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RESUMO 

A alta exigência do sistema locomotor de equinos atletas resulta em pequenas lesões 

articulares que, cumulativamente, provocam inflamação sinovial e liberação de diversos 

mediadores inflamatórios no microambiente articular, resultando no desenvolvimento da 

osteoartrite (OA).  A utilização de células tronco mesenquimais (CTMs) nestes casos visa 

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

comportamento das CTMs alogênicas derivadas da membrana sinovial (CTMms) frente 

aos eventos inflamatórios 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. Foram realizados, de maneira seriada, exames físicos, 

exames do aparelho locomotor, análise citológica do líquido sinovial e a determinação 

da concentração sinovial de TGF-β e PGE2. Não foram observadas diferenças entre os 

grupos quanto à claudicação e parâmetros do exame físico. A análise citológica revelou 

diminuição significativa de linfócitos e macrófagos no grupo tratado (P= 0,0059 e P= 

0,0003, respectivamente) que também apresentou menores níveis de TGF-β (P= 0,0467) 

no momento 24h. Os demais parâmetros não apresentaram diferença significativa em 

nenhum momento. Os dados avaliados sugerem que a inflamação aguda tenha 

inicialmente causado inibição da capacidade imunomoduladora das CTMs, que foi 

retomada após 24h, com o declínio da inflamação articular, e que a interação das CTMs 

com os mediadores inflamatórios presentes no líquido sinovial está diretamente 

relacionada à condição inflamatória articular no momento da aplicação. Para a 

otimização do potencial imunomodulador das CTMs, os autores sugerem a adoção de 

estratégias para o controle da inflamação local antes de sua administração. 

  

Palavras-chave: terapia regenerativa; membrana sinovial; inflamação sinovial. 
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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 (IA) 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 107 MSCsm IA. Physical exams, lameness 

evaluations, cytological analysis of synovial fluid and determination of synovial 

concentrations of TGF-β and PGE2 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-β (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. 
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 CAPÍTULO 1  

 

1. Introdução e Justificativa 

Assim como em atletas humanos, as articulações de equinos atletas são 

constantemente expostas a impactos. A alta demanda biomecânica exigida nas 

competições pode predispor estes animais a inúmeras lesões ortopédicas (Brossi et al., 

2015; Colbath et al. 2018). 

A primeira estrutura a ser afetada é a membrana sinovial, dando origem à sinovite, 

que vem acompanhada pela liberação de uma série de mediadores inflamatórios, 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 alterações 

em todos os componentes articulares, inclusive na membrana sinovial, tornando o processo 

cíclico (Scanzello e Goldring, 2012).  

  O grande desafio no tratamento da sinovite consiste em debelar a reação 

inflamatória, que contribui com a degradação da cartilagem articular. Tendo em vista este 

propósito, diversas terapias são continuamente estudadas, incluindo a terapia com células 

tronco mesenquimais (CTM). Contudo, o comportamento in vivo das CTM e seus efeitos 

parácrinos após o transplante permanecem não totalmente estabelecidos, justificando a 

necessidade de mais pesquisas a fim de embasar cientificamente a aplicabilidade deste 

tipo de terapia.  

  As CTM possuem capacidade de interação com o ambiente no qual são 

administradas, podendo secretar fatores pró ou anti-inflamatórios, antiapopitóticos e 

mitogênicos quando devidamente estimuladas. Entretanto, a literatura atual apresenta-se 

contraditória em relação ao efeito das CTMs e sua interação com o ambiente ao qual são 
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expostas. Assim, pesquisas utilizando células tronco em processos inflamatórios são 

necessárias para a compreensão dos eventos ocorridos após sua administração, 

consequentemente embasando sua utilização clínica.   

 

 

2. Revisão bibliográfica 

Articulações sinoviais são consideradas diartroses, ou seja, articulações que 

possuem movimento livre.  Via de regra, as diartroses apresentam em sua estrutura as 

cartilagens articulares, a cápsula articular fibrosa, a membrana sinovial e uma cavidade 

preenchida por líquido sinovial. As articulações do esqueleto apendicular, como a 

articulação rádio-cárpica, fêmur-tibial e tíbio-társica, são exemplos de articulações sinoviais 

(Spencer, 2020). 

A cartilagem presente na superfície das articulações é do tipo hialina, caracterizada 

pela ausência de vasos sanguíneos, linfáticos e terminações nervosas, e presença de 

condrócitos em uma matriz extracelular abundante, rica em colágeno tipo II. É 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 condrócitos achatados e 

fibras colágenas condensadas e organizadas paralelamente à articulação. Seguindo em 

direção ao osso subcondral, encontra-se a zona intermediária ou transicional. Esta é a zona 

mais espessa, com condrócitos arredondados distribuídos em meio à matriz extracelular e 

fibras colágenas organizadas obliquamente à articulação. A zona profunda ou basal 

encontra-se imediatamente abaixo. Nesta camada os condrócitos são arredondados e 

organizados em colunas, com fibras colágenas perpendiculares. A última camada é a zona 

de cartilagem calcificada, onde ocorre o processo de ossificação endocondral durante o 

crescimento ósseo longitudinal. A zona de cartilagem calcificada demarca o limite entre o 
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osso subcondral e a cartilagem articular, possuindo atividade metabólica extremamente 

baixa (Johnston, 1997; Junqueira et al., 2017).  

A cápsula articular é uma estrutura conjuntiva que envolve as extremidades ósseas, 

dando origem à articulação. Pode ser dividida em três camadas: a sinóvia (também 

chamada de íntima ou membrana sinovial), a membrana subsinovial (subíntima) e a cápsula 

articular fibrosa (Johnston, 1997).    

A membrana sinovial é a estrutura responsável por produzir o líquido sinovial. Os 

sinoviócitos, células presentes na membrana sinovial, produzem um transudato do plasma 

e secretam glicoproteínas e ácido hialurônico para compor o líquido sinovial (Bartl e Bartl, 

2019). O líquido sinovial possui importantes funções, como lubrificação articular e 

modulação da atividade dos condrócitos (Scanzello e Goldring, 2012). 

A membrana sinovial possui, ainda, uma ampla população de células tronco 

mesenquimais (CTMs) capaz de se diferenciar em múltiplas linhagens celulares. Assim, a 

membrana sinovial também possui um importante papel na resposta inflamatória articular, 

sendo fonte de células progenitoras que auxiliam seu processo de reparação (Fan et al., 

2009; Scanzello e Goldring, 2012). 

 A inflamação tem início quando a membrana sinovial é exposta a moléculas 

específicas, advindas de micro-organismos ou mesmo em casos agressões estéreis, onde 

ocorre estresse celular e dano à matriz extracelular (Piccinini e Midwood, 2010). As 

moléculas podem ser ligadas ou não à presença de um agente infeccioso. São chamadas 

de PAMPs (Padrões Moleculares Associados a Patógenos) ou DAMPs (Padrões 

Moleculares Associados a Danos) (Arleevskaya et al., 2019). Receptores do tipo “toll-like” 

(TLR) da membrana plasmática dos sinoviócitos respondem à presença destas moléculas, 

ativando a via intracelular NFƙB, que culmina com a produção e liberação de citocinas, 

como as interleucinas e o fator de transformação do crescimento-β (TGF-β). Tais citocinas 
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ativam o mecanismo de imunidade inata e atraem quimiotaticamente mais células 

inflamatórias para o local (Arleevskaya et al., 2019; Lorente-Sorolla et al., 2019). 

A manifestação aguda de sinovite pode representar uma das primeiras mudanças 

ocorridas em estágios precoces de OA. Estabelece-se, assim, uma estreita ligação entre 

sinovite e osteoartrite, visto que os principais tipos celulares envolvidos na patogênese da 

OA são os sinoviócitos, condrócitos e leucócitos infiltrados. O papel da sinovite no 

desenvolvimento e progressão da OA tem sido relacionado à deposição direta de fibrina, 

formação de pannus e ativação do sistema imune inato (Sutton et al., 2009), causando 

liberação de citocinas como o Interferon γ (IFN-γ) e o fator de necrose tumoral-α (TNF-α) 

que levam à ativação dos osteoclastos por estímulo dos macrófagos, gerando o 

comprometimento osteocondral (Lam et al., 2000).  

Pesquisas recentes buscam métodos capazes de modificar o curso e progressão 

desta enfermidade. A terapia medicamentosa é baseada na administração de fármacos 

anti-inflamatórios não-esteroidais (AINEs), corticosteroides, glicosaminoglicanas 

polissulfatadas (PSGAGs), N-acetilglucosamina (NAG), ácido hialurônico (AH), ou ainda 

uma combinação entre alguns destes princípios (Frisbie et al., 2009a; Frisbie et al., 2009b). 

Terapias utilizando moléculas biológicas, como o soro autólogo condicionado (ACS), 

também possuem utilização frequente, elevando o número de citocinas anti-inflamatórias e 

fatores de crescimento. Em casos mais graves ou não responsivos à terapia 

medicamentosa isolada, o tratamento cirúrgico é requerido, realizado geralmente com 

técnicas cirúrgicas minimamente invasivas (Frisbie et al., 2009a; Frisbie et al., 2009b; Hraha 

et al., 2011; Kwan et al., 2012; King et al., 2017). 

 Apesar dos avanços realizados nas abordagens terapêuticas minimamente 

invasivas e fármacos utilizados, o tratamento de grandes defeitos condrais e lesões 

articulares crônicas permanecem desafiadores, principalmente devido às alterações no 

microambiente articular decorrentes da OA (Johnson e Frisbie, 2016) e à restrita 



  5 

capacidade de regeneração condral, devido à sua natureza avascular (Reddi e Iwasa, 

2019).  

Grande parte das pesquisas sobre OA buscam a reparação condral, embora a 

interrupção do desenvolvimento e da progressão da enfermidade possuam similar 

importância (van der Harst et al., 2006). A reparação articular depende de processos 

intrínsecos, limitados devido ao baixo potencial mitótico dos poucos condrócitos, e 

extrínsecos, restritos à escassa migração de elementos mesenquimais e células 

progenitoras do osso subcondral (McIlwraith et al., 2015). O resultado é a formação 

abundante de tecido fibroso e fibrocartilaginoso, contendo cerca da metade dos 

glicosaminoglicanos presentes em uma cartilagem normal, limitando suas características 

morfofuncionais (Coleman et al., 2010). 

 Neste contexto, pesquisas científicas sobre medicina regenerativa, incluindo 

terapias com células-tronco mesenquimais, têm emergido como uma alternativa terapêutica 

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 à secreção de um grande número de fatores de crescimento e à sua 

ação parácrina anti-inflamatória, antiapoptótica, antifibrótica, angiogênica e mitogênica 

(Cassano et al., 2018). Todas estas características são extremamente desejáveis e 

sustentam sua utilização para tal propósito (Caplan, 2007). 

Diversas são as fontes de isolamento de CTM, incluindo medula óssea, tecido 

adiposo, músculo esquelético, periósteo, dentes decíduos, sangue periférico, líquido 

sinovial e membrana sinovial (Barry e Murphy, 2004). Entretanto, estudos relatam a 

utilização de CTMs provenientes de membrana sinovial devido a seu alto potencial 

proliferativo e condrogênico (De Bari et al., 2001; Sakaguchi et al., 2005). As CTMs têm 

sido utilizadas para auxiliar o limitado potencial de reparação cartilaginosa, reduzir a 

formação de fibrocartilagem e bloquear o ciclo inflamatório articular, diminuindo a sinovite 
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e consequentemente atuando como adjuvante no tratamento da OA (Caplan, 2007). Outra 

característica importante das CTMs consiste na ausência de moléculas imunoestimulantes 

requeridas à ativação de linfócitos-T, tornando-as adequadas para transplantes alogênicos 

pela capacidade de evasão da resposta imune (Majumdar et al., 2014; Colbath et al., 2019). 

A liberação de mediadores inflamatórios provenientes da sinovite gera a degradação 

enzimática da cartilagem articular (Barrachina et al., 2016a). O fator de necrose tumoral α 

(TNFα) e o interferon γ (IFNγ) induzem a expressão de características imunorreguladoras 

das CTMs de forma sinérgica, porém determinadas concentrações de citocinas e o tempo 

de exposição das CTMs às mesmas produzem uma diminuição em sua taxa de proliferação 

e diferenciação (Barrachina et al., 2016b; Zayed et al., 2016). 

A ação parácrina das CTMs e seu potencial em secretar diversos fatores 

imunossupressores têm sido bastante explorados. Acredita-se que a exposição a algumas 

citocinas pró-inflamatórias, como o INF-Ɣ, o TNF-α 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-inflamatórias como a IL-

10, o antagonista de interleucina 1 (IL-1ra), indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), TGF-β e 

PGE2 (Yamada et al., 2011; Shi et al., 2012). 

Para melhor compreender os mecanismos de ação das novas terapias direcionadas 

às enfermidades articulares, deve-se avaliar os efeitos articulares funcionais e fisiológicos 

resultantes de sua utilização (van Loon et al., 2010). Terapias voltadas para o controle da 

reação inflamatória da membrana sinovial apresentam-se vantajosas no controle dos 

sintomas e alterações estruturais ocorridos durante a progressão da OA (Goldring e 

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

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Colbath%2C+A+C
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O presente trabalho teve como objetivo verificar o comportamento das CTMs 

alogênicas derivadas da membrana sinovial no tratamento da sinovite induzida 

experimentalmente em equinos. 
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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-in-

veterinary-science)  

 

 

 

Título: “EFEITO DAS CÉLULAS TRONCO MESENQUIMAIS NA SINOVITE AGUDA 
EXPERIMENTAL EM EQUINOS” 

 

 

 

 

 

 

Observação: 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 didáticos.  
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“ EFEITO DAS CÉLULAS TRONCO MESENQUIMAIS NA SINOVITE AGUDA 
EXPERIMENTAL EM EQUINOS ” 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A utilização de células tronco mesenquimais na engenharia tecidual têm sido o 

foco de pesquisas recentes (Vinatier et al., 2009; Tang et al., 2015). Em casos de 

enfermidades articulares esta terapia assume elevada importância, principalmente devido 

à secreção de um grande número de fatores de crescimento e à sua ação parácrina anti-

inflamatória, antiapoptótica, antifibrótica, angiogênica e mitogênica (Cassano et al., 2018). 

Embora a reparação condral seja um dos focos da intervenção em casos de enfermidades 

articulares, o desenvolvimento e a instauração do processo da etiopatogenia possuem 

similar importância, uma vez que o bloqueio do ciclo inflamatório leva à supressão do 

desenvolvimento da enfermidade (van der Harst et al., 2006).  

Em equinos atletas, a alta demanda necessária às competições vem 

acompanhada por uma infinidade de lesões ortopédicas (Brossi et al., 2015; Colbath et al. 

2018). A primeira manifestação da inflamação articular ocorre na membrana sinovial, sendo 

denominada sinovite aguda. A sinovite leva à liberação de uma série de mediadores pró-

inflamatórios, 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 osso subcondral, porém reconhece-se que ocorrem 

alterações em todos os componentes articulares, inclusive na membrana sinovial 

(Scanzello e Goldring, 2012), destacando a importância da interrupção da sinovite e sua 

consequente contribuição para o bloqueio do ciclo inflamatório que leva à OA. 

A restituição da homeostase articular depende de processos intrínsecos, 

limitados devido ao baixo potencial mitótico dos poucos condrócitos, e extrínsecos, restritos 

à escassa migração de elementos mesenquimais e células progenitoras a partir do osso 
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subcondral (McIlwraith et al., 2005). Por este motivo, as CTMs têm sido utilizadas com o 

intuito de auxiliar o limitado potencial de reparação cartilaginosa, reduzir a formação de 

fibrocartilagem e bloquear o ciclo inflamatório articular, atuando como adjuvante no 

tratamento da inflamação articular (Caplan, 2007). 

As CTMs podem ser isoladas de diversos tecidos, incluindo medula óssea, tecido 

adiposo, músculo esquelético, periósteo, dentes decíduos, sangue periférico, líquido 

sinovial e membrana sinovial (Barry e Murphy, 2004). Entretanto, as CTMs provenientes de 

membrana sinovial (CTMms) possuem ação mais direcionada para o tratamento de 

enfermidades articulares, devido à proximidade entre as CTMms e os condrócitos no 

processo de desenvolvimento e diferenciação celular durante a embriogênese, 

proporcionando às CTMms elevado potencial condrogênico e proliferativo (De Bari et al., 

2001; Sakaguchi et al., 2005).     

Este trabalho teve como objetivo avaliar a ação das CTMs alogênicas derivadas 

da membrana sinovial em casos de sinovite társica experimentalmente induzida em 

equinos. 

 

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, Universidade 

Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, sob o protocolo nº 0143/2017. 

As articulações tibiotársicas (n=15) de 10 animais foram divididas em dois 

grupos, perfazendo um total de cinco articulações no grupo controle e dez articulações 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 período de clearance de 04 semanas 

entre elas e utilizando a articulação contra-lateral. 
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Todos os tratamentos foram realizados oito horas após a coleta de líquido 

sinovial inicial (tomado como “basal”). A sinovite foi induzida imediatamente após a coleta 

inicial, para todas as articulações. O detalhamento de cada grupo segue abaixo: 

- Grupo um, controle (G1): administração intra-articular de 2 mL de 

solução tampão fosfato-salina (PBS¹); 

- Grupo dois, tratado (G2): implante intra-articular de 1x107 CTMms 

suspensas em 2 mL de PBS; 

 

2.2 Obtenção e Cultivo das CTMms 

 

Foram obtidas CTMs alogênicas derivadas de membrana sinovial equina, 

armazenadas em Freezer -80 ºC (biobanco de células-tronco do Laboratório de Terapia 

Regenerativa do setor de Cirurgia de Grandes Animais, Departamento de Cirurgia e 

Anestesiologia Veterinária, FMVZ UNESP, Botucatu). A seleção dos criotubos utilizados 

ocorreu de forma aleatória. As CTMs foram cultivadas segundo Yamada (2011), 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 confirmação da multipotência das células cultivadas, foram realizadas as 

diferenciações adipogênica, osteogênica e condrogênica, além da imunofenotipagem 

celular por citometria de fluxo, seguindo metodologia previamente descrita por Carvalho et 

al. (2013), de modo a atender os critérios mínimos para a caracterização de células tronco 

mesenquimais segundo a Sociedade Internacional de Citoterapia (Dominici et al., 2006).  
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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.  O tarso aleatoriamente escolhido foi submetido à antissepsia 

cirúrgica. Imediatamente antes da indução experimental, foi realizada a artrocentese 

tibiotársica.  

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 protocolo previamente descrito por 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” 

para comparação com os resultados subsequentes). Os tratamentos foram realizados 8h 

após a indução experimental. 

 

2.4 Análises subsequentes e acompanhamento clínico 

 

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

parâmetros clínicos e as análises do líquido sinovial, incluindo o exame do sistema 

locomotor e artrocentese, realizados imediatamente antes da indução, 4, 8, 24 e 72 horas, 

e 7 dias após a mesma. 

A claudicação foi avaliada em pista de concreto, avaliando os animais 

individualmente. Primeiramente, os animais eram conduzidos ao passo e ao trote. Após 

esta etapa, os animais eram submetidos à flexão da articulação tibiotársica durante 60 

segundos, sendo imediatamente submetidos ao trote em linha reta. A avaliação foi feita 

pelos mesmos indivíduos em todos os casos, e então graduada em escores de 0 a 5, 

1 Phosphate-Buffered Saline, ph 7.4 - Gibco (Thermo Fisher Scientific), Grand Island, New York, Estados Unidos da 
América. 
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. 
4 MEM 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 análise laboratorial para a determinação da celularidade 

(contagem de células nucleadas totais, neutrófilos, linfócitos e macrófagos) do líquido 

sinovial obtido foi realizada nos mesmos momentos.  

 

2.5 ELISA 

A determinação da concentração sinovial dos mediadores inflamatórios (TGF-β 

e PGE2) foi realizada em todos os momentos por teste imunoenzimático utilizando kits 

ELISA comerciais9, 10 , de acordo com as instruções dos respectivos fabricantes. 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 software11. 

 

 

2.6 Análise estatística 

 

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

dados passaram por teste de normalidade (teste Kolmogorov-Smirnov). As aferições 

numéricas foram submetidas à análise de variância entre os tratamentos com medidas 

repetidas no tempo, e ao Teste de Tukey para múltiplas comparações de médias nos 

diferentes momentos. O software utilizado foi GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., 

San Diego, CA, USA) Todas as avaliações foram consideradas ao nível de 5% de 

significância, 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 ParameterTM PGE2 , PGE2 Assay. R&D Systems, Inc. Minneapolis, EUA. Distribuído por LGC Biotecnologia, São Paulo, Brasil.  
10 Recombinant Equine TGF-beta 1 Protein. R&D Systems, Inc. Minneapolis, EUA. Distribuído por LGC Biotecnologia, São Paulo, Brasil. 
11 Instat Graph Pad Instat 
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3. RESULTADOS  

 

3.1         Caracterização celular 

 

Os resultados dos ensaios de diferenciação estão demonstrados na figura 1. No 

cultivo controle do ensaio de diferenciação adipogênica, as CTMs mantiveram sua 

morfologia fibroblastoide, com pequenos e ocasionais depósitos intra-celulares de gordura. 

Já a avaliação do cultivo destinado à diferenciação permitiu a identificação de células 

globoides e algumas com morfologia transicional entre fibroblastoide e globoide, ambas 

demonstrando depósitos de gordura intra-celulares corados em vermelho.  

O cultivo controle para a diferenciação osteogênica também permaneceu 

indiferenciado à microscopia óptica, enquanto as células do cultivo de diferenciação 

osteogênica demonstraram depósitos de cristais extracelulares, corados por Alizarin Red, 

confirmando a diferenciação. 

A avaliação das lâminas resultantes da diferenciação condrogênica permitiu 

identificar células globoides em meio ao arcabouço tridimensional, com núcleo ovoide e 

cercadas de matriz cartilaginosa. Também foi possível observar metacromasia das células 

e formação de lacunas originadas pela retração dos condrócitos durante o processamento 

histológico.  

A citometria de fluxo revelou positividade para os antígenos de superfície 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 diferenciação, em objetiva de 20x. Figuras A, C, 
E, G e I representam os grupos-controle. Figura B: grupo diferenciação adipogênica; 
Figuras D, F e H: diferenciação condrogênica corada em Azul de Toluidina, 
Hematoxilina/Eosina (setas indicam as células diferenciadas) e Alcian Blue (setas indicam 
matriz de glicosaminoglicanas), respectivamente. Figura J: grupo diferenciação 
osteogênica. 
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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 II. 
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3.2       Exame físico e exame do sistema locomotor  

 

Os parâmetros avaliados no exame físico foram similares em ambos os grupos, 

mantendo-se dentro do intervalo fisiológico em todos os momentos. Não foram observadas 

reações adversas à administração de LPS, como episódios de desconforto abdominal ou 

sinais de toxemia. 

A análise dos escores do exame do sistema locomotor não apresentou diferença 

entre os grupos. Em ambos, a claudicação se iniciou 4 horas após a indução da sinovite 

(grau II), progredindo gradativamente de modo a alcançar o pico (grau III) 24 horas após a 

indução. Após 7 dias, todos os animais apresentavam claudicação grau I. 

 

3.3       Análise do líquido sinovial 

 

Os resultados da análise do líquido sinovial encontram-se descritos na figura 3. 

Em relação à contagem total de células nucleadas no líquido sinovial, os dois grupos 

avaliados se comportaram igualmente, apresentando diferença significativa do M0 com o 

M4h, M8h e M24h no teste de Tukey (P= 0,0001). 

A concentração de neutrófilos no líquido sinovial não demonstrou variação entre 

G1 e G2 nos diferentes momentos. Notou-se um aumento significativo no número de 

neutrófilos no líquido sinovial 4, 8 e 24 horas após a indução da sinovite em ambos os 

grupos (P<0,05). Entretanto, após 72h não houve diferença significativa com o momento 

inicial em ambos os grupos. 

Quando os dois grupos foram pareados momento a momento, estes não 

apresentaram diferença em relação à contagem de linfócitos no líquido sinovial. Ao avaliar 

cada grupo separadamente, comparando o momento inicial aos demais, foi possível 

observar um aumento significativo no número de linfócitos após 24h somente no G1 (P= 

0,0059). As demais comparações não apresentaram diferença significativa. 
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Foi possível observar diferença significativa ao comparar o M24h dos dois 

grupos quanto à contagem de macrófagos no líquido sinovial (P= 0,0003). Ao comparar o 

momento inicial de cada grupo com seus demais momentos, apenas o G1 demonstrou 

diferença entre M0 e M24 (P= 0,0066), enquanto o G2 não exibiu diferença entre os 

momentos.   

 

3.4          Concentração sinovial de TGFβ e PGE2 

 

Na comparação entre grupos notou-se que o G1 demonstrou maior 

concentração sinovial de TGFβ em relação ao G2 no M24h (P= 0,0467). Não houve 

diferença entre os grupos nos demais momentos avaliados (Figura 4). 

Em relação à PGE2, os resultados demonstraram ausência de significância tanto 

na comparação dos grupos em diferentes momentos, quanto na comparação dos diferentes 

momentos de um mesmo grupo entre si (Figura 4).     
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Figura 3.  Análise da celularidade do líquido sinovial no momento inicial, 4, 8, 24, 72 horas 
e 7 dias após a indução da sinovite. Os tratamentos foram realizados após a coleta do 
momento 8h.  
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Figura 4. Quantificação da concentração sinovial de TGF-β e PGE2. * indica diferença 
estatística (P=0,0467). 
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4. DISCUSSÃO 

 

 

A sinovite é uma enfermidade comum em equinos. Constitui a causa primária de 

dor em grande parte dos casos de claudicação, originadas no tarso que não possuem 

alterações radiográficas (Kawcak, 2016), uma vez que a membrana sinovial é a primeira 

estrutura a ser afetada em casos de inflamação articular, causando a liberação de uma 

série de mediadores inflamatórios (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 inflamação também pode ser prejudicial à ação das CTMs devido à inativação 

das CTMs pelo sistema imune (De Bari et al., 2001; Sakaguchi et al., 2005). Adicionalmente, 

Santos et al. (2018) avaliaram a cinética das CTMs após marcação fluorescente, notando 

a ocorrência de dispersão periarticular após sua administração intra-articular. As CTMs 

podem ainda migrar para a circulação sistêmica, como comprovado por Oliveira et al. 

(2014). 

A literatura diverge consideravelmente em relação ao efeito biológico do uso de 

CTMs alogênicas. Tendo em vista que as moléculas do complexo maior  de 

histocompatibilidade (MHC) possuem distinções entre cada indivíduo, a administração de 

CTMs alogênicas pode desencadear uma resposta imune mediada por células T, causando 

sua rejeição (Marino et al., 2016). A rejeição ainda pode ocorrer mesmo na ausência de 

expressão de MHC-II, dada a capacidade de ativação das células T por outros antígenos, 

como Oct-4 (Dhodapkar et al., 2010). Embora o Oct-4 seja tradicionalmente expresso por 

células tronco embrionárias, Riekstina et al., (2009) demonstraram sua expressão em 

CTMs humanas derivadas de tecido adiposo, derme, medula óssea e tecido cardíaco.  

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

os critérios básicos de caracterização celular segundo a Sociedade Internacional de 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359610119300437#!
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Terapia Celular (ISCT). Carvalho et al. (2013) demonstraram alta expressão de CD44, 

CD90 e CD105 em CTMs derivadas de tecido adiposo de equinos. Ressalta-se que a 

caracterização celular é uma etapa fundamental para a confiabilidade e comparabilidade 

dos resultados obtidos. Os resultados do presente trabalho corroboram os resultados dos 

autores supracitados, atingindo os parâmetros mínimos para a caracterização celular.  

A administração intra-articular de LPS pode levar à ocorrência de efeitos 

sistêmicos adversos, como hipertermia, desconforto abdominal e toxemia, entre outros, 

principalmente em doses maiores que 0,5 ng. Andreassen et al. (2017) notaram a 

ocorrência de hipertermia 8 e 16 horas após a administração de 3µg de LPS via intra-

articular. Campebell et al. (2004) também relataram a ocorrência de hipertermia de 6 a 12 

horas após a administração de 1,5ng de LPS via intra-articular. Palmer e Bertone (1994) 

relataram a ocorrência de hipertermia, efusão articular severa, depressão e inapetência 12h 

após a administração intra-articular de 5 µg e 25 ng de LPS. A dose de 0,5ng, utilizada pelo 

presente estudo, foi capaz de induzir a sinovite, com efusão articular moderada e presença 

de claudicação, porém sem apresentar os efeitos sistêmicos adversos ocorridos quando 

doses mais elevadas são utilizadas. A utilização de 0.25 ng de LPS intra-articular foi capaz 

de provocar sinovite moderada em múltiplas articulações de equinos (Meulyzer et al., 2009; 

Cokelaere et al., 2018). Deste modo, encoraja-se a utilização de doses entre 0.25 e 0.5 ng 

de LPS para a indução de sinovite aguda moderada experimental em equinos.  

O LPS também é utilizado para induzir a expressão de moléculas anti-

inflamatórias in vitro. Ulmer et al. (2000) utilizaram 1 µg/ml para estimular a produção de 

citocinas por linfócitos T. Yan et al. (2014) também utilizaram a mesma dose em cultivo de  

CTMs a fim de induzir a expressão do fator de ativação de células B via ativação de 

receptores TLR-4. Ao comparar as doses utilizadas pelos autores com o presente trabalho 

é possível perceber que doses maiores são requeridas para a ativação celular in vitro, dada 

a diferença de condições entre ambientes in vitro e in vivo.  Podemos inferir que a 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Andreassen%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28629364
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1063458408002264#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cokelaere%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29729412
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006291X14007487#!
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diversidade celular presente in vivo, somada às constantes oscilações de temperatura, pH, 

concentração de peptídeos e de oxigênio, proporcionam alta complexidade de interação 

entre células e metabólitos, característica inatingível em sistemas bidimensionais de cultivo 

in vitro, que contêm uma população homogênea mantida em ambiente controlado. 

 

4.1 Células nucleadas totais e neutrófilos 

 

A diferença na contagem de células nucleadas totais na análise citológica do 

líquido sinovial entre o momento inicial e após 4, 8 e 24 horas comprova a atividade pró-

inflamatória do LPS, apresentando pico de atividade após 8 horas de contato com o 

ambiente articular. Andreassen et al. (2017) avaliaram os eventos inflamatórios articulares 

após administração intra-articular de LPS, relatando a ação máxima 8 horas após a 

aplicação, através da observação do aumento da contagem de células nucleadas totais 

neste momento. Embora tal estudo tenha utilizado uma dose notadamente mais elevada 

(3µg), podemos afirmar que o LPS também apresenta seu pico de ação pró-inflamatória 

após 8h, mesmo quando usado em menor concentração. 

 Williams et al. (2016) utilizaram dose semelhante de 0,5ng de LPS para indução 

de sinovite experimental, administrando CTMs derivadas de cordão umbilical no mesmo 

momento. Tal estudo demonstrou uma diminuição da contagem de células nucleadas no 

líquido sinovial 8h após a administração. Entretanto, o presente estudo não corrobora os 

achados destes autores, visto que o grupo tratado apresentou diferença significativa da 

contagem de células nucleadas totais em relação ao M0, mesmo após 16h do tratamento, 

no M24h do experimento. A causa da divergência entre os resultados obtidos pode estar 

fundamentada no momento de aplicação das CTMs. Assim, é possível que as CTMs, 

quando administradas juntamente com o agente indutor da inflamação, tenham mais tempo 

para interagir com os mediadores inflamatórios, que são liberados gradativamente pela 
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ação do LPS. Em contra-partida, visto que a inflamação pode sensibilizar as CTMs, 

alterando sua capacidade proliferativa e de diferenciação (Michael et al., 2016), é possível 

inferir que a inflamação previamente estabelecida no ambiente articular possa ter interferido 

na sua capacidade de modular os eventos inflamatórios locais. Adicionalmente, segundo 

Ardanaz et al. (2016) a aplicação intra-articular de CTMs per se resulta em um processo 

inflamatório de natureza transitória por até 5 dias, mesmo em articulações hígidas. Em um 

ambiente inflamado, a liberação de citocinas capazes de induzir a expressão de MHC pelas 

CTMs e ativar direta ou indiretamente o sistema imune humoral (Schnabel et al., 2014) 

também pode ter colaborado com a persistência mais longa do processo inflamatório. 

Em condições inflamatórias, os neutrófilos são as primeiras células a transpor a 

barreira endotelial e realizar diapedese, atraídos por quimiotaxia, possuindo importante 

papel na fase precoce da inflamação (Cruvinel et al., 2010). A ausência de diferença entre 

os grupos no presente trabalho não corrobora os resultados descritos por Williams et al. 

(2016), que descreveram uma diminuição da contagem total de neutrófilos no líquido 

sinovial 8h após a aplicação conjunta de LPS e CTMs.  

Os neutrófilos são as principais células da inflamação aguda, aumentando sua 

proporção em milhares de vezes nas primeiras horas da inflamação, e constituem a maior 

parcela proporcional das células nucleadas totais. Assim, a ausência de diferença 

significativa na sua contagem provavelmente apenas reflita a mesma alteração ocorrida na 

contagem do número total de células nucleadas, compartilhando o motivo pelo qual não 

foram observadas diferenças. 

 

4.2 Linfócitos e Macrófagos 

 

Os linfócitos fazem parte do sistema imune adaptativo e possuem um grande 

papel nos processos inflamatórios, atraídos por uma série de quimiocinas (Cruvinel et al., 

2010). Os resultados apresentados neste estudo demonstraram um aumento significativo, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ardanaz%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27029614
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24h após a indução da sinovite no G1 (P=0,0059). Não houve aumento significativo de 

linfócitos em nenhum momento G2. A resposta tardia dos linfócitos, quando comparada ao 

aumento na contagem de neutrófilos, também é esperada, uma vez que naturalmente estas 

células são recrutadas mais tardiamente no processo inflamatório. Os resultados do 

presente trabalho corroboram o reportado por Bartholomew et al. (2002), que 

demonstraram uma capacidade de redução da atividade proliferativa linfocitária em mais 

de 50% após co-cultivo com CTMs derivadas de medula óssea.  

A ativação dos macrófagos em um ambiente inflamado leva à liberação de 

citocinas, como IL-1 e TNFα, que ativam vias intracelulares pró-inflamatórias, resultando na 

diapedese de leucócitos e consequente aumento da condição inflamatória local (Kumar et 

al., 2015). O menor número de macrófagos no líquido sinovial no G2 após 24h indica que 

a interação entre as CTMs e o ambiente inflamatório ocorreu de forma a diminuir 

signicativamente sua ativação.   

Após a aplicação intra-articular de LPS, sua interação com as células ocorre com 

o envolvimento de várias proteínas, como a LPS binding protein (LPB), CD14, MD-2 e Toll-

like Receptor-4 (TLR4), culminando com a liberação de citocinas pró-inflamatórias pelas 

células estimuladas pelo LPS (Lu et al., 2008). A sinalização dos receptores TLR-4, 

desencadeada pelo LPS, ativa a via p-53, que é responsável por diminuir a proliferação das 

CTMs e levá-las à apoptose (Afrazi et al., 2014). Deste modo, é possível que o LPS tenha 

causado uma sinalização exacerbada dos receptores TLR-4 contidos nas CTMs, 

contribuindo para a diminuição de seu efeito. 

Uma vez que o pico de ação do LPS foi atingido 8 horas após sua aplicação, 

apresentando declínio gradativo deste ponto em diante, podemos afirmar que a ação 

inibitória do LPS sobre as CTMs também experimentou queda em sua potência a partir do 

momento 24 horas. Os linfócitos e macrófagos, presentes em grande quantidade neste 

momento, podem ter interagido com as CTMs, não mais superestimuladas pelo LPS, 
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gerando a diminuição significativa na contagem destas células no M24h. Este fato pode ter 

ocorrido devido à capacidade de inibição da proliferação e função de linfócitos T e B, Natural 

Killers (NK), monócitos, macrófagos e células dendríticas apresentada pelas CTMs (Iyer e 

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

 

4.3 TGFβ e PGE2 

 

O TGF-β é produzido pelos linfócitos e macrófagos, sendo capaz de promover 

crescimento e manutenção da homeostase condral no ambiente articular, estimulando a 

síntese de fibronectina e consequente condensação dos condrócitos (Finnson et al., 2012). 

O presente estudo demonstrou maior concentração de TGF-β no G1 após 24h. Este achado 

corrobora os resultados de Sousa et al. (2019), que encontraram maiores concentrações 

de TGF-β no líquido sinovial proveniente de articulações com OA.  A exposição das CTMs 

sinoviais autólogas presentes naturalmente no organismo ao TGF-β promove estímulo à 

sua proliferação e ao seu potencial condrogênico (Kim et al., 2014). Desta maneira, os 

maiores níveis de TGF-β encontrados no G1 no M24h podem ser atribuídos à resposta do 

ambiente articular após a administração do LPS, de maneira a recrutar a população de 

CTMs residente na membrana sinovial e tecidos periarticulares. Em contra-partida, os 

menores níveis de TGF-β encontrados no G2 após 24h podem ser atribuídos à modulação 

da população de linfócitos e macrófagos no líquido sinovial no mesmo momento, uma vez 

que os linfócitos e os macrófagos são responsáveis pela produção de TGF-β. 

As prostaglandinas, membros da família dos eicosanóides, são citocinas 

produzidas por quase todas as células do organismo por resposta a agressões químicas 

ou físicas (Smith, 1989; Park et al., 2006). São produzidas pela enzimas ciclo-oxigenases 

(COX) a partir do ácido araquidônico presente na membrana celular. A PGE2 é uma das 

principais citocinas envolvidas na inflamação articular, podendo possuir ação pró-

inflamatória (Frisbie et al., 2008) ou anti-inflamatória (Takayama et al., 2002), de acordo 
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com as circunstâncias. Frisbie et al. (2008) relataram ausência de diferença significativa 

nos níveis de PGE2 do líquido sinovial após realizarem repetidas artrocenteses, 

comparando articulações hígidas e portadoras de OA. Broeckx et al. (2019) também não 

relataram diferenças nos níveis de PGE2 no líquido sinovial de animais com osteoartrite 

após tratamento com CTMs, quando comparado à administração de solução salina. A 

ausência de variação nos níveis de PGE2 durante os momentos avaliados corrobora os 

dados dos autores, indicando também que a administração de 0.5ng de LPS intra-articular 

não foi capaz de alterar a concentração de PGE2 sinovial.  

A inflamação possui um papel central na organização da resposta das CTMs. A 

comparação de diversos resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa em experimentos 

anteriores (dados ainda não publicados) nos leva à constatação de que muitas variáveis 

infuenciam o efeito biológico das CTMs, incluindo o tecido-alvo, o momento da aplicação, 

a forma da aplicação, a condição tecidual prévia e o grau de inflamação no momento da 

administração das CTMs, podendo ser favoráveis ou deletérias ao desempenho de sua 

função. 

Os dados deste trabalho indicam, porém, que há um limiar inflamatório, a partir 

do qual as células começam a perder sua capacidade imunomoduladora. A adoção de 

medidas para primeiramente diminuir a inflamação, antes do início da terapia com CTMs, 

torna-se interessante para possibilitar maior atuação das CTMs, otimizando sua utilização. 

A administração das CTMs após o pico inflamatório, estratégia adotada por Molcanyi et al. 

(2007), também é uma forma de evitar sua inativação pela resposta imune. Entretanto, a 

persistência de células e de mediadores inflamatórios no líquido sinovial pode tornar a 

articulação suscetível a processos inflamatórios recidivantes, levando a maior degradação 

da matriz cartilaginosa e, em última instância, ao desenvolvimento da osteoartrite.  São 

necessários estudos adicionais que visem encontrar métodos para impedir a dispersão 

sistêmica das CTMs e protegê-las (mecânica e imunologicamente) da reação inflamatória 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Broeckx%2C+S+Y
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exacerbada e consequente inativação, preservando assim sua ação imunomoduladora 

mesmo em ambientes notadamente inflamatórios. 
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5. CONCLUSÃO 

 

A análise dos dados obtidos aponta uma interação entre o ambiente articular 

inflamado e as CTMs, causando diminuição de sua ação após sua administração intra-

articular. Após a diminuição do pico inflamatório as CTMs apresentaram redução do número 

e regulação da atividade de linfócitos e macrófagos. Os resultados ainda indicam que a 

interação das CTMs com os mediadores inflamatórios presentes no líquido sinovial é 

diretamente relacionada à condição inflamatória articular no momento da aplicação. Por 

fim, a exploração de diferentes estratégias de controle da inflamação ou proteção das CTMs 

para que estas possam exercer plenamente seu efeito biológico é uma área potencial para 

estudos subsequentes que busquem explorar seu potencial imunomodulador sob diferentes 

condições. 
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