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ROSA, G.S. Sinovite em equinos: efeito das células tronco mesenquimais sobre a
inflamacéao articular. Botucatu, 2019. Dissertacdo de Mestrado. 40 paginas. Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”.

RESUMO

A alta exigéncia do sistema locomotor de equinos atletas resulta em pequenas lesdes
articulares que, cumulativamente, provocam inflamagé&o sinovial e liberagdo de diversos
mediadores inflamatdrios no microambiente articular, resultando no desenvolvimento da
osteoartrite (OA). A utilizacéo de células tronco mesenquimais (CTMs) nestes casos visa
modificar a progresséao desta enfermidade. O objetivo do presente trabalho foi verificar o
comportamento das CTMs alogénicas derivadas da membrana sinovial (CTMms) frente
aos eventos inflamatoérios 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 apés
a inducao. O grupo controle recebeu como tratamento 2 ml de PBS IA, enquanto o grupo
tratado recebeu 10’ CTMms IA. Foram realizados, de maneira seriada, exames fisicos,
exames do aparelho locomotor, andlise citolégica do liquido sinovial e a determinacao
da concentracao sinovial de TGF-B e PGE2. Nao foram observadas diferencas entre os
grupos quanto a claudicacéo e parametros do exame fisico. A andlise citolégica revelou
diminuicdo significativa de linfécitos e macréfagos no grupo tratado (P= 0,0059 e P=
0,0003, respectivamente) que também apresentou menores niveis de TGF- (P=0,0467)
no momento 24h. Os demais parametros ndo apresentaram diferenga significativa em
nenhum momento. Os dados avaliados sugerem que a inflamacdo aguda tenha
inicialmente causado inibicdo da capacidade imunomoduladora das CTMs, que foi
retomada apos 24h, com o declinio da inflamacédo articular, e que a interacdo das CTMs
com os mediadores inflamatorios presentes no liquido sinovial esta diretamente
relacionada a condicdo inflamatoria articular no momento da aplicacdo. Para a
otimizacdo do potencial imunomodulador das CTMs, os autores sugerem a adogao de

estratégias para o controle da inflamacéao local antes de sua administracao.

Palavras-chave: terapia regenerativa; membrana sinovial; inflamacao sinovial.
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ROSA, G.S. Synovitis in horses: effect of mesenchymal stem cells on the articular
inflammation. Botucatu, 2019. Master's Thesis. 40 pages. School of Veterinary Medicine
and Animal Science, campus Botucatu, S&o Paulo State University “Julio de Mesquita
Filho”.

ABSTRACT

The high requirement of the locomotor system of equine athletes often results in small
joint injuries that can cause synovial inflammation and release of several inflammatory
mediators in the articular microenvironment, leading to the development of osteoarthritis
(OA). Mesenchymal stem cells (MSCs) are used in these cases to modify the progression
of this disease. This study aimed to verify the behavior of allogeneic synovial membrane
derived MSCs (MSCsm) against inflammatory events in acute equine synovitis. Synovitis
was induced by the intra-articular (I1A) administration of 0.5 ng of LPS and the subjects
were treated 8 hours post-induction. The control group received 2 ml of PBS IA as
treatment, while the treated group received 10’ MSCsm IA. Physical exams, lameness
evaluations, cytological analysis of synovial fluid and determination of synovial
concentrations of TGF-B and PGE:2 were performed. No differences were observed in
lameness and physical exam parameters between the groups. Cytological analysis
revealed a significant decrease in lymphocytes and macrophages in the treated group (P
=0.0059 and P = 0.0003, respectively), which also had lower levels of TGF- (P = 0.0467)
at 24 h. The other parameters did not present significant difference at any time. Our data
suggest that acute inflammation initially caused inhibition of the immunomodulatory
capacity of MSCs, which was resumed after 24h with the decline of joint inflammation,
and that the interaction of MSCs with the inflammatory mediators present in the synovial
fluid is directly related to the condition inflammatory at the time of application. To optimize
the immunomodulatory potential of MSCs, the authors suggest the adoption of strategies

to control local inflammation prior to its administration.

Keywords: regenerative therapy; synovial membrane; synovial inflammation.



CAPITULO 1

1. Introducéo e Justificativa

Assim como em atletas humanos, as articulacbes de equinos atletas sao
constantemente expostas a impactos. A alta demanda biomecanica exigida nas
competicdes pode predispor estes animais a inUmeras lesfes ortopédicas (Brossi et al.,
2015; Colbath et al. 2018).

A primeira estrutura a ser afetada € a membrana sinovial, dando origem a sinovite,
gue vem acompanhada pela liberacéo de uma série de mediadores inflamatorios, tornando-
se um fator predisponente para o desenvolvimento da osteoartrite (OA) (Sellam e
Berenbaum, 2010; Ross et al., 2012). Pesquisas sobre a OA geralmente possuem foco na
cartilagem articular e no osso subcondral, porém reconhece-se que a OA causa alteracées
em todos os componentes articulares, inclusive na membrana sinovial, tornando o processo
ciclico (Scanzello e Goldring, 2012).

O grande desafio no tratamento da sinovite consiste em debelar a reacao
inflamatéria, que contribui com a degradacédo da cartilagem articular. Tendo em vista este
proposito, diversas terapias sdo continuamente estudadas, incluindo a terapia com células
tronco mesenquimais (CTM). Contudo, o comportamento in vivo das CTM e seus efeitos
paracrinos apoés o transplante permanecem néo totalmente estabelecidos, justificando a
necessidade de mais pesquisas a fim de embasar cientificamente a aplicabilidade deste
tipo de terapia.

As CTM possuem capacidade de interagdo com o ambiente no qual s&o
administradas, podendo secretar fatores pr0 ou anti-inflamatérios, antiapopitéticos e
mitogénicos quando devidamente estimuladas. Entretanto, a literatura atual apresenta-se

contraditoria em relacéo ao efeito das CTMs e sua interacdo com o ambiente ao qual sao
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expostas. Assim, pesquisas utilizando células tronco em processos inflamatorios séo
necessarias para a compreensdo dos eventos ocorridos apds sua administracao,

consequentemente embasando sua utilizagdo clinica.

2. Reviséo bibliografica

Articulagbes sinoviais sao consideradas diartroses, ou seja, articulacdes que
possuem movimento livre. Via de regra, as diartroses apresentam em sua estrutura as
cartilagens articulares, a capsula articular fibrosa, a membrana sinovial e uma cavidade
preenchida por liquido sinovial. As articulagbes do esqueleto apendicular, como a
articulacdo radio-céarpica, fémur-tibial e tibio-tarsica, sdo exemplos de articula¢des sinoviais
(Spencer, 2020).

A cartilagem presente na superficie das articulagdes é do tipo hialina, caracterizada
pela auséncia de vasos sanguineos, linfaticos e termina¢cdes nervosas, e presenca de
condrocitos em uma matriz extracelular abundante, rica em colageno tipo Il. E organizada
em diferentes zonas ou camadas. A camada mais superficial, em contato direto com a
cavidade sinovial, é a zona superficial ou tangencial, que possui condrécitos achatados e
fibras colagenas condensadas e organizadas paralelamente a articulagdo. Seguindo em
direcdo ao 0sso subcondral, encontra-se a zona intermediaria ou transicional. Esta é a zona
mais espessa, com condrocitos arredondados distribuidos em meio a matriz extracelular e
fibras colagenas organizadas obliguamente a articulacdo. A zona profunda ou basal
encontra-se imediatamente abaixo. Nesta camada os condrocitos séo arredondados e
organizados em colunas, com fibras colagenas perpendiculares. A Ultima camada é a zona
de cartilagem calcificada, onde ocorre o processo de ossificagdo endocondral durante o

crescimento 6sseo longitudinal. A zona de cartilagem calcificada demarca o limite entre o
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0sso subcondral e a cartilagem articular, possuindo atividade metabdlica extremamente
baixa (Johnston, 1997; Junqueira et al., 2017).

A cdpsula articular € uma estrutura conjuntiva que envolve as extremidades dsseas,
dando origem a articulacdo. Pode ser dividida em trés camadas: a sindvia (também
chamada de intima ou membrana sinovial), a membrana subsinovial (subintima) e a capsula
articular fibrosa (Johnston, 1997).

A membrana sinovial é a estrutura responsavel por produzir o liquido sinovial. Os
sinovidcitos, células presentes na membrana sinovial, produzem um transudato do plasma
e secretam glicoproteinas e acido hialurdénico para compor o liquido sinovial (Bartl e Bartl,
2019). O liquido sinovial possui importantes func¢des, como lubrificacdo articular e
modulagéo da atividade dos condrocitos (Scanzello e Goldring, 2012).

A membrana sinovial possui, ainda, uma ampla populacdo de células tronco
mesenquimais (CTMs) capaz de se diferenciar em multiplas linhagens celulares. Assim, a
membrana sinovial também possui um importante papel na resposta inflamatéria articular,
sendo fonte de células progenitoras que auxiliam seu processo de reparacdo (Fan et al.,
2009; Scanzello e Goldring, 2012).

A inflamag&do tem inicio quando a membrana sinovial é exposta a moléculas
especificas, advindas de micro-organismos ou mesmo em casos agressodes estéreis, onde
ocorre estresse celular e dano a matriz extracelular (Piccinini e Midwood, 2010). As
moléculas podem ser ligadas ou nédo a presenca de um agente infeccioso. Sdo chamadas
de PAMPs (Padrbes Moleculares Associados a Patdégenos) ou DAMPs (Padrbes
Moleculares Associados a Danos) (Arleevskaya et al., 2019). Receptores do tipo “toll-like”
(TLR) da membrana plasmética dos sinoviocitos respondem a presenca destas moléculas,
ativando a via intracelular NFkB, que culmina com a producao e liberacdo de citocinas,

como as interleucinas e o fator de transformacéo do crescimento-p (TGF-B). Tais citocinas
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ativam o0 mecanismo de imunidade inata e atraem quimiotaticamente mais células
inflamatorias para o local (Arleevskaya et al., 2019; Lorente-Sorolla et al., 2019).

A manifestacdo aguda de sinovite pode representar uma das primeiras mudancas
ocorridas em estagios precoces de OA. Estabelece-se, assim, uma estreita ligacdo entre
sinovite e osteoartrite, visto que os principais tipos celulares envolvidos na patogénese da
OA séo os sinoviocitos, condrécitos e leucécitos infiltrados. O papel da sinovite no
desenvolvimento e progressdo da OA tem sido relacionado a deposicao direta de fibrina,
formacédo de pannus e ativacdo do sistema imune inato (Sutton et al., 2009), causando
liberacdo de citocinas como o Interferon y (IFN-y) e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a)
gue levam a ativacdo dos osteoclastos por estimulo dos macréfagos, gerando o
comprometimento osteocondral (Lam et al., 2000).

Pesquisas recentes buscam métodos capazes de modificar 0 curso e progressao
desta enfermidade. A terapia medicamentosa é baseada na administracdo de farmacos
anti-inflamatérios  ndo-esteroidais  (AINEs), corticosteroides, glicosaminoglicanas
polissulfatadas (PSGAGSs), N-acetilglucosamina (NAG), &cido hialurdnico (AH), ou ainda
uma combinacao entre alguns destes principios (Frisbie et al., 2009a; Frisbie et al., 2009b).
Terapias utilizando moléculas biolégicas, como o soro autélogo condicionado (ACS),
também possuem utilizacéo frequente, elevando o nimero de citocinas anti-inflamatérias e
fatores de crescimento. Em casos mais graves ou nao responsivos a terapia
medicamentosa isolada, o tratamento cirirgico € requerido, realizado geralmente com
técnicas cirurgicas minimamente invasivas (Frisbie et al., 2009a; Frisbie et al., 2009b; Hraha
et al., 2011; Kwan et al., 2012; King et al., 2017).

Apesar dos avancos realizados nas abordagens terapéuticas minimamente
invasivas e farmacos utilizados, o tratamento de grandes defeitos condrais e lesdes
articulares crénicas permanecem desafiadores, principalmente devido as alteracdes no

microambiente articular decorrentes da OA (Johnson e Frisbie, 2016) e a restrita
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capacidade de regeneracdo condral, devido a sua natureza avascular (Reddi e Iwasa,
2019).

Grande parte das pesquisas sobre OA buscam a reparagdo condral, embora a
interrupcdo do desenvolvimento e da progressdo da enfermidade possuam similar
importancia (van der Harst et al.,, 2006). A reparacdo articular depende de processos
intrinsecos, limitados devido ao baixo potencial mitético dos poucos condrdcitos, e
extrinsecos, restritos a escassa migracdo de elementos mesenquimais e células
progenitoras do osso subcondral (Mcllwraith et al., 2015). O resultado é a formacao
abundante de tecido fibroso e fibrocartilaginoso, contendo cerca da metade dos
glicosaminoglicanos presentes em uma cartilagem normal, limitando suas caracteristicas
morfofuncionais (Coleman et al., 2010).

Neste contexto, pesquisas cientificas sobre medicina regenerativa, incluindo
terapias com células-tronco mesenquimais, ttm emergido como uma alternativa terapéutica
de grande viabilidade (Vinatier et al., 2009; Tang et al., 2015).

A terapia com CTMs também constitui uma importante ferramenta para o tratamento
da sinovite devido a secrecdo de um grande numero de fatores de crescimento e a sua
acdo paracrina anti-inflamatéria, antiapoptética, antifibrética, angiogénica e mitogénica
(Cassano et al.,, 2018). Todas estas caracteristicas sdo extremamente desejaveis e
sustentam sua utilizacdo para tal propésito (Caplan, 2007).

Diversas sdo as fontes de isolamento de CTM, incluindo medula 6ssea, tecido
adiposo, musculo esquelético, periésteo, dentes deciduos, sangue periférico, liquido
sinovial e membrana sinovial (Barry e Murphy, 2004). Entretanto, estudos relatam a
utilizagdo de CTMs provenientes de membrana sinovial devido a seu alto potencial
proliferativo e condrogénico (De Bari et al., 2001; Sakaguchi et al., 2005). As CTMs tém
sido utilizadas para auxiliar o limitado potencial de reparacdo cartilaginosa, reduzir a

formacéao de fibrocartilagem e bloquear o ciclo inflamatério articular, diminuindo a sinovite
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e consequentemente atuando como adjuvante no tratamento da OA (Caplan, 2007). Outra
caracteristica importante das CTMs consiste na auséncia de moléculas imunoestimulantes
requeridas a ativacao de linfécitos-T, tornando-as adequadas para transplantes alogénicos
pela capacidade de evasao da resposta imune (Majumdar et al., 2014; Colbath et al., 2019).

A liberacdo de mediadores inflamatérios provenientes da sinovite gera a degradacao
enzimatica da cartilagem articular (Barrachina et al., 2016a). O fator de necrose tumoral a
(TNFa) e o interferon y (IFNy) induzem a expressao de caracteristicas imunorreguladoras
das CTMs de forma sinérgica, porém determinadas concentracdes de citocinas e o tempo
de exposicdo das CTMs as mesmas produzem uma diminuicdo em sua taxa de proliferacao
e diferenciacao (Barrachina et al., 2016b; Zayed et al., 2016).

A acdo paracrina das CTMs e seu potencial em secretar diversos fatores
imunossupressores tém sido bastante explorados. Acredita-se que a exposi¢céo a algumas
citocinas pré-inflamatérias, como o INF-Y, o TNF-a e a IL-6 (interleucina-6) é capaz de
aumentar o potencial imunomodulador das CTMs (ter Huurne et al. 2012). Quando
devidamente estimuladas, as células-tronco mesenquimais apresentam propriedades
imunomoduladoras, sendo capazes de expressar moléculas anti-inflamatérias como a IL-
10, o antagonista de interleucina 1 (IL-1ra), indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), TGF-B8 e
PGE:2 (Yamada et al., 2011; Shi et al., 2012).

Para melhor compreender os mecanismos de acdo das novas terapias direcionadas
as enfermidades articulares, deve-se avaliar os efeitos articulares funcionais e fisiolégicos
resultantes de sua utilizacéo (van Loon et al., 2010). Terapias voltadas para o controle da
reacdo inflamatéria da membrana sinovial apresentam-se vantajosas no controle dos
sintomas e alteracOes estruturais ocorridos durante a progressdao da OA (Goldring e

Goldring, 2007; Joswig et al., 2017).


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Colbath%2C+A+C

7

O presente trabalho teve como objetivo verificar o comportamento das CTMs
alogénicas derivadas da membrana sinovial no tratamento da sinovite induzida

experimentalmente em equinos.
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Artigo cientifico a ser submetido para a revista “Research in Veterinary Science”.

(sob as normas vigentes — disponiveis em https://www.journals.elsevier.com/research-in-
veterinary-science)

Titulo: “EFEITO DAS CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS NA SINOVITE AGUDA
EXPERIMENTAL EM EQUINOS”

Observacao: Embora as normas da revista exijam o envio das figuras ao final do texto,
em forma de anexo, resolvemos expor as imagens juntamente aos resultados do artigo
para fins didaticos.
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“ EFEITO DAS CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS NA SINOVITE AGUDA
EXPERIMENTAL EM EQUINOS ”

1. INTRODUCAO

A utilizacdo de células tronco mesenquimais na engenharia tecidual tém sido o
foco de pesquisas recentes (Vinatier et al., 2009; Tang et al.,, 2015). Em casos de
enfermidades articulares esta terapia assume elevada importancia, principalmente devido
a secrecao de um grande numero de fatores de crescimento e a sua acao paracrina anti-
inflamatoria, antiapoptética, antifibrética, angiogénica e mitogénica (Cassano et al., 2018).
Embora a reparacao condral seja um dos focos da intervencédo em casos de enfermidades
articulares, o desenvolvimento e a instauracdo do processo da etiopatogenia possuem
similar importancia, uma vez que o bloqueio do ciclo inflamatério leva a supressao do
desenvolvimento da enfermidade (van der Harst et al., 2006).

Em equinos atletas, a alta demanda necessaria as competicdes vem
acompanhada por uma infinidade de lesdes ortopédicas (Brossi et al., 2015; Colbath et al.
2018). A primeira manifestacéo da inflamacéo articular ocorre na membrana sinovial, sendo
denominada sinovite aguda. A sinovite leva a liberacdo de uma série de mediadores pro-
inflamatorios, tornando-se um fator predisponente para o desenvolvimento da osteoartrite
(OA) (Sellam e Berenbaum, 2010; Ross et al., 2012). Pesquisas sobre a OA geralmente
abrangem a cartilagem articular e o 0sso subcondral, porém reconhece-se que ocorrem
alteracdes em todos os componentes articulares, inclusive na membrana sinovial
(Scanzello e Goldring, 2012), destacando a importancia da interrup¢do da sinovite e sua
consequente contribuicdo para o bloqueio do ciclo inflamatdrio que leva a OA.

A restituicho da homeostase articular depende de processos intrinsecos,
limitados devido ao baixo potencial mitético dos poucos condrdcitos, e extrinsecos, restritos

a escassa migracdo de elementos mesenquimais e células progenitoras a partir do 0sso
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subcondral (Mcllwraith et al., 2005). Por este motivo, as CTMs tém sido utilizadas com o
intuito de auxiliar o limitado potencial de reparagao cartilaginosa, reduzir a formacéo de
fibrocartilagem e bloquear o ciclo inflamatorio articular, atuando como adjuvante no
tratamento da inflamacéo articular (Caplan, 2007).

As CTMs podem ser isoladas de diversos tecidos, incluindo medula 6ssea, tecido
adiposo, musculo esquelético, peridsteo, dentes deciduos, sangue periférico, liquido
sinovial e membrana sinovial (Barry e Murphy, 2004). Entretanto, as CTMs provenientes de
membrana sinovial (CTMms) possuem acdo mais direcionada para o tratamento de
enfermidades articulares, devido a proximidade entre as CTMms e 0s condrdcitos no
processo de desenvolvimento e diferenciagdo celular durante a embriogénese,
proporcionando as CTMms elevado potencial condrogénico e proliferativo (De Bari et al.,
2001; Sakaguchi et al., 2005).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a acdo das CTMs alogénicas derivadas
da membrana sinovial em casos de sinovite tarsica experimentalmente induzida em

equinos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental

Este experimento foi conduzido conforme as diretrizes do Comité de Etica e
Utilizacdo Animal (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, sob o protocolo n°® 0143/2017.

As articulagOes tibiotarsicas (n=15) de 10 animais foram divididas em dois
grupos, perfazendo um total de cinco articulagdes no grupo controle e dez articulacdes no
grupo tratado com células tronco livres. Para reduzir o fator individual o mesmo animal foi
utilizado por mais de uma vez, respeitando-se um periodo de clearance de 04 semanas

entre elas e utilizando a articulacao contra-lateral.
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Todos os tratamentos foram realizados oito horas apdés a coleta de liquido
sinovial inicial (tomado como “basal”). A sinovite foi induzida imediatamente apés a coleta
inicial, para todas as articulagdes. O detalhamento de cada grupo segue abaixo:

- Grupo um, controle (G1): administracdo intra-articular de 2 mL de
solugéo tampao fosfato-salina (PBS?);
- Grupo dois, tratado (G2): implante intra-articular de 1x107 CTMms

suspensas em 2 mL de PBS;

2.2 Obtencéo e Cultivo das CTMms

Foram obtidas CTMs alogénicas derivadas de membrana sinovial equina,
armazenadas em Freezer -80 °C (biobanco de células-tronco do Laboratério de Terapia
Regenerativa do setor de Cirurgia de Grandes Animais, Departamento de Cirurgia e
Anestesiologia Veterinaria, FMVZ UNESP, Botucatu). A selecdo dos criotubos utilizados
ocorreu de forma aleatéria. As CTMs foram cultivadas segundo Yamada (2011), em
garrafas com meio de cultivo (DMEM? suplementado com soro fetal bovino (SFB)3,
aminoacidos essenciais* e nao-essenciais®, L-glutamina® e solucdo antibacteriana e
antimicética’ (anfotericina B, penicilina e estreptomicina) e expandidas até o numero
necessario (1x107), quinze dias antes do momento inicial. Todas as aplicacdes foram
realizadas com CTMs em terceira passagem.

Para a confirmacgdo da multipoténcia das células cultivadas, foram realizadas as
diferenciacbes adipogénica, osteogénica e condrogénica, além da imunofenotipagem
celular por citometria de fluxo, seguindo metodologia previamente descrita por Carvalho et
al. (2013), de modo a atender os critérios minimos para a caracterizacdo de células tronco

mesenquimais segundo a Sociedade Internacional de Citoterapia (Dominici et al., 2006).
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2.3 Inducado experimental da sinovite e tratamento

A inducdo da sinovite foi realizada com o animal em posi¢cdo quadrupedal, em
tronco de contencdo. O tarso aleatoriamente escolhido foi submetido a antissepsia
cirdrgica. Imediatamente antes da inducdo experimental, foi realizada a artrocentese
tibiotarsica.

A articulacéao tibiotarsica de cada animal foi infiltrada sob condi¢cdes assépticas
com solucao estéril de PBS contendo 0,5 ng de LPS proveniente de Escherichia colié,
segundo protocolo previamente descrito por Williams et al. (2016).

A administracdo do LPS foi considerada como momento zero do experimento
(MO0), sendo precedida apenas pela coleta de liquido sinovial (considerada como “basal”
para comparacdo com os resultados subsequentes). Os tratamentos foram realizados 8h

apos a inducao experimental.

2.4 Analises subsequentes e acompanhamento clinico

Apos a inducdo e tratamento ambos os grupos foram avaliados quanto aos
parametros clinicos e as andlises do liquido sinovial, incluindo o exame do sistema
locomotor e artrocentese, realizados imediatamente antes da inducéo, 4, 8, 24 e 72 horas,
e 7 dias apds a mesma.

A claudicacdo foi avaliada em pista de concreto, avaliando os animais
individualmente. Primeiramente, os animais eram conduzidos ao passo e ao trote. ApOs
esta etapa, 0os animais eram submetidos a flexdo da articulacdo tibiotarsica durante 60
segundos, sendo imediatamente submetidos ao trote em linha reta. A avaliagdo foi feita

pelos mesmos individuos em todos os casos, e entdo graduada em escores de 0 a 5,

1Phosphate-Buffered Saline, ph 7.4 - Gibco (Thermo Fisher Scientific), Grand Island, New York, Estados Unidos da
Ameérica.

2 DMEM KnockOut - Gibco (Thermo Fisher Scientific), Grand Island, New York, Estados Unidos da América.

3 Fetal 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.

5 NEAA Non-Essential Amino Acids - Gibco (Thermo Fisher Scientific), Grand Island, New York, Estados Unidos da América.
6 L-Glutamine - Gibco (Thermo Fisher Scientific), Grand Island, New York, Estados Unidos da América.

7 Anti-Anti antibiotic - Gibco (Thermo Fisher Scientific), Grand Island, New York, Estados Unidos da América.
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segundo Stashak (2011). A analise laboratorial para a determinagdo da celularidade
(contagem de células nucleadas totais, neutrdfilos, linfécitos e macrofagos) do liquido

sinovial obtido foi realizada nos mesmos momentos.

2.5 ELISA

A determinacao da concentracdo sinovial dos mediadores inflamatorios (TGF-
e PGE2) foi realizada em todos os momentos por teste imunoenzimatico utilizando kits
ELISA comerciais® 1° , de acordo com as instrucdes dos respectivos fabricantes. A curva
de regressao da analise e a conversdo das densidades 6pticas obtidas na leitura foram

realizadas pelo leitor de microplacas com o auxilio de um software!?.

2.6 Analise estatistica

Os dados estédo apresentados como média £ erro padrdo da média (SEM). Os
dados passaram por teste de normalidade (teste Kolmogorov-Smirnov). As afericoes
numéricas foram submetidas a andlise de variancia entre os tratamentos com medidas
repetidas no tempo, e ao Teste de Tukey para multiplas comparacées de médias nos
diferentes momentos. O software utilizado foi GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA) Todas as avaliagbes foram consideradas ao nivel de 5% de

significancia, e resultados com P<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

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

9 Kit Parameter™ PGE, , PGE, Assay. R&D Systems, Inc. Minneapolis, EUA. Distribuido por LGC Biotecnologia, S&o Paulo, Brasil.

10 Recombinant Equine TGF-beta 1 Protein. R&D Systems, Inc. Minneapolis, EUA. Distribuido por LGC Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil.
nstat Graph Pad Instat
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizagao celular

Os resultados dos ensaios de diferenciacao estdo demonstrados na figura 1. No
cultivo controle do ensaio de diferenciacdo adipogénica, as CTMs mantiveram sua
morfologia fibroblastoide, com pequenos e ocasionais depdsitos intra-celulares de gordura.
J& a avaliacdo do cultivo destinado a diferenciacdo permitiu a identificacdo de células
globoides e algumas com morfologia transicional entre fibroblastoide e globoide, ambas
demonstrando depdsitos de gordura intra-celulares corados em vermelho.

O cultivo controle para a diferenciagcdo osteogénica também permaneceu
indiferenciado a microscopia Optica, enquanto as células do cultivo de diferenciacao
osteogénica demonstraram depdsitos de cristais extracelulares, corados por Alizarin Red,
confirmando a diferenciagao.

A avaliacdo das laminas resultantes da diferenciacédo condrogénica permitiu
identificar células globoides em meio ao arcabouco tridimensional, com nudcleo ovoide e
cercadas de matriz cartilaginosa. Também foi possivel observar metacromasia das células
e formacao de lacunas originadas pela retracdo dos condrdcitos durante o processamento
histolégico.

A citometria de fluxo revelou positividade para os antigenos de superficie CD90
e CD73, e negatividade para os marcadores CD34, CD11b, CD45 e MHC-II, ilustrados na

figura 2.
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Figura 1. Fotomicrografia dos ensaios de diferenciacdo, em objetiva de 20x. Figuras A, C,
E, G e | representam o0s grupos-controle. Figura B: grupo diferenciacdo adipogénica;
Figuras D, F e H: diferenciacdo condrogénica corada em Azul de Toluidina,
Hematoxilina/Eosina (setas indicam as células diferenciadas) e Alcian Blue (setas indicam
matriz de glicosaminoglicanas), respectivamente. Figura J: grupo diferenciacao
osteogénica.
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Figura 2. Resultados da citometria de fluxo. Nota-se positividade para os marcadores
CD90 e CD73, e negatividade para CD34, CD11b, CD45 e MHC classe Il.
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3.2 Exame fisico e exame do sistema locomotor

Os parametros avaliados no exame fisico foram similares em ambos os grupos,
mantendo-se dentro do intervalo fisiologico em todos os momentos. Nao foram observadas
reacdes adversas a administracdo de LPS, como episddios de desconforto abdominal ou
sinais de toxemia.

A analise dos escores do exame do sistema locomotor ndo apresentou diferenca
entre 0os grupos. Em ambos, a claudicacdo se iniciou 4 horas apos a inducdo da sinovite
(grau 1), progredindo gradativamente de modo a alcancar o pico (grau Ill) 24 horas apos a

inducado. Apds 7 dias, todos os animais apresentavam claudicacao grau .

3.3 Andlise do liquido sinovial

Os resultados da andlise do liquido sinovial encontram-se descritos na figura 3.
Em relacdo a contagem total de células nucleadas no liquido sinovial, os dois grupos
avaliados se comportaram igualmente, apresentando diferenca significativa do MO com o
M4h, M8h e M24h no teste de Tukey (P=0,0001).

A concentracao de neutrofilos no liquido sinovial ndo demonstrou variacao entre
G1 e G2 nos diferentes momentos. Notou-se um aumento significativo no niamero de
neutrofilos no liquido sinovial 4, 8 e 24 horas apds a inducdo da sinovite em ambos 0s
grupos (P<0,05). Entretanto, ap6s 72h ndo houve diferenca significativa com o momento
inicial em ambos os grupos.

Quando os dois grupos foram pareados momento a momento, estes néao
apresentaram diferenca em relagéo a contagem de linfocitos no liquido sinovial. Ao avaliar
cada grupo separadamente, comparando o momento inicial aos demais, foi possivel

observar um aumento significativo no niumero de linfécitos ap6s 24h somente no G1 (P=

0,0059). As demais comparacdes nao apresentaram diferenca significativa.
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Foi possivel observar diferenca significativa ao comparar o M24h dos dois
grupos quanto a contagem de macrofagos no liquido sinovial (P= 0,0003). Ao comparar o
momento inicial de cada grupo com seus demais momentos, apenas 0 G1 demonstrou
diferenca entre MO e M24 (P= 0,0066), enquanto o G2 nao exibiu diferenca entre os

momentos.

3.4 Concentracéo sinovial de TGFp e PGE->

Na comparagdo entre grupos notou-se que o0 G1 demonstrou maior
concentracdo sinovial de TGFB em relacdo ao G2 no M24h (P= 0,0467). Nao houve
diferenca entre os grupos nos demais momentos avaliados (Figura 4).

Em relagédo a PGE, os resultados demonstraram auséncia de significancia tanto
na comparacéao dos grupos em diferentes momentos, quanto na comparacao dos diferentes

momentos de um mesmo grupo entre si (Figura 4).
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Figura 3. Analise da celularidade do liquido sinovial no momento inicial, 4, 8, 24, 72 horas
e 7 dias apo6s a inducao da sinovite. Os tratamentos foram realizados apés a coleta do
momento 8h.
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4. DISCUSSAO

A sinovite € uma enfermidade comum em equinos. Constitui a causa primaria de
dor em grande parte dos casos de claudicacao, originadas no tarso que nao possuem
alteracdes radiograficas (Kawcak, 2016), uma vez que a membrana sinovial é a primeira
estrutura a ser afetada em casos de inflamacéo articular, causando a liberacdo de uma
série de mediadores inflamatorios (Sellam e Berenbaum, 2010; Ross et al., 2012).

Diversos estudos destacam a capacidade imunomoduladora das células tronco
mesenquimais (Gao et al.,, 2016; Kaundal et al., 2018; Silva-Carvalho et al., 2019).
Entretanto, a inflamacao também pode ser prejudicial a acdo das CTMs devido a inativagao
das CTMs pelo sistema imune (De Bari et al., 2001; Sakaguchi et al., 2005). Adicionalmente,
Santos et al. (2018) avaliaram a cinética das CTMs apo6s marcacao fluorescente, notando
a ocorréncia de dispersdo periarticular apos sua administracdo intra-articular. As CTMs
podem ainda migrar para a circulacdo sistémica, como comprovado por Oliveira et al.
(2014).

A literatura diverge consideravelmente em relacao ao efeito biolégico do uso de
CTMs alogénicas. Tendo em vista que as moléculas do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) possuem distingdes entre cada individuo, a administracéo de
CTMs alogénicas pode desencadear uma resposta imune mediada por células T, causando
sua rejeicdo (Marino et al., 2016). A rejeicdo ainda pode ocorrer mesmo na auséncia de
expressdo de MHC-II, dada a capacidade de ativacdo das células T por outros antigenos,
como Oct-4 (Dhodapkar et al., 2010). Embora o Oct-4 seja tradicionalmente expresso por
células tronco embrionérias, Riekstina et al., (2009) demonstraram sua expressdo em
CTMs humanas derivadas de tecido adiposo, derme, medula éssea e tecido cardiaco.

O perfil fenotipico das CTMs foi confirmado por citomegtria de fluxo, atendendo

0s critérios basicos de caracterizacdo celular segundo a Sociedade Internacional de
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Terapia Celular (ISCT). Carvalho et al. (2013) demonstraram alta expressdo de CD44,
CD90 e CD105 em CTMs derivadas de tecido adiposo de equinos. Ressalta-se que a
caracterizacao celular € uma etapa fundamental para a confiabilidade e comparabilidade
dos resultados obtidos. Os resultados do presente trabalho corroboram os resultados dos
autores supracitados, atingindo os parametros minimos para a caracterizacao celular.

A administracdo intra-articular de LPS pode levar a ocorréncia de efeitos
sistémicos adversos, como hipertermia, desconforto abdominal e toxemia, entre outros,
principalmente em doses maiores que 0,5 ng. Andreassen et al. (2017) notaram a
ocorréncia de hipertermia 8 e 16 horas apés a administracdo de 3ug de LPS via intra-
articular. Campebell et al. (2004) também relataram a ocorréncia de hipertermia de 6 a 12
horas ap6s a administracdo de 1,5ng de LPS via intra-articular. Palmer e Bertone (1994)
relataram a ocorréncia de hipertermia, efuséo articular severa, depresséo e inapeténcia 12h
apos a administracédo intra-articular de 5 pg e 25 ng de LPS. A dose de 0,5ng, utilizada pelo
presente estudo, foi capaz de induzir a sinovite, com efuséo articular moderada e presenca
de claudicacdo, porém sem apresentar os efeitos sistémicos adversos ocorridos quando
doses mais elevadas sao utilizadas. A utilizacdo de 0.25 ng de LPS intra-articular foi capaz
de provocar sinovite moderada em multiplas articulacdes de equinos (Meulyzer et al., 2009;
Cokelaere et al., 2018). Deste modo, encoraja-se a utilizacdo de doses entre 0.25 e 0.5 ng
de LPS para a inducao de sinovite aguda moderada experimental em equinos.

O LPS também é utilizado para induzir a expressdo de moléculas anti-
inflamatorias in vitro. Ulmer et al. (2000) utilizaram 1 pg/ml para estimular a producao de
citocinas por linfocitos T. Yan et al. (2014) também utilizaram a mesma dose em cultivo de
CTMs a fim de induzir a expressédo do fator de ativacdo de células B via ativacdo de
receptores TLR-4. Ao comparar as doses utilizadas pelos autores com o presente trabalho
€ possivel perceber que doses maiores sédo requeridas para a ativacao celular in vitro, dada

a diferenca de condicdes entre ambientes in vitro e in vivo. Podemos inferir que a
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diversidade celular presente in vivo, somada as constantes oscila¢cdes de temperatura, pH,
concentracdo de peptideos e de oxigénio, proporcionam alta complexidade de interagcédo
entre células e metabdlitos, caracteristica inatingivel em sistemas bidimensionais de cultivo

in vitro, que contém uma populagdo homogénea mantida em ambiente controlado.

4.1 Células nucleadas totais e neutro6filos

A diferenca na contagem de células nucleadas totais na andlise citolégica do
liguido sinovial entre 0 momento inicial e apos 4, 8 e 24 horas comprova a atividade pré-
inflamatéria do LPS, apresentando pico de atividade ap6s 8 horas de contato com o
ambiente articular. Andreassen et al. (2017) avaliaram os eventos inflamatérios articulares
apo6s administragcdo intra-articular de LPS, relatando a acdo maxima 8 horas apos a
aplicacéo, através da observacdo do aumento da contagem de células nucleadas totais
neste momento. Embora tal estudo tenha utilizado uma dose notadamente mais elevada
(3pg), podemos afirmar que o LPS também apresenta seu pico de acdo pro-inflamatoria
apos 8h, mesmo quando usado em menor concentracao.

Williams et al. (2016) utilizaram dose semelhante de 0,5ng de LPS para inducao
de sinovite experimental, administrando CTMs derivadas de corddo umbilical no mesmo
momento. Tal estudo demonstrou uma diminuicdo da contagem de células nucleadas no
liguido sinovial 8h apos a administragéo. Entretanto, o presente estudo n&o corrobora os
achados destes autores, visto que o grupo tratado apresentou diferenca significativa da
contagem de células nucleadas totais em relacdo ao MO, mesmo apos 16h do tratamento,
no M24h do experimento. A causa da divergéncia entre os resultados obtidos pode estar
fundamentada no momento de aplicacdo das CTMs. Assim, é possivel que as CTMs,
guando administradas juntamente com o agente indutor da inflamacéo, tenham mais tempo

para interagir com os mediadores inflamatorios, que séo liberados gradativamente pela
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acao do LPS. Em contra-partida, visto que a inflamagéo pode sensibilizar as CTMs,
alterando sua capacidade proliferativa e de diferenciacédo (Michael et al., 2016), é possivel
inferir que a inflamacg&o previamente estabelecida no ambiente articular possa ter interferido
na sua capacidade de modular os eventos inflamatorios locais. Adicionalmente, segundo
Ardanaz et al. (2016) a aplicagéo intra-articular de CTMs per se resulta em um processo
inflamatoério de natureza transitoria por até 5 dias, mesmo em articula¢des higidas. Em um
ambiente inflamado, a liberacdo de citocinas capazes de induzir a expressao de MHC pelas
CTMs e ativar direta ou indiretamente o sistema imune humoral (Schnabel et al., 2014)
também pode ter colaborado com a persisténcia mais longa do processo inflamatério.

Em condi¢des inflamatérias, os neutréfilos sdo as primeiras células a transpor a
barreira endotelial e realizar diapedese, atraidos por quimiotaxia, possuindo importante
papel na fase precoce da inflamagé&o (Cruvinel et al., 2010). A auséncia de diferenca entre
0S grupos no presente trabalho ndo corrobora os resultados descritos por Williams et al.
(2016), que descreveram uma diminuicdo da contagem total de neutrdfilos no liquido
sinovial 8h apés a aplicacdo conjunta de LPS e CTMs.

Os neutréfilos sé@o as principais células da inflamacdo aguda, aumentando sua
proporgdo em milhares de vezes nas primeiras horas da inflamacéo, e constituem a maior
parcela proporcional das células nucleadas totais. Assim, a auséncia de diferenca
significativa na sua contagem provavelmente apenas reflita a mesma alteragéo ocorrida na
contagem do numero total de células nucleadas, compartilhando o motivo pelo qual ndo

foram observadas diferencas.

4.2 Linfocitos e Macrofagos

Os linfécitos fazem parte do sistema imune adaptativo e possuem um grande
papel nos processos inflamatérios, atraidos por uma série de quimiocinas (Cruvinel et al.,

2010). Os resultados apresentados neste estudo demonstraram um aumento significativo,
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24h apos a inducdo da sinovite no G1 (P=0,0059). Ndo houve aumento significativo de
linfécitos em nenhum momento G2. A resposta tardia dos linfocitos, quando comparada ao
aumento na contagem de neutroéfilos, também é esperada, uma vez que naturalmente estas
células sdo recrutadas mais tardiamente no processo inflamatério. Os resultados do
presente trabalho corroboram o reportado por Bartholomew et al. (2002), que
demonstraram uma capacidade de reducao da atividade proliferativa linfocitaria em mais
de 50% ap0s co-cultivo com CTMs derivadas de medula 6ssea.

A ativacdo dos macréfagos em um ambiente inflamado leva a liberacdo de
citocinas, como IL-1 e TNFa, que ativam vias intracelulares pro-inflamatorias, resultando na
diapedese de leucécitos e consequente aumento da condi¢do inflamatéria local (Kumar et
al., 2015). O menor numero de macréfagos no liquido sinovial no G2 ap6s 24h indica que
a interacdo entre as CTMs e o ambiente inflamatério ocorreu de forma a diminuir
signicativamente sua ativagao.

ApGs a aplicacao intra-articular de LPS, sua interagdo com as células ocorre com
o envolvimento de varias proteinas, como a LPS binding protein (LPB), CD14, MD-2 e Toll-
like Receptor-4 (TLR4), culminando com a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias pelas
células estimuladas pelo LPS (Lu et al., 2008). A sinalizacdo dos receptores TLR-4,
desencadeada pelo LPS, ativa a via p-53, que é responsavel por diminuir a proliferacédo das
CTMs e leva-las a apoptose (Afrazi et al., 2014). Deste modo, € possivel que o LPS tenha
causado uma sinalizacdo exacerbada dos receptores TLR-4 contidos nas CTMs,
contribuindo para a diminuicéo de seu efeito.

Uma vez que o pico de acao do LPS foi atingido 8 horas ap0s sua aplicacao,
apresentando declinio gradativo deste ponto em diante, podemos afirmar que a acao
inibitéria do LPS sobre as CTMs também experimentou queda em sua poténcia a partir do
momento 24 horas. Os linfocitos e macréfagos, presentes em grande quantidade neste

momento, podem ter interagido com as CTMs, ndo mais superestimuladas pelo LPS,
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gerando a diminuicdo significativa na contagem destas células no M24h. Este fato pode ter
ocorrido devido a capacidade de inibi¢cdo da proliferacdo e funcéo de linfocitos T e B, Natural
Killers (NK), mondcitos, macrofagos e células dendriticas apresentada pelas CTMs (lyer e

Rojas, 2008; Selmani et al., 2008; Spaggiari et al., 2009).

4.3 TGFB e PGE;

O TGF-B é produzido pelos linfécitos e macréfagos, sendo capaz de promover
crescimento e manutencdo da homeostase condral no ambiente articular, estimulando a
sintese de fibronectina e consequente condensacao dos condrécitos (Finnson et al., 2012).
O presente estudo demonstrou maior concentracdo de TGF-f no G1 apds 24h. Este achado
corrobora os resultados de Sousa et al. (2019), que encontraram maiores concentracfes
de TGF-B no liquido sinovial proveniente de articulacbes com OA. A exposicdo das CTMs
sinoviais autdlogas presentes naturalmente no organismo ao TGF-B promove estimulo a
sua proliferacdo e ao seu potencial condrogénico (Kim et al., 2014). Desta maneira, 0S
maiores niveis de TGF-B encontrados no G1 no M24h podem ser atribuidos a resposta do
ambiente articular apés a administracdo do LPS, de maneira a recrutar a populacédo de
CTMs residente na membrana sinovial e tecidos periarticulares. Em contra-partida, os
menores niveis de TGF- encontrados no G2 apds 24h podem ser atribuidos a modulagéo
da populacéo de linfécitos e macréfagos no liquido sinovial no mesmo momento, uma vez
gue os linfocitos e os macrofagos séo responsaveis pela produgéo de TGF-(.

As prostaglandinas, membros da familia dos eicosandides, sao citocinas
produzidas por quase todas as células do organismo por resposta a agressées quimicas
ou fisicas (Smith, 1989; Park et al., 2006). Sdo produzidas pela enzimas ciclo-oxigenases
(COX) a partir do acido araquidénico presente na membrana celular. A PGE2 € uma das
principais citocinas envolvidas na inflamacdo articular, podendo possuir acdo pro-

inflamatoria (Frisbie et al., 2008) ou anti-inflamatéria (Takayama et al., 2002), de acordo
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com as circunstancias. Frisbie et al. (2008) relataram auséncia de diferencga significativa
nos niveis de PGE: do liquido sinovial apds realizarem repetidas artrocenteses,
comparando articulagfes higidas e portadoras de OA. Broeckx et al. (2019) também né&o
relataram diferencas nos niveis de PGE2 no liquido sinovial de animais com osteoartrite
apos tratamento com CTMs, quando comparado a administracdo de solucdo salina. A
auséncia de variagdo nos niveis de PGE:z durante os momentos avaliados corrobora 0s
dados dos autores, indicando também que a administragdo de 0.5ng de LPS intra-articular
nao foi capaz de alterar a concentracédo de PGE:2 sinovial.

A inflamagé&o possui um papel central na organizacao da resposta das CTMs. A
comparacao de diversos resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa em experimentos
anteriores (dados ainda néo publicados) nos leva a constatacdo de que muitas variaveis
infuenciam o efeito bioldégico das CTMs, incluindo o tecido-alvo, 0 momento da aplicacéo,
a forma da aplicacdo, a condicdo tecidual prévia e o grau de inflama¢do no momento da
administracdo das CTMs, podendo ser favoraveis ou deletérias ao desempenho de sua
funcgéo.

Os dados deste trabalho indicam, porém, que ha um limiar inflamatério, a partir
do qual as células comecam a perder sua capacidade imunomoduladora. A adocédo de
medidas para primeiramente diminuir a inflamacao, antes do inicio da terapia com CTMs,
torna-se interessante para possibilitar maior atuacéo das CTMs, otimizando sua utilizacao.
A administracdo das CTMs apds o pico inflamatdrio, estratégia adotada por Molcanyi et al.
(2007), também € uma forma de evitar sua inativacdo pela resposta imune. Entretanto, a
persisténcia de células e de mediadores inflamatorios no liquido sinovial pode tornar a
articulacédo suscetivel a processos inflamatorios recidivantes, levando a maior degradacao
da matriz cartilaginosa e, em ultima instancia, ao desenvolvimento da osteoartrite. S&o
necessarios estudos adicionais que visem encontrar métodos para impedir a dispersao

sistémica das CTMs e protegé-las (mecéanica e imunologicamente) da reacao inflamatoria
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exacerbada e consequente inativagdo, preservando assim sua agdo imunomoduladora

mesmo em ambientes notadamente inflamatérios.
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5. CONCLUSAO

A analise dos dados obtidos aponta uma interacdo entre o ambiente articular
inflamado e as CTMs, causando diminuicdo de sua ag¢do apds sua administracdo intra-
articular. Apés a diminuicédo do pico inflamatério as CTMs apresentaram reducao do nimero
e regulacdo da atividade de linfocitos e macrofagos. Os resultados ainda indicam que a
interacdo das CTMs com os mediadores inflamatorios presentes no liquido sinovial é
diretamente relacionada a condicéo inflamatoria articular no momento da aplicacéo. Por
fim, a exploracao de diferentes estratégias de controle da inflamacé&o ou protecdo das CTMs
para que estas possam exercer plenamente seu efeito bioldégico é uma area potencial para
estudos subsequentes que busquem explorar seu potencial imunomodulador sob diferentes

condicdes.
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