem em diversas

linhagens celulares, como por exemplo adipócitos e condrócitos, o que as tornam
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atraentes para medicina regenerativa, além de possuírem atividade

imunomodulatória e parácrina anti-inflamatória, antiapoptótica, angiogênica e

antifibrótica (Colbath et al., 2017; Cassano et al., 2018; Cifù et al., 2020).

As CTMs podem ser isoladas de diversos tecidos como tecido adiposo,

medula óssea, cordão umbilical, polpa dentária, periósteo e músculo esquelético

(Li, 2020). De Bari (2001) isolou pela primeira vez CTMs da membrana sinovial

(CTMms) de humanos e desde então essa fonte tem se demonstrado interessante

devido à sua elevada capacidade condrogênica (To et al., 2019)

Koizumi et al. (2016) demonstrou que lesões osteocondrais de humanos

tratadas com CTMms apresentaram melhores resultados histológicos quando

comparadas a lesões não tratadas. Zayed et al. (2018) também constatou, através

da técnica de imunofluorescência, significativo aumento na produção de

cartilagem hialina em ratos com lesões osteocondrais tratadas com CTMms

xenogênicas.

Porém os mecanismos pelos quais as CTMms promovem alta

condrogenicidade e reparação articular ainda não foram totalmente elucidados,

sendo assim necessária a realização de mais pesquisas na área (To et al., 2019)
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CAPÍTULO 2

Artigo científico a ser submetido para a revista “Research in Veterinary Science”.

(sob as normas vigentes – disponíveis em

https://www.journals.elsevier.com/research-inveterinary-science)

Título: “CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS MINIMIZAM DEGRADAÇÃO

ARTICULAR NO PICO INFLAMATÓRIO DE SINOVITES INDUZIDAS EM

EQUINOS”

Highlights:

● Células-tronco mesenquimais auxiliam na redução da degradação articular em casos

de sinovite induzida em equinos

● Marcadores biológicos presentes no líquido sinovial podem ser detectados já nos

estágios iniciais da sinovite, sendo considerados bons métodos de diagnóstico e de

detecção precoce de lesão.

● A minimização da degradação articular proveniente da interação das CTMs com o

ambiente inflamatório resultou em menor necessidade de reparo do tecido.

http://www.journals.elsevier.com/research-inveterinary-science)
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RESUMO

Os constantes impactos no sistema locomotor de equinos atletas gerados pelo intenso

exercício físico levam ao surgimento de lesões articulares, como a inflamação da

membrana sinovial que, se não tratada, pode evoluir para um quadro de osteoartrite (OA)

e posterior afastamento do esporte. A utilização de células tronco mesenquimais (CTMs)

vem ganhando destaque nestes casos como uma possibilidade de tratamento que busca

modificar a progressão desta enfermidade. O objetivo do presente trabalho foi investigar o

efeito das CTMs alogênicas derivadas da membrana sinovial (CTMms) sobre a síntese e

degradação da cartilagem articular em casos de sinovite aguda em equinos. A sinovite foi

induzida utilizando 0,5ng de LPS via intra-articular (IA) e os animais foram tratados 8

horas após a indução. O grupo controle recebeu como tratamento 2 mL de PBS IA,

enquanto o grupo tratado recebeu 107 CTMms IA. Foi realizada a determinação da

concentração sinovial dos biomarcadores de síntese e degradação de colágeno, CPII e

C2C respectivamente, e de síntese de agrecam, CS846, através de teste

imunoenzimático (ELISA). A análise revelou aumento significativo nos níveis de CPII (P=

0,019) e de CS846 (P=0,032) no grupo controle no momento 14 dias e também aumento

nos níveis de C2C (P= 0,015) no momento 24h, quando comparados com o grupo tratado.

Os dados avaliados sugerem que as CTMs interagiram na manutenção da homeostase da

cartilagem articular, exercendo uma atividade no ambiente que resultou em menor dano

nas primeiras 24 horas e, consequentemente, menor necessidade de reparo posterior.

Palavras-chave: terapia regenerativa; membrana sinovial; inflamação sinovial.
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1. INTRODUÇÃO

Equinos atletas estão cada vez mais sujeitos a sofrerem lesões ortopédicas

devido a intensas demandas atléticas impostas sobre eles para atingirem os altos

níveis de performance exigidos nas competições (Van Weeren, 2001). Doenças

que afetam as articulações estão entre as principais causas de perda de qualidade

de vida e afastamento das atividades físicas em cavalos e humanos (De Grauw,

2011).

A osteoartrite (OA) é a doença articular mais comum e uma das principais

causas de incapacidade e dor em humanos, equinos e pequenos animais

(Cokelaere et al., 2018; Hunter; Bierma-zeinstra, 2019). Atualmente a OA é

considerada uma enfermidade multifatorial resultante de processos complexos e

interativos de todas as estruturas articulares, com a inflamação, principalmente da

membrana sinovial, tomando um papel importante em seu processo patológico

(Atukorala et al., 2016).

A sinovite está presente em todos os estágios da OA e tem um papel

importante na progressão da enfermidade, já que a liberação de diversos

mediadores inflamatórios por ela agrava o progressivo quadro de degradação da

cartilagem (Han et al., 2020).

O monitoramento da progressão da doença pode ser feito através de

exames de imagem ou de análises de biomarcadores presentes na urina, sangue

ou líquido sinovial, como os marcadores CPII e C2C que indicam a síntese e

degradação de colágeno tipo II, respectivamente, ou o marcador CS846 que indica

síntese de agrecam (De Grauw et al., 2009; Lotz et al., 2014; Ishibachi et al.,
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2020).
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A cartilagem hialina é um tecido avascular e não inervado, além de suas

células, os condrócitos apresentarem taxa metabólica baixa, o que faz com que

danos a tal estrutura tornem-se de grande importância, uma vez que a capacidade

de reparação é reduzida e lenta (Berenbaum, 2013). Assim, abordagens

regenerativas, como a terapia com célula-tronco mesenquimal (CTM), vêm

ganhando destaque como opção terapêutica para alcançar reparo de cartilagem

de melhor qualidade.

As CTMs possuem atividade imunomodulatória e parácrina, podendo

estimular angiogênese e proliferação de condrócitos, além de se diferenciarem em

diversas linhagens de células, como linhagens condrogênicas, adipogênicas e

osteogênicas, os que as torna interessante para auxiliar no processo de reparo da

cartilagem (Arshi et al., 2020).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o líquido sinovial de equinos com

sinovite induzida, buscando investigar o efeito das células tronco mesenquimais

sobre a degradação e síntese da cartilagem articular.

2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1. Delineamento experimental

Este experimento foi conduzido conforme as diretrizes do Comitê de Ética e

Utilização Animal (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia,
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Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, sob o protocolo nº

034/2022.

O presente estudo utilizou amostras de líquido sinovial obtidas de um

experimento previamente realizado (Rosa et al., 2020) conduzido pela equipe de

pesquisa do Laboratório de Terapia Regenerativa do setor de Cirurgia de Grandes

Animais, no Departamento de Cirurgia Veterinária e Reprodução Animal da FMVZ

UNESP, Botucatu. Brevemente, o experimento consistiu em induzir a sinovite

aguda com LPS nas articulações tibiotársicas de 12 equinos hígidos sem raça

definida, com idade variando entre 4 e 6 anos e peso entre 370 e 415 kg, e

tratá-los com células- tronco mesenquimais alogênicas derivadas da membrana

sinovial, utilizando a aplicação de PBS como controle. Como critério de inclusão

dos animais, foram realizados: exame físico, avaliação de claudicação, ultrassom

da articulação e contagem de células nucleadas do líquido sinovial, sendo que

animais com alterações nos padrões fisiológicos e mais de 500 células

nucleadas/μL não foram incluídos.

As amostras utilizadas foram o líquido sinovial proveniente de articulações

tibiotársicas (n=12), divididas em dois grupos, totalizando cinco articulações no

grupo controle e sete articulações no grupo tratado com células tronco livres. A

sinovite foi induzida imediatamente após a coleta inicial de líquido sinovial (M0),

para todas as articulações. Todos os tratamentos foram realizados oito horas (M8)

após M0.

As coletas se deram em 6 momentos no total: antes da indução (M0), 8

(M8), 24 (M24) e 72 horas (M72), 7 (M7) e 14 dias (M14) após.
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Os líquidos foram coletados em tubos sem coagulante, centrifugados a

800x g por 10 minutos e posteriormente congelados em freezer -80 ºC. Para

realização das análises, o descongelamento foi feito em temperatura ambiente.

O detalhamento de cada grupo segue abaixo:

- Grupo controle (GC): administração intra-articular de 2 mL de solução

tampão fosfato-salina (PBS¹);

- Grupo tratado (GT): implante intra-articular de 1x107 CTMms suspensas em

2 mL de PBS;

1Phosphate-Buffered Saline, ph 7.4 - Gibco (Thermo Fisher Scientific), Grand Island, New York, Estados Unidos da América.
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2.2. Obtenção e Cultivo das CTMs

As CTMs alogênicas derivadas de membrana sinovial equina foram obtidas

de acordo com Rosa et al (2020), selecionadas aleatoriamente e estavam

armazenadas em Freezer -80 ºC no biobanco de células-tronco do Laboratório de

Terapia Regenerativa do setor de Cirurgia de Grandes Animais, no Departamento

de Cirurgia Veterinária e Reprodução Animal da FMVZ UNESP, Botucatu.

As CTMs foram cultivadas segundo Carvalho (2013), em garrafas com meio

de cultivo (DMEM2 suplementado com soro fetal bovino (SFB)3, aminoácidos

essenciais4 e não-essenciais5, L-glutamina6 e solução antibacteriana e

antimicótica7 (anfotericina B, penicilina e estreptomicina) e expandidas até o

número necessário (1x107), quinze dias antes do momento inicial. Todas as

aplicações foram realizadas com CTMs em terceira passagem.

Para a caracterização da CTM equina foram realizadas as diferenciações

adipogênica, osteogênica e condrogênica, além da imunofenotipagem celular, a

qual avaliou os marcadores positivos CD90 e CD73 e os negativos CD34, CD11b,

CD45 e MHC classe II por citometria de fluxo , seguindo metodologia descrita por

Carvalho et al. (2013).

2DMEM KnockOut - Gibco (Thermo Fisher Scientific), Grand Island, New York, Estados Unidos da América.
3Fetal Bovine Serum - Gibco (Thermo Fisher Scientific), Grand Island, New York, Estados Unidos da América.
4MEM Amino Acids - Gibco (Thermo Fisher Scientific), Grand Island, New York, Estados Unidos da América.
5NEAA Non-Essential Amino Acids - Gibco (Thermo Fisher Scientific), Grand Island, New York, Estados Unidos da América.
6L-Glutamine - Gibco (Thermo Fisher Scientific), Grand Island, New York, Estados Unidos da América.
7Anti-Anti antibiotic - Gibco (Thermo Fisher Scientific), Grand Island, New York, Estados Unidos da América.
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2.3. Indução experimental da sinovite e tratamento

A indução da sinovite foi realizada com o animal em posição quadrupedal,

em tronco de contenção, através de artrocentese tibiotársica. O tarso

aleatoriamente escolhido foi previamente submetido à antissepsia cirúrgica.

A articulação tibiotársica de cada animal foi infiltrada sob condições

assépticas com solução estéril de PBS contendo 0,5 ng de LPS proveniente de

Escherichia coli8, segundo Williams et al. (2016).

A administração do LPS foi considerada como momento zero do

experimento (M0), sendo precedida apenas pela coleta de líquido sinovial,

considerada como “basal”. Os tratamentos foram realizados 8h (M8) após M0.

2.4. Quantificação de C2C, CPII e CS846 por ELISA

Após a indução e tratamento, ambos os grupos foram avaliados quanto aos

biomarcadores C2C, CPII e CS846 no líquido sinovial, realizados imediatamente

antes da indução, 8, 24 e 72 horas, 7 e 14 dias após a mesma. A determinação da

concentração sinovial desses marcadores foi realizada por teste imunoenzimático

utilizando kits multiespécies ELISA comerciais9, 10, 11, previamente utilizados por De

Grauw et al. (2009) . A curva de regressão da análise e a conversão das

densidades ópticas obtidas na leitura foram realizadas pelo leitor de microplacas

com o auxílio de um software12.. A leitura da placa foi realizada com a absorbância

a 450nm.

8
Lipopolysaccharides from Escherichia coli serotype 055:B5 – Sigma-Aldrich®. Saint Louis, Missouri, Estados Unidos da América.

9
C2C ELISA Kit. IBEX Pharmaceuticals, Inc. Quebéc, CA. Distribuído por LGC Biotecnologia, São Paulo, Brasil.

10
CPII ELISA Kit. IBEX Pharmaceuticals, Inc. Quebéc, CA. Distribuído por LGC Biotecnologia, São Paulo, Brasil.

11
CS846 ELISA Kit. IBEX Pharmaceuticals, Inc. Quebéc, CA. Distribuído por LGC Biotecnologia, São Paulo, Brasil.
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2.5. Análise estatística

Os dados estão apresentados como média ± erro padrão da média (SEM).

Foi realizada a Análise de Medidas Repetidas no Tempo (One Way Repeated

Measures) para comparação dos tempos de avaliação dentro de cada grupo,

sendo que resultados com P<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos. Quando houve significância estatística foi realizado o Teste de Tukey

para múltiplas comparações de médias nos diferentes momentos (P<0,05). Para

comparação dos grupos dentro de cada tempo foi realizado o Teste t (Student). O

software utilizado foi GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc.,San Diego, CA,

USA).
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3. RESULTADOS

3.1. Concentração sinovial de CPII

Na comparação entre os grupos, notou-se que o GC demonstrou maior

concentração sinovial de CPII em relação ao GT no M14 dias (P= 0,019). Não

houve diferença entre os grupos nos demais momentos avaliados (Figura 1).

Figura 2: Análise da concentração do marcador CPII do líquido sinovial
no momento inicial, 8, 24, 72 horas, 7 e 14 dias após a indução da sinovite. Os
tratamentos foram realizados após a coleta M8. * indica diferença estatística
(P=0,019).

Em relação à comparação dos tempos de avaliação dentro de cada grupo, os dois

grupos avaliados se comportaram igualmente (Tabela 1). Notou-se um aumento

significativo na concentração de CPII no líquido sinovial 24 e 72 horas após a

indução de sinovite (P<0,001). Entretanto, após 7 dias não houve diferença

significativa com o momento inicial em ambos os grupos.



33

Tabela 1: Quantificação da concentração sinovial de CPII. As letras
minúsculas indicam comparação do mesmo grupo nos diferentes momentos e as
maiúsculas comparam os diferentes grupos no mesmo momento.

3.2. Concentração sinovial de C2C

Na comparação entre os grupos, notou-se que o GC demonstrou maior

concentração sinovial de C2C em relação ao GT no M24 horas (P= 0,015). Não

houve diferença entre os grupos nos demais momentos avaliados (Figura 3).

Figura 3: Análise da concentração sinovial do marcador C2C no momento
inicial, 8, 24, 72 horas, 7 e 14 dias após a indução da sinovite. * indica diferença
estatística (P=0,015).

Em relação à comparação dos tempos de avaliação dentro de cada grupo,
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no GC houve aumento significativo apenas no momento 24 horas (P<0,001), mas
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após 72 horas e nos demais momentos seguintes não houve diferença

significativa com o momento inicial. Já no GT houve aumento significativo nos

momentos 24, 72 horas e 7 dias em relação ao momento inicial (Tabela).

Tabela 2: Quantificação da concentração sinovial de C2C. As letras
minúsculas indicam comparação do mesmo grupo nos diferentes momentos e
as maiúsculas comparam os diferentes grupos no mesmo momento.

3.3. Concentração sinovial de CS846

Comparando os dois grupos, o GC demonstrou maior concentração

sinovial de CS846 em relação ao GT no M14 dias (P= 0,032). Não houve

diferença entre os grupos nos demais momentos avaliados (Figura 4).
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Figura 4: Análise da concentração sinovial do marcador CS846 no
momento inicial, 8, 24, 72 horas, 7 e 14 dias após a indução da sinovite. *
indica diferença estatística (P=0,032).

Em relação à comparação dos tempos de avaliação dentro de cada

grupo, no GC houve aumento significativo apenas nos momentos 24 horas

e

14 dias (P<0,001). Já no GT não houve diferença estatística entre os

momentos.

Tabela 3: Quantificação da concentração sinovial de CS846. As letras
minúsculas indicam comparação do mesmo grupo nos diferentes momentos e
as maiúsculas comparam os diferentes grupos no mesmo momento.

Tempo Controle Tratado P
0 h 3009,6 ± 1528,4 bA 3666,7 ± 1352,6 aA 0,477
8 h 4191,8 ± 1319,6 abA 4052,9 ± 1073,7 aA 0,851
24 h 4974,5 ± 604,7bA 4937,1 ± 589,3 aA 0,917
72 h 4535,7 ± 925 abA 5029,2 ± 570,9 aA 0,285
7 dias 4868,4 ± 842,1 abA 4414,8 ± 1173 aA 0,479
14 dias 5037,1 ± 464,8 aA 3548 ± 1259 aB 0,032
P 0,033 0,061
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4. DISCUSSÃO

Nesse experimento foi induzida sinovite aguda com LPS nas articulações

tibiotársicas de 12 equinos hígidos e como tratamento os animais foram divididos

em dois grupos: o grupo controle que recebeu apenas aplicação de PBS, e o

grupo tratado no qual foi realizada aplicação de CTMs, com o objetivo de

investigar o efeito das células tronco mesenquimais sobre a degradação e síntese

da cartilagem articular através da análise dos principais biomarcadores, o CPII e o

CS846, que indicam síntese de colágeno e agrecam respectivamente, e o C2C,

que indica degradação de colágeno. Concluiu-se que as CTMs têm um efeito

positivo ao minimizar o dano da inflamação na cartilagem e, consequentemente,

reduzir a necessidade de reparo.

A sinovite pode representar um dos primeiros eventos no estabelecimento

da osteoartrite. A OA já foi considerada uma afecção degenerativa primária da

cartilagem articular, progressiva e tipicamente não inflamatória, porém estudos

recentes demonstram tratar-se de uma enfermidade multifatorial, de natureza

complexa com envolvimento de todos tecidos articulares e seus mediadores

inflamatórios (Berenbaum, 2013; Robinson et al., 2016).

A dose de 0,5ng de LPS utilizada é um modelo amplamente estabelecido e
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aceito para induzir sinovite aguda transitória em equinos sem causar efeitos

adversos sistêmicos (Palmer et al., 1994; de Grauw et al., 2009; Wang et al.,

2015). Embora a finalidade de sua utilização seja ocasionar a inflamação

transitória e autolimitante da membrana sinovial, os resultados apresentados neste

estudo demonstraram um aumento significativo nos níveis de C2C, CPII e CS846

24 horas após a indução de sinovite, indicando que no estágio inicial da

inflamação da membrana sinovial já há dano na cartilagem hialina, assim como

também uma resposta reparadora. Tais resultados corroboram o reportado por

Grauw et al. (2009), que relataram um pico na concentração dos mesmos três

marcadores 24 horas após a aplicação de LPS na articulação de equinos.

De maneira similar, Coppelman et al. (2020) notaram concentrações

elevadas consideráveis nos níveis de C2C e CPII no líquido sinovial de equinos

com osteoartrite de ocorrência natural quando comparados com equinos com

articulações hígidas. Frisbie et al. (2008) também relataram níveis

significativamente aumentados de CS846 em equinos com OA quando

comparados com os animais controles saudáveis.

Assim, é esperado um aumento em tais biomarcadores no caso de

inflamação articular aguda, conforme ocorreu no presente estudo, indicando a

importância dos mesmos como método de diagnóstico e de progressão da

condição. Tal informação é corroborada por Mao et al. (2018), que demonstraram



39

a importância desses marcadores como indicadores precoce da OA.

De Grauw et al. (2009) conduziram um estudo no qual a administração do

anti- inflamatório meloxicam 2 horas após a indução de sinovite com LPS resultou

em diminuição significativa, no momento 24 horas, da atividade de MMPs (MMP-1,

-8 e -13) e no nível de C2C quando comparado ao grupo no qual foi administrado

apenas PBS. Em outro estudo também conduzido por De Grauw et al. (2014), com

o mesmo delineamento experimental, porém utilizando fenilbutazona, não houve

diferença estatística na atividade de MMPs e no nível de C2C entre o grupo

tratado e o grupo controle, resultado que os pesquisadores justificaram pelo fato

da fenilbutazona não ser capaz de inibir a ação das MMPs.

Os níveis mais baixos de CPII no GT do presente estudo podem refletir o

fato de que houve dano menos intenso do colágeno ao longo do tempo nestas

articulações e, portanto, a resposta reparadora também foi menor. Em

contrapartida, no grupo controle houve maior produção de CPII em resposta ao

maior catabolismo no momento 24 horas ocorrido na MEC destes animais. O

aumento significativo na síntese de colágeno e de agrecam no GC no momento 14

dias sugere que a homeostase da cartilagem começou a se restabelecer após um

processo intenso de catabolismo, permitindo assim que a atividade anabólica

realizasse o reparo. Este achado corrobora os resultados de Lucia et al. (2013),

que encontraram maiores concentrações de CPII em articulações de equinos nas
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quais a sinovite foi induzida com 0,5ng de LPS quando comparadas com as

articulações que receberam 0,25ng de LPS e as que foram aplicadas apenas

solução de Ringer Lactato estéril, indicando que a mudança metabólica para

síntese de colágeno acompanha em proporção o dano infligido ao mesmo. Ma et

al. (2018) também relataram aumento significativo nos níveis de CS846 após duas

semanas de indução de OA em ratos, quando comparados aos níveis do grupo

com articulação hígida.

Células-tronco mesenquimais vêm ganhando destaque na terapia

regenerativa devido à sua atividade parácrina anti-inflamatória e

imunomodulatória, sendo capazes de inibir a ação de linfócitos T e B, monócitos e

macrófagos (Barry; Murphy, 2013; Khatab et al., 2018; Carvalho et al., 2019). Chen

et al. (2019) relataram níveis mais altos de TIMP em articulações de ratos com OA

induzida e tratadas com CTMs derivadas de medula óssea quando comparadas às

articulações tratadas com PBS.

Adicionalmente, Rosa et al. (2020) demonstraram menor número de

macrófagos no líquido sinovial de equinos com sinovite induzida tratados com

CTMms 24 horas após a administração de LPS, quando comparados ao grupo

controle, que recebeu PBS. No mesmo momento, no presente estudo, foi notada

menor concentração de C2C no GT, o que pode indicar o efeito biológico das

CTMs no ambiente inflamatório, o que gerou menor ativação de macrófagos
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pró-inflamatórios e, consequentemente, de metaloproteinases. Esse fato pode ter

ocorrido devido à capacidade das CTMs de inibir a diferenciação de monócitos e

de induzir a diferenciação de macrófagos no fenótipo M2 (Melief et al., 2013;

Jiang; Xu, 2019).

Os condrócitos são responsáveis por manter o equilíbrio entre os processos

catabólicos e anabólicos da MEC (Finnson et al., 2012). Em quadros inflamatórios,

as atividades catabólica e anabólica aumentam, porém muitas vezes os

condrócitos não conseguem compensar a intensa depleção da MEC e a resposta

de reparação do tecido é insuficiente (Mueller; Tuan, 2011).

Os dados deste trabalho sugerem que as CTMs, ao interagirem com o

ambiente inflamatório, diminuem a degradação da MEC, indicando uma ação

protetora sobre a cartilagem articular. Porém estudos que incluam a avaliação

histológica deste tecido tratado com CTMs durante eventos inflamatórios e

avaliações a longo prazo auxiliariam na interpretação dessa interação.
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5. CONCLUSÃO

A análise dos dados obtidos demonstrou uma interação entre as CTMs e o

ciclo do colágeno tipo II em um ambiente inflamatório, causando uma diminuição

na degradação deste último nas primeiras 24 horas após o insulto inflamatório. Os

resultados ainda indicam que essa redução nos danos à cartilagem leva a uma

menor necessidade de reparo, demonstrada pelos menores níveis de síntese de

colágeno e de agrecam 14 dias depois do pico da inflamação. Por fim, as análises

demonstraram que os biomarcadores avaliados no presente estudo são relevantes

para entender melhor a dinâmica catabolismo-anabolismo da cartilagem articular,

sendo uma área com alto potencial para estudos subsequentes.
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