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RESUMO GERAL

Introducdo: A Obstrucdo Recorrente das Vias aéreas (ORVA) é uma doenca
inflamatoria e obstrutiva, comum em cavalos adultos estabulados. Objetivo: Estudar a
recuperacdo de células mononucleares na coleta de medula 6ssea do esterno de
equinos em idade avancada, e avaliar a seguranca e a resposta a nivel celular das
células mononucleares derivadas de medula 6éssea (CMDMQO) como tratamento de
cavalos com ORVA crbnica. Material e Métodos: Previamente ao experimento, quatro
animais tiveram a medula 6ssea coletada sob sedacdo com acepromazina, xilazina e
cloridrato de petidina, obtendo-se 200 mL de medula éssea a partir do esterno.
Aliquotas de 500 uL da primeira e da ultima seringa coletadas, em cada ponto de
puncdo, foram armazenadas para contagem do numero total de células nucleadas.
Para o tratamento da ORVA, oito cavalos foram incluidos no estudo, divididos
aleatoriamente em grupo tratado com Unica instilacdo traqueal de CMDMO (Gcel) e
outro com terapia convencional de dexametasona oral por 21 dias (Gdex). Os
tratamentos iniciaram a partir da confirmacédo do quadro clinico e os animas foram
avaliados antes do inicio do tratamento (0 dia), aos 7 e 21 dias. Apds a sedacdo com
detomidina e cloridato de petidina, coletou-se o fluido do lavado broncoalveolar (LBA)
com instilacdo de 500 mL de solucéo salina estéril a 37°C. A partir do fluido do LBA foi
feita analise de volume recuperado, avaliacdo citoldgica total e diferencial, atividade
dos macrofagos alveolares (adesédo e fagocitose), mensuragdo de interleucina 1 e
fator de necrose tumoral a, e apoptose celular. Resultados: Foi possivel a obtencéo de
200 mL de medula por animal, por meio de duas até quatro puncdes. A média para a
primeira seringa de cada puncéo foi de 41,73 x 10° células vs. 5,88 x 10° células para a
tltima seringa (p<0,0001). Para o estudo da ORVA, em ambos os tratamentos a
percentagem de neutrofilos reduziu significativamentena avaliacdo dos 7 dias (Gdex:
15,746,8% vs. 63,0£12,8%, p<0,0001 — Gcel: 19,0+20% vs. 53,2+19,8%, p=0,004) e 21
dias (Gdex: 15,0+£9,9% vs. 63,0+12,8%, p<0,0001 — Gcel: 22,0+28,5% vs. 53,2+19,8%,
p=0,023) em comparacdo com a avaliacdo inicial. Essa diminuicdo foi acompanhada
pelo aumento significativo no niumero de macréfagos alveolares, igualmente aos 7 dias
(Gdex: 61,2+7,4% vs. 24,2+10,7%, p<0,0001 — Gcel: 52,2+17,4% vs. 24,7+5,3%,
p=0,0012) e 21 dias (Gdex: 60,0£20,2% vs. 24,2+10,7%, p=0,0006 — Gcel: 54,7+21,5%
vs. 24,7+5,3%, p=0,0026). A adesdo e a fagocitose do macréfago alveolar
apresentaram aumento significativo apenas no grupo Gdex (p<0,05). Ja a secrecéo de
interleucina 1B foi menor no grupo Gcel quando comparado ao Gdex aos 7 dias
(p=0,0077) e 21 dias de tratamento (p=0,0020). A apoptose celular diminuiu
significativamente em ambos o0s grupos aos 21 dias (Gdex p=0,0039 — Gel p=0,0285).
Conclusao: Houve reducdo do numero de células mononucleares ap0s sucessivas
aspiracbes de medula 6ssea em um mesmo ponto de coleta. O tratamento com
CMDMO se mostrou seguro, melhorou o perfil celularno fluido do LBA de cavalos com
ORVA, diminuiu a secrecdo de IL-1B e interferiu positivamente na atividade do
macrofago alveolar.

Palavras-chave: Macréfago Alveolar. Neutréfilo. Fluido do Lavado Broncoalveolar.
Terapia celular.
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ABSTRACT

Introduction: Recurrent Airway Obstruction (RAO) is an inflammatory and obstructive
disease, common in adult stabled horses. Objective: Study the recovery of
mononuclear cells in the bone marrow collection from the sternum in animals with
advanced age, and evaluate the safety and response at the cellular level of bone
marrow-derived mononuclear cells (BMDMC) as a treatment of horses with chronic
RAO. Material and Methods: Prior to the experiment, four animals had the bone
marrow collected under sedation with acepromazine, xylazine and hydrochloride of
pethidine for the collection of 200 mL of bone marrow from the sternum. Aliquots of 500
puL from the first and last syringe collected in each punction point were stored for
counting to the total number of nucleated cells. For the treatment of RAO, eight horses
were studied, randomly divided into the group treated with a single tracheal instillation of
BMDMC (Gcel) or treated with conventional therapy of oral dexamethasone for 21 days
(Gdex). The treatments started from the confirmation of the disease and the animas
were evaluated before treatment (0O day), after 7 and 21 days. After sedation with
detomidine and hydrochloride of pethidine, it was collected the bronchoalveolar lavage
(BAL) fluid, instilling 500 mL of a sterile saline solution at 37 °C. From the BAL fluid was
made the recovered volume analysis, cytological analysis with total and differential cell
count, activity of alveolar macrophages (adhesion and phagocytosis), interleukin-1 and
tumor necrosis factor a mensuration, and cell apoptosis. Results: It was possible to
obtain 200 mL of bone marrow per animal, with two to four punctures. The mean for the
first syringe was 41.73 x 10° cells vs. 5.88 x 108 cells for the last syringe (p<0.0001).
For the study of RAO, in both treatments the percentage of neutrophils was significantly
reduced after 7 days (Gdex: 15,7+6,8% vs. 63,0+12,8%, p<0,0001 — Gcel: 19,0+20%
vs. 53,2+19,8%, p=0,004) and 21 days (Gdex: 15,0+9,9% vs. 63,0+12,8%, p<0,0001 —
Gcel: 22,0+£28,5% vs. 53,2+£19,8%, p=0,023) compared to baseline. This reduction was
accompanied by a significant increase in alveolar macrophages also after 7 days (Gdex:
61,2+7,4% vs. 24,2+10,7%, p<0,0001 — Gcel: 52,2+17,4% vs. 24,7+5,3%, p=0,0012)
and 21 days (Gdex: 60,0£20,2% vs. 24,2+10,7%, p=0,0006 — Gcel: 54,7+21,5% vs.
24,715,3%, p=0,0026). The adhesion and phagocytosis of alveolar macrophages
increased significantly only in Gdex group (p<0,05). The secretion of interleukin 18 was
lower in the Gcel group compared to Gdex group at 7 days (p=0,0077) and 21 days of
treatment (p=0,002). Cell apoptosis was significantly decreased in both groups in the 21
days evaluation (Gdex p=0,0039 - Gcel p=0,0285). Conclusion: There was a reduction
in the number of nucleated cells after repeated aspirations at the same puncture. The
treatment with BMDMC was safe, improved BAL cell profile, reduced IL-13 secretion
and positive influenced the activity of alveolar macrophage.

Keywords: Alveolar Macrophage. Neutrophil. Bronchoalveolar Lavage Fluid. Cellular
Therapy.
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Figura 13. Apoptose das células de cavalos com Obstrucdo Recorrente das
Vias Aéreas, tratados com dexametasona oral ou com instilacao
traqueal de células mononucleares autdlogas derivadas de
medula déssea. O resultado foi obtido por meio de citometria de
fluxo das células do fluido do lavado broncoalveolar com o
reagente Annexin V. 2p=0,0039 vs. Gdex 0d, ?p=0,0285 vs. Gcel
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

As doencas respiratorias sdo a segunda causa de queda de desempenho em
cavalos, ficando atras apenas das afec¢cdes musculoesqueléticas (Wilsher et al., 2006).
Dentro desse quadro, a Obstru¢do Recorrente das Vias Aéreas (ORVA) se tornou uma
das doencas respiratérias mais comuns diagnosticadas em animais adultos
(Bowlesetal. 2002), visto que muitos cavalos sdo mantidos estabulados e expostos ao
contato com poeira, esporos de fungos e endotoxinas (Robinsonetal., 2002; Couétil et
al., 2007; Marinkovicetal., 2007).

Os pulmdes dos equinos necessitam ter um bom sistema de limpeza de
particulas, sendo este altamente dependente da fagocitose, onde os macréfagos
alveolares e os neutrofilos sdo importantes (Muehimann et al., 2012). O fluido do
lavado broncoalveolar (LBA) de cavalos sadios possui cerca de 60% de macréfagos
alveolares (McKane et al., 1993; Fernandes et al., 2000), enquantoos cavalos com
ORVA apresentam uma concentracdo de neutréfilos que pode chegar a 50-70%
(Leclere et al., 2011).

O macrofago alveolar € o principal responsavel pela resposta imunolégica inata
para eliminacdo de particulas que atingem as vias aéreas (Peters-Golden, 2004;
Geiser, 2010). Em animais com ORVA, a continua fagocitose de alérgenos e irritantes
exercida pelos macréfagos leva-os a secretarem interleucina (IL)-8, que atrai os
neutroéfilos aos alvéolos (Franchini ET al., 1998). Uma vez nos pulmdes, os neutrofilos
liberam mediadores pré-inflamatérios que contribuem para o agravamento do quadro
clinico, sendo necessério tratar o animal.

Os tratamentos atuais para a ORVA buscam o alivio dos sintomas e melhora na
gualidade de vida dos animais acometidos, visto que a doenca nao tem cura
conhecida. O ideal é realizar um controle ambiental para a reducdo da exposi¢cdo aos
antigenos e, quando possivel, manter o cavalo a pasto (Couétil et al., 2005). Aliado a

essas medidas, pode-se iniciar a administracéo de corticoesteroides.



Apesar dos corticoesterdides terem se mostrado efetivos no controle dos
sintomas clinicos da ORVA (Leclere et al.,, 2011), seu uso crbnico esta associado a
inUmeros efeitos colaterais, 0 que torna necessaria a busca por novas abordagens
terapéuticas.

Os estudos com aplicacdo da terapia celular para o tratamento de doencas
respiratorias vém apresentando efeitos benéficos. A terapia com células-tronco pode
reduzir o nivel de citocinas inflamatérias secretadas por macréfagos (Gupta et al.,
2007; Xu et al., 2007), modular a resposta imunoldgica (Abreu et al., 2011) e reduzir o
numero de neutrofilos (Cruzetal., 2012).

Dentro do contexto da terapia celular, as células mononucleares derivadas de
medula 6ssea (CMDMO) apresentaram bons resultados em doencas respiratorias e
algumas vantagens em termos de técnica, tendo menores custos e menor tempo de
processamento (Abreu et al., 2013).

Contudo, apesar dos efeitos benéficos e promissores da terapia celular nas
doencas respiratérias em humanos e em camundongos, ndo se tem estudo sobre os
beneficios desta no processo inflamatério pulmonar em equinos.

Assim, o objetivo desse trabalho é avaliar a seguranca e a resposta a nivel
celular das CMDMO, como tratamento de cavalos com ORVA cronica, comparando-as
com a terapia convencional com dexametasona. Os parémetros avaliados serao
divididos em avaliagdo do volume recuperado e composicao celular do fluido do LBA,
atividade dos macrofagos alveolares dos cavalos tratados, mensuracdo da secrecdo de
moduladores inflamatdrios e da apoptose celular. Adicionalmente, objetivou-se estudar
a recuperacdo de células mononucleares na coleta de medula 6ssea do esterno de
equinos em idade avangada.

A hipotese do trabalho é de que as CMDMO podem interferir na resposta das
células envolvidas no quadro inflamatério, influenciando no perfil celular, secrecdo de
moduladores inflamatérios, adeséo e fagocitose dos macrofagos alveolares de equinos
com ORVA.



CAPITULO 2

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ADOENCA

A Obstrucdo Recorrente das Vias Aéreas (ORVA) é uma doenca inflamatéria e
obstrutiva que se torna evidente em cavalos adultos, estabulados por longos periodos
(Robinson et al., 2002; Marinkovic et al., 2007) e € uma das afec¢cbes mais comuns
diagnosticadas no pulmao equino (Bowles et al., 2002), afetando entre 10 e 20% dos
cavalos em climas temperados (Hotchkiss et al., 2007).

Nenhum género ou raca foi descrito até agora com predisposi¢cdo a doenca,
porém existem estudos genéticos que afirmam que potros de ambos os pais afetados
tem de 38% a 48% de risco de desenvolver a ORVA (Ramseyer et al.,, 2007).
Klukowska-Rotzler et al. (2012) comprovaram o envolvimento do gene para o receptor
de interleucina (IL)-4 na patogénese da ORVA. Em humanos asméaticos essa
caracteristica ja € bem descrita, onde se afirma ocorrer mutacdes na regido promotora
do gene para o receptor de IL-4.

A estabulagem e as pistas de treinamento as quais os cavalos sdo expostos
frequentemente levam o animal a inalar uma grande quantidade de particulas e a
deposicdo das mesmas no epitélio alveolar, o que prejudica a funcao pulmonar (Tetley,
2002).

Entre as particulas inaladas estdo incluidas endotoxinas, p-D-glucan de fungos,
particulas ultrafinas (<100nm de didametro), microorganismos, material vegetal, esporos,
poeira inorganica e gases toxicos (Robinson, 2001; Couétil et al., 2007). A alimentacao
também € um risco para 0s animais, uma vez que existem fatores presentes no feno
gue favorecem a doenga, como toxinas e esporos de Faenia rectivirgula e Aspergillus
fumigatus (McGorum et al., 1993; Pirie et al., 2003).

Uma outra forma da ORVA ocorre quando os cavalos estao a pasto, durante os
meses de verdo, e é chamada de Doenca Pulmonar Obstrutiva Associada a Pastagem
de Verao (Bowles et al., 2002).



A ORVA é clinicamente caracterizada pela presenca de tosse, dispneia, queda
de desempenho em animais atletas, broncoconstricdo e auséncia de febre. O padréao
respiratério de cavalos doentes € tipico, tendo a expiracdo prolongada e o musculo
abdominal obliquo é recrutado para ajudar, o que causa sua hipertrofia e a formacéo da
chamada linha de heaves.

Na auscultacdo, percebem-se sons respiratorios proeminentes devido a
obstrucdo e ao esforgo respiratorio, concomitante a sibilos em varios pontos (Robinson,
2001; Robinson et al., 2002; Couétil et al., 2007; Kutasi et al., 2011; Aharonson-Raz et
al.,, 2012). Essas alteracbes estdo relacionadas a quatro mecanismos principais:
estresse oxidativo, inflamacdo, desequilibrio protease-antiprotease e apoptose
(MacNee, 2005).

O diagnostico da ORVA é realizado com a associacdo de varios métodos,
incluindo o exame clinico, endoscopia das vias aéreas, analise do fluido do lavado
broncoalveolar (LBA), citologia e teste de funcdo pulmonar (Hoffman, 2002).

O cavalo com ORVA tem quadro de desenvolvimento natural muito semelhante
a asma humana, sendo utilizado como modelo de estudo. Isso possibilita 0 estudo da
doenca do cavalo e também da asma, em diferentes momentos e condicbes, para o
entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos e da resposta a tratamentos propostos
(Leclere et al., 2011).

2.2 RESPOSTA INFLAMATORIA

Como sugerido por Medzhitov (2010), a inflamag&o tem quatro componentes
basicos: (a) Indutores, que sdo estimulos endégenos ou exdgenos para a inflamacéo,
tais como os produtos de microorganismos ou células lesionadas; (b) Sensores, que
consistem principalmente de macréfagos e mastocitos residentes que expressam
receptores para os indutores e respondem atraves da producdo de uma variedade de
mediadores pro-inflamatorios; (c) Os mediadores na forma de citocinas, quimiocinas,
aminas, e eicosandides liberados pelos sensores; (d) Os efetores que consistem em
células adjacentes em tecidos que respondem aos mediadores, amplificando seus

sinais para iniciar o exsudado de plasma e leucocitos.



Em cavalos, o enorme volume da area broncoalveolar dos pulmdes, em torno de
2.000m?, representa a maior interface entre os meios exterior e interior, além de uma
grande porta de entrada para os invasores. Portanto, isto requer um grande numero de
células especializadas na fagocitose e eliminacdo de particulas inaladveis (Carlton e
McGavin, 1998).

O fluido do LBA de animais sadios apresenta predominantemente macrofagos
alveolares, seguidos de linfocitos, e ndo deve exceder 5% para neutrdfilos, 2% de
mastdécitos e de 1% de eosindfilos (Viel, 2003). Ja em cavalos com ORVA, a citologia é
alterada para uma diminuicdo no numero de macréfagos, mas que agora aparecem
ativados, e um aumento significativo no nimero de neutréfilos (Derkensen, 1985),
totalizando no minimo 25% das células totais (Leclere et al. 2011), sendo considerado
um indicador para o diagnéstico da doenca (McGorum and Dixon, 1994). Porém, este
guadro caracteristico € observado na fase aguda da ORVA e no periodo de remissao
clinica, a predominancia é de linfocitos (Derksen, 1985).

Outra caracteristica do fluido do LBA na ORVA é o aumento na contagem total
de células e a presenca de muco (Lessa et al., 2007). Um achado consistente ho muco
de cavalos doentes sdo as espirais de Curschmann, mas as mesmas nado sao
patognomonicas para a doenca, podendo ser encontradas em outras morbidades,
como pneumonia e tuberculose (Marinkovic et al., 2007).

As duas principais células envolvidas na ORVA, macrofagos alveolares e
neutrofilos, estdo relacionadas desde a chegada de um alérgeno ao pulmao, até o final
do processo de fagocitose. Se um alérgeno chega ao pulm&o, os macréfagos
alveolares comecam a secretar fatores quimiotaticos que recrutam neutréfilos para o
local. Na sequéncia, os neutrofilos vao englobar as particulas invasoras e sdo entédo
fagocitados pelos macréfagos, que podem ser engolidos ou expectorados junto ao
muco (Lehnert, 1992; Geiser, 2010).

2.2.1 Macrofago Alveolar

O macrofago alveolar € uma célula grande, com 15-40 um de didmetro, e com

uma alta relacdo citoplasma:nicleo de 3:1. Essas células apresentam-se
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frequentemente vacuolizadas e podem conter debris celulares fagocitados (Horohov,
2004).

O macrofago é a célula residente do sistema imunolégico que predomina nas
vias aéreas e, devido a sua localizacdo e fendtipo particular, € o principal responsavel
pela resposta imunoldgica inata para eliminacdo de particulas que atingem as vias
aéreas (Peters-Golden, 2004; Geiser, 2010).

O mécrofago alveolar pertence a um fenotipo de macréfagos com funcdes
biologicas distintas, mas com papel fisiopatolégico importante (Wuetal., 2005), sendo
responsavel por ativar as respostas inflamatorias de forma suficiente a eliminar agentes
agressores, mas sem exagerar na resposta afim de ndo comprometer a troca gasosa
(Peters-Golden, 2004), além de apresentar a capacidade de aumentar ou de suprimir
respostas inflamatérias (Wu et al., 2005).

Uma vez nos tecidos, os macrofagos adquirem propriedades funcionais e
morfoldgicas distintas, direcionadas pelo tecido e o microambiente imunoldgico. Os
macrégafos podem ser divididos em duas subpopulacées. Os macrofagos ativados
pela via classica (M1), apresentam propriedades pro-inflamatorias e citotdxicas, e
podem proteger o organismo contra patdégenos intracelulares. Estes sdo gerados pela
combinacao entre interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Ja
0s macrofagos ativados pela via alternativa (M2), apresentam propriedades anti-
inflamatérias, agem no reparo tecidual e sdo gerados pela IL-4 e IL-13 (Verreck et al.,
2006; Martinez et al., 2009).

No geral, macréfagos M1 tem fenétipo para alta expressédo de IL-12 e IL-23,
baixa expresséo de IL-10, sdo produtores de moléculas efetoras (espécies reativas do
oxigénio e nitrogénio) e citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, TNF, IL-6), participam como
indutores e efetores de respostas Thl e mediam a resisténcia contra parasitas
intracelulares e tumores (Mantovani et al., 2013). Em contraste, os macrofagos M2 tem
um fenotipo para baixa expresséo de IL-12 e IL-23 e alta expresséo de IL-10, com a
capacidade de produzir citocinas inflamatorias, dependendo do sinal. Em geral, células
M2 participam de respostas Th2, defesa de parasitas (Noel et al., 2004), atenuam a
inflamacéo, levam a promocédo do remodelamento de tecidos (Wynn, 2004), reparacao

e cicatrizacao, além de imuno-regulacao (Biswas e Mantovani, 2010).



Macrofagos M1 podem produzir 6xido nitrico (NO), que é importante para a sua
atividade microbicida (MacMicking et al., 1997). J4 os macréfagos M2 ndo produzem
NO, mas expressam altos niveis de Argl, que catalisa a producéo de poliaminas, o que
€ necessério para a sintese de colageno, proliferacéo celular, fibrose e outras fungdes
relacionadas ao remodelamento (Pesce et al., 2009). Na asma humana, o
remodelamento tecidual, incluindo a deposicdo de colageno e hiperplasia celular,
envolve a polarizagdo de macréfagos M2 por IL-4 e IL-13 (Wynn, 2003), embora células
de multiplos fendtipos sao encontrados in situ (Moreira e Hogaboam, 2011).

A atuacdo pro-inflamatéria do macrofago alveolar ocorre pela elaboracdo de
citocinas produzidas por linfocitos T auxiliares (Th)1, comolL-18 e TNF-a (Laan et al.,
2006), o que causa a hiperresponsividade das vias aéreas. Em adicdo, as acles
microbicidas dos macréfagos alveolares podem ser mediadas pelo NO, através do seu
efeito positivo na atividade do fator nuclear kappa B (NF-kB) (Connelly et al., 2003).

Por outro lado, os efeitos supressores da inflamacéo ocorrem através da sintese
de 15-deoxy-PGJ2 e lipoxina A4 (Peters-Golden, 2004). A proteina-A da substancia
surfactante também exerce acdo antiinflamatéria sobre os macréfagos alveolares,
resultando no aumento da eliminacdo de diversos microorganismos e reduzindo a
secrecao de citocinas inflamatorias (Alcorn e Wright, 2004).

Laan et al. (2006) estudaram a resposta dos macréfagos alveolares em cavalos
suscetiveis e nao suscetiveis a ORVA e sugeriram que a suscetibilidade a doenca ndo
depende somente da imunidade adaptativa, mas também da resposta imunolégica
inata. O mesmo autor afirma que o macréfago alveolar cultivado de equinos fornece um
modelo ex vivo conveniente, reprodutivel, e relevante com o qual se pode avaliar a
patogénese de doencas respiratérias (Laan et al., 2005).

Considerando-se as células que participam da resposta imunoldgica inata, é
evidente o papel dos macrofagos nas doencas respiratorias (Peters-Golden, 2004) e
relevante o estudo dos mesmos para entendimento dos seus mecanismos de acéo,
associagcao com outras células e secrecédo de mediadores quimicos que podem agravar

0 quadro.



2.2.2 Neutroéfilo

A continua fagocitose exercida pelos macréfagos os estimula a secretarem IL-8,
que atrai neutréfilos ao alvéolo (Franchini et al., 1998) e assim, o achado citologico
mais consistente no fluido do lavado broncoalveolar (LBA) em cavalos com ORVA é a
neutrofilia, representando 50-70% do total de células presentes (Rush et al., 1998).

Em um cavalo saudavel esse quadro é reversivel apds cessamento da
exposicdo, com apoptose dos neutréfilos e sua fagocitose pelos macrofagos
alveolares. Ja os cavalos doentes apresentam uma apoptose espontanea tardia,
causando uma injuria ao tecido pelas enzimas dos neutréfilos que continuam no local
(Haslett, 1999; Brazil et al., 2005).

A apoptose € o maior mecanismo de controle de neutréfilos no local da
inflamacdo. Uma falha nesse mecanismo pode levar uma inflamacdo simples a se
tornar aguda. O grande aumento no numero de neutréfilos no pulméo pode levar os
macréfagos a falharem na fagocitose dos neutréfilos apoptéticos, levando a necrose e
consecutivamente o aumento de moléculas pré-inflamatorias (Haslett, 1999).

Com a participacdo de mediadores inflamatérios como a proteina inflamatoria de
macrofago 2 (MIP-2), TNF-a e IL-1[3, além da IL-8 (Joubert et al., 2011; Leclere et al.,
2011), entre trés e cinco horas ocorre um aumento importante na quantidade de
neutrofilos no fluido broncoalveolar (Fairbairn et al., 1993; Léguillette, 2003). Uma vez
nos pulmdes, os neutrofilos contribuem para a broncoconstricdo, hipersecrecdo de
muco e remodelamento pulmonar, pela liberacdo de mediadores pro-inflamatorios tais
como oTNF-a, matriz metaloproteinases, elastase e espécies reativas do oxigénio e do
nitrogénio (Weiss, 1989; Linden et al., 2000).

O remodelamento causado pelo influxo de neutréfilos resulta em aumento na
producdo de muco, hipertrofia da musculatura lisa, fibrose peribronquial, estreitamento
das vias aéreas e neovascularizagdo, com consequente agravamento da dispneia, 0
gue conduz a perda de funcdo pulmonar, e a menores possibilidades de tratamento
efetivo (Robinson, 2001; Nelson et al., 2003).

O estresse oxidativo evidenciado no pulmdo dos cavalos com ORVA esta

diretamente relacionado a inflamacéao pulmonar e a neutrofilia (Kirschvink et al., 2008),
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gue leva ao aumento da producédo de anion superoxido por neutrofilos apds exposicao
a poeira organica ambiental (Marr et al., 1997).

Niveis aumentados de oxidantes provenientes do oxigénio aumentam a resposta
inflamatéria, diretamente ou via formacao de produtos da peroxidacgéo lipidica, induzem
a broncoconstricdo, aumentam a responsividade e permeabilidade das vias aéreas
(Caramori e Papi, 2004), além de estimular a producéo de citocinas pro-inflamatorias

(Deaton, 2006), levando a um agravamento da doenca (Kirkham e Rahman, 2006).

2.2.3 Mediadores Inflamatoérios

Citocinas e mediadores inflamatérios sao responsaveis pela coordenacéo e
persisténcia do quadro inflamatério crénico nas vias aéreas, ja que sdo capazes de
induzir varios efeitos pro-inflamatorios (Chung e Barnes, 1999).

Embora os sintomas clinicos da ORVA sejam bem definidos, os mecanismos
imunologicos ainda estdo sendo discutidos. No entanto, uma resposta
predominantemente Th2 tem sido demonstrada com um aumento de IL-4, IL-5 e IL-13 e
uma diminuicdo da expressdo de IFN-y e IL-2 no fluido do LBA (Lavoie et al., 2001;
Bowles et al., 2002).

Entretanto, com a cronicidade da reacdo inflamatéria nas vias aéreas dos
cavalos afetados, a inversao da resposta para o perfil Thl também tem sido observada
(Ainsworth et al., 2003). Esta discrepancia pode ser atribuida a diferencas no estagio
clinico da doenca ou no tempo de amostragem.

Recentemente, Cordeau et al. (2004) avaliaram os perfis de expressao Thl e
Th2 no fluido do LBA. Os resultados mostraram que cavalos durante a crise tém uma
predominancia do tipo Th2 na resposta a inalacdo de alérgenos, associada ao
agravamento da obstrucdo das vias aéreas. Apds a exposi¢ao prolongada a alérgenos,
esta resposta entra em uma fase cronica caracterizada por um aumento de producéo
de IL-8 e IFN-y, caracteristicas Thl (Horohov et al., 2002). E possivel observar o
aumento de um perfil e a diminuicdo de outro porque existem alguns mecanismos
antagonistas, como IFN-y produzido por Thl inibe as células Th2 e IL-10 produzido por
células Th2 inibe Thl.



Além disso, acredita-se que a IL-17 seja um dos primeiros fatores de controle
para secrecdo de citocinas em doencas pulmonares. Ela induz a liberacdo de outros
mediadores quimicos através das células epiteliais bronquicas, macrofagos e
fibroblastos, dominando a atividade da elastase e mieloperoxidase com o agravamento
da inflamacéo (Hoshino et al., 2000; Molet et al., 2001). Um estudo de Debrue et al.
(2005) demonstrou que a IL-17 tem sua expressao aumentada em cavalos com ORVA
e ndo e em animais controle, expostos as mesmas condi¢cdes, podendo ser um
contribuinte do fenotipo da doencga e recrutamento de neutréfilos para as vias aéreas.

O papel da IL-17 em doencas pulmonares envolve a ativacao e recrutamento de
neutrofilos para as vias aéreas, por meio de meio de quimiocinas como a IL-8
(Franchini et al., 2000; Hellings et al., 2003). Ela também pode contribuir para a
hipersecrecdo de muco, por estimular a expressédo de gene MUCS5AC (Gerber et al.,
2003), que curiosamente, dentro de um painel de 19 citocinas, apenas a IL-17 e a IL-6
foram capazes de estimular sua expressao. Os genes-alvo da IL-17 incluem genes de
citocinas pré-inflamatérias e hematopoiéticas, quimiocinas, peptideos antimicrobianos e
substancias de remodelamento de tecidos (Xu e Cao, 2010).

O aumento inicial de IL-4 e IL-13 nos animais doentes é consistente com o nivel
aumentado de imunoglobulina E (IgE) antigeno especifico no soro e no fluido do LBA
(Schmallenbach et al., 1998). A IL-13 tem outros efeitos patofisiolégicos na ORVA que
sdo independentes da resposta IgE, como uma resposta inflamatéria por células
mononucleares, metaplasia de células produtoras de muco, fibrose das vias aéreas,
producédo de eotaxina, obstrucdo das vias aéreas, hiperresponsividade nao especifica e
a sua expressao crbnica leva a uma maior acumulacédo de colageno nas vias aéreas
(Wills-Karp et al., 1998, Zhu et al., 1999), o que faz-se acreditar que esta citocina é
responsavel pela cronicidade do quadro inflamatorio.

Da mesma maneira, a IL-4 também apresenta respostas diferenciadas, uma vez
gue receptores funcionais de IL-4 estdo presentes em neutroéfilos e a sua ativacao leva
a rearranjos no citoesqueleto celular, a sintese pela via “de novo” de proteinas e a
inibicdo da apoptose dos neutrofilos (Girard et al., 1997). A IL-4 também estimula a

resposta apoptotica dos neutrofilos (Bober et al., 1995), aumenta a sua atividade
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bactericida, induz a liberacdo de lisozima e aumenta o burst respiratério (Boey et al.,
1989).

Todo o panorama de fagocitose, recrutamento de células e secrecdo de
mediadores quimicos inflamatdérios, contribui para o agravamento do quadro clinico da

doenca.

2.3 TRATAMENTO

N&o ha cura conhecida para a ORVA. Portanto, os cavalos suscetiveis que
apresentam a doenca de maneira recorrente, devem ser submetidos a um controle
ambiental para a reducéo da exposicao aos antigenos, o que requer uma diminui¢cao na
concentracdo de poeira e particulas principalmente préximas ao cavalo (Woods et al.,
1993).

As medidas de manejo incluem manter o cavalo a pasto, remover a alfafa da
dieta e utilizar ragcOes peletizadas (Couetil et al., 2005). Se ndo existe a possibilidade de
fornecer capim fresco ao animal, pode-se molhar o feno de graminea (Dixon et al.,
1995).

Caso nao seja possivel manter o animal a pasto, um cuidado a se tomar com o0s
cavalos em ambientes com pouca ventilacdo é em relacdo aos outros animais dos
estabulos. Se animais saudaveis continuarem com um manejo contendo altas cargas
de poeira, as particulas chegarédo até o ambiente do cavalo com ORVA (Jackson et al.,
2000).

Quando uma completa mudanca no manejo e no ambiente ndo é possivel,

associa-se um tratamento com broncodilatadores e corticoesteroides.

2.3.1 Corticoesterdides

Os corticoesteroides sdo utilizados como potentes agentes anti-inflamatorios.
Porém, a controvérsia permanece em seus possiveis efeitos diferenciados sobre Thl e
Th2. Em estudo de Braun et al (1997), a dexametasona mostrou uma inibicdo

equivalente para Thl e para Th2, diminuindo ou cessando a expressao das citocinas
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IL-4, IL-5, 1-13 e IFN-y. Em outros estudos, os corticoesteréides promoveram uma
resposta Th2 pela inibicdo da producéo de IL-12, IFN-y e TNF-q, e pela estimulacédo da
IL-4, IL-13 e IL-10 (Ramirez et al.,, 1996). Através deste mecanismo, 0S
corticoesteréides podem causar uma supressdo seletiva da resposta Thl e um
deslocamento para a imunidade humoral mediada por Th2, no lugar de uma
imunossupressdo generalizada (Elenkov, 2004). Embora ainda ndo exista uma
convencao sobre qual resposta € inibida pela administracdo dos corticoesteroides, fica
claro que o seu mecanismo de supressdo da resposta inflamatoria ocorre pela
modulacdo da producéo de citocinas por linfocitos T (Brinkmann et al., 1995).

Para Rush et al. (1998), o tratamento da ORVA com dexametasona sO se
mostrou efetivo quando acompanhado de uma mudanga no ambiente e no manejo do
animal. J& outro estudo mais recente demonstrou a melhora dos animais quando
tratados com 0,1mg/kg de dexametasona intravenosa (IV), que tiveram uma melhora
na funcédo pulmonar em trés dias, e em sete dias a mesma estava equiparada com a de
animais soltos a pasto. O tratamento também resultou em queda na contagem de
neutrofilos no fluido do LBA (Robinson et al., 2002).

A dexametasona, quando administrada por via oral, mostrou boa
biodisponibilidade, especialmente em cavalos em jejum, e demonstrou maior eficacia
do que a prednisolona oral em cavalos com ORVA durante a exposi¢do continua a
antigenos. Embora o inicio da acdo seja mais lenta quando a dexametasona é

D

administrada oralmente em comparacdo com a via intravenosa, a duracdo da acao
mais prolongada (Cornelisse et al., 2004).

Em relacdo ao muco nas vias aéreas, a administracdo de dexametasona
diminuiu a expressdo do gene da mucina epitelial, MUC5AC, em células epiteliais
brénquicas humanas (Chen et al., 2006).

O uso dos corticoesterdides tem sido o tratamento mais efetivo para o controle
dos sintomas clinicos da doenca (Leclere et al., 2011), mas sua administracdo crbnica
provoca inumeros efeitos colaterais, incluindo disfuncéo e supressédo adrenocortical,
laminite, hepatopatia, perda de massa muscular, alteragdo no metabolismo 0sseo e
aumento da suscetibilidade a infeccdo (Dauvillier et al., 2011), o que torna sua

indicagdo pertinente apenas na remocdo das crises, ndo como tratamento de
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manutencao. Assim, novos protocolos terapéuticos devem ser estudados, buscando

uma melhora nos sinais clinicos sem prejudicar outros sistemas do animal.

2.3.2Terapia Celular e as Células Mononucleares Derivadas de Medula Ossea

Varios estudos vém sendo conduzidos para analisar a influéncia da terapia
celular nas doencas respiratérias em humanos, ratos e camundongos. Contudo, apesar
dos efeitos benéficos e promissores demosntrados, ainda ndo se tem estudo no
processo inflamatério pulmonar dos equinos. O uso de células-tronco na medicina
veterinaria vem crescendo rapidamente em todo o mundo, mas apenas para O
tratamento de distarbios musculoesqueléticos e de cartilagens (Schnabel et al., 2013).

O uso da terapia celular pode modular a resposta inflamatéria por meio de varios
caminhos. As citocinas pro-inflamatérias do quadro podem levar as células-tronco a
aumentar a secrecdo de prostaglandinas, que levam a transicdo de M1 para M2,
secretando maior quantidade de citocinas anti-inflamatorias. As células-tronco também
diminuem a sinalizagéo celular da inflamacao, pela diminuicdo na secre¢do de TNF-a
pelos macrofagos (Gupta et al., 2007) e outros mediadores que se ligam aos efetores
(Choi et al., 2011).

Quando se trata da modulacdo da resposta inflamatéria por meio da
interferéncia na secrecao de citocinas, fala-se no efeito paracrino da terapia celular. A
capacidade de secretar varios fatores paracrinos € o mecanismo que pode justificar o
uso terapéutico das células mesenquimais (Li et al., 2012), expressando citocinas e
fatores de crescimento sem estar presente no local do dano (Abreu et al., 2011; Cruz et
al., 2012).

O uso da terapia celular em modelos de doencas cardiacas em ratos aponta que
a neovascularizacéo proporcionada esta diretamente relacionada com a a¢éo paracrina
das células-tronco, com liberacdo de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento
gue levam a regeneracao vascular eficiente e também atenua o circuito apoptatico.
Essas ac¢des paracrinas colaboram para um remodelamento reduzido e recuperagéo do
desempenho cardiaco (Tang et al., 2005; Caplan e Dennis, 2006). JA em estudos em

pulmdo, também em ratos, o tratamento com terapia celular impediu o aumento da
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expressdo de citocinas inflamatorias e aumentou os niveis circulantes de fatores de
crescimento que podem mobilizar as células-tronco enddgenas de medula Ossea
(Rojas et al., 2005).

Os fatores parécrinos podem influenciar as células adjacentes e exercem as
suas acdes através de varios mecanismos. E provavel que os mediadores paracrinos
sejam expressos ou liberados de uma forma temporal e espacial exercendo efeitos
diferentes dependendo do microambiente apés a lesdo. Além disso, esses fatores
podem ter a¢des autdcrinas sobre a biologia das préprias células-tronco, estendendo o
conceito tradicional de nicho de células-tronco para incluir a influéncia de fatores
liberados de células-tronco no microambiente modulando biologia de células-tronco e
resposta do tecido, influenciando a sobrevivéncia celular, a auto renovacdo e o
crescimento (Deb et al., 2008). As células-tronco também podem produzir e liberar
moléculas de sinalizacdo que limitam a inflamacéo local, com a expressao de genes
normalmente associados com um aumento de reparacdo do DNA, enzimas
antioxidantes, e genes ligados com sistemas desintoxicantes (Ramalho-Santos et al.,
2002). O transplante de células-tronco para aproveitamento dos seus efeitos paracrinos
ainda representa uma estratégia em estudo, porque os fatores benéficos permanecem
parcialmente identificados e porque varios fatores podem estar funcionando de forma
sinérgica (Gnecchi et al., 2008).

Células da medula éssea, além de modular a resposta inflamatéria, também sao
importantes para o reparo das lesdes teciduais induzidas por mediadores inflamatérios,
migrando ao tecido lesado devido a sinalizacdo e podendo se diferenciar em células
epiteliais e endoteliais (Yamada et al., 2004).

Até 2010, mais de 100 estudos ja haviam sido registrados com o uso da terapia
celular, alguns ja em fase Il e lll, nenhum com efeitos adversos. A transformacéo
maligna é um risco potencial em terapias celulares, mas em relacdo ao uso de células
mononucleares o risco esta proximo de zero, ja que utiliza células de tecidos adultos e
as mesmas nao passam por cultura (Prockop et al., 2010).

O termo células mononucleares derivadas de medula 6ssea (CMDMO) é usado
para denominar coletivamente todas as células presentes na medula éssa que contém

um nucleo e ndo apresentam granulos no citoplasma. Essa caracteristica leva as
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CMDMO a terem tamanho e densidade semelhantes, tornando sua separacdo mais
simples.

Dentro da populacdo das CMDMO estdo as células progenitoras
hematopoiéticas em diferentes estadios de maturacdo, bem como células linféides
(células plasmaticas e linfécitos), mondcitos e macrofagos. Além disso, estdo presentes
varias células de linhagem n&do hematopoiética, como as células progenitoras
multipotentes adultas, hemangioblastos (células progenitoras que sdo comuns para a
linhagem hematopoiética e vasculogénica), células progenitoras endoteliais (Miyamoto
et al., 2007; Cuende et al.,, 2012) e as células mesenquimais, que apresentam
capacidade imunossupressora por um efeito paracrino, ou seja, sem necessitar de
contato direto célula-célula, atuando por meio da secrecdo de fatores solUveis que
modulam a resposta imunoldgica (Araujo et al., 2010; Abreu et al., 2011), e inibem a
proliferacdo de células T e B (Chamberlain et al., 2007).

Em estudo comparativo entre a aplicacdo de células-tronco mesenquimais e
mononucleares em camundongos com modelo de asma aguda, as células
mononucleares apresentaram melhores resultados para a diminuicdo de colapsos
alveolares, diminuicdo da deposicdo de fibras colagenas e melhoria na mecanica dos
pulmdes, além das suas vantagens em termos de técnica, tendo menores custos de
processamento, menor risco de rejeicdo e podendo ser injetada no mesmo dia de sua
obtencdo (Abreu et al.,, 2013). Esse resultado vantajoso das CMDMO pode ser
atribuido a interacdo entre a fracdo das células que a compde e pela expressdo de
diversos genes relacionados a resposta inflamatéria e quimiotaxia (Prota et al., 2010).

Sobre o uso das CMDMO em doencas respiratorias, a terapia com
administracdo intravenosa de células mononucleares em camundongos com enfisema
pulmonar levou a uma reducdo no numero de neutréfilos, diminuicdo no dano do tecido
pulmonar e na apoptose celular (Cruz et al., 2012). Mais além, a partir de resultados
gue precursores celulares circulantes estdo diminuidos em doencas pulmonares
obstrutivas cronicas em humanos, a administragdo de CMDMO contribuiu para a
diminuicdo dos danos epiteliais, remodelamento de tecidos e processo inflamatorio, por
aumento da disponibilidade de células precursoras (Abreu et al., 2011; Cruz et al.,
2012).
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Em relacdo aos efeitos das CMDMO sobre os macrofagos alveolares, estudos
revelaram que em humanos asmaticos, a presenca de macréfagos em cultura de
células mononucleares, estimulada com alérgenos aos quais 0 paciente era reativo,
resultou em proliferacdo das células mononucleares oito vezes maior do que em
culturas sem macrofagos (Spiteri et al., 1994), o que condiz com outro estudo que
descreve que os macrofagos se comportam como agentes quimiotaticos de células-

tronco in vitro (Lolmede et al., 2009).
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CAPITULO 3

3 EM EQUINOS, O NUMERO DE CELULAS MONONUCLEARES E MAIOR NA
PRIMEIRA ASPIRACAO MEDULAR EM RELACAO AS ASPIRACOES SEGUINTES
(In horses, the number of mononuclear cells is greater in the first aspiration with respect

to the following apirations)

RESUMO

Objetivo: Investigar o numero de células mononucleares obtidas apds aspiracoes
consecutivas em um mesmo ponto de coleta de medula 6ssea, além da possibilidade
de aspiracdo de grandes volumes de medula 6ssea no esterno de animais com idade
avancada. Material e Métodos: Foram estudados quatro cavalos sem raca definida,
free from illness, sedados através da administracdo de acepromazina, xilazina e
cloridrato de petidina, para a coleta de medula 6ssea a partir do esterno, com agulha
Jamshidi 11G, até o volume total de 200 mL de medula éssea por animal. Aliquotas de
500 uL da primeira e da dltima seringa coletadas em cada ponto foram armazenadas
para contagem do numero total de células nucleadas. Resultados: A coleta de medula
ocorreu de forma adequada, sendo possivel a obtencao de 200 mL de medula 6ssea
em cada cavalo, com duas a quatro pun¢des por animal. A média para a primeira
seringa de cada puncéo foi de 41,73 x 108 células vs. 5,88 x 10° células para a Gltima
seringa de cada puncéao (p<0,0001). Concluséo: Foi possivel obter grande volume de
medula Ossea a partir de poucos pontos de coleta, mesmo em animais de idade

avancada, mas com reducdo do numero de células em sucessivas aspiracoes.

Palavras-chave: Terapia celular. Células-tronco. Cavalo.

ABSTRACT

Objective: Investigate the number of mononuclear cells that are obtained after

consecutive aspirations at the same point of bone marrow collection and the possibility
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of aspiration of large volumes of bone marrow from the sternum in animals with
advanced age. Material and Methods: Four mongrel horses were studied, sedated by
the administration of acepromazine, xylazine and hydrochloride of pethidine for the
bone marrow collection from the sternum with a Jamshidi needle 11G, to a total volume
of 200 mL of bone marrow per animal. Aliquots of 500uL from the first and last syringe
collected in each point were stored for counting to the total number of nucleated cells.
Results: The bone marrow was collected appropriately and it was possible to obtain
200 mL of bone marrow in each horse, with two to four punctures per animal. The mean
for the first syringe was 41.73 x 10° cells vs. 5.88 x 10° cells for the last syringe (p
<0.0001). Conclusion: It was possible to obtain a large amount of bone marrow from a
few collection points, even in older animals, but with reduced numbers of cells in the

final volume of the aspirated.

Keywords: Cell therapy. Stem cells. Horse.

3.1 INTRODUCAO

Apesar do crescimento do uso da terapia celular em equinos, sendo esta
difundida em afeccdes musculoesqueléticas como tendinite, osteoartrite e
recententemente, na laminite (Schnabel et al., 2013), alguns aspectos da coleta de
medula 6ssea em cavalos continuam pouco estudados, como 0s pontos ideais de
coleta, volume e numero de células obtidas e o0s riscos nos quais implicam o
procedimento (Durando et al., 2006; Adams et al., 2013).

Para a obtencdo de um grande numero de células derivadas da medula 6ssea, é
necessario coletar um grande volume de medula 6ssea, ou um pequeno volume que
seja destinado a expansdo celular (Kasashima et al., 2011; Godwin et al. 2012).
Embora ndo seja completamente estabelecida uma dose adequada para cada terapia
celular, os pesquisadores calculam e ponderam os valores baseados na doenca em
guestdo e na espécie envolvida. Souza et al. (2005) utilizaram ratos Wistar e 0s
mesmos receberam 3 x 10° células mononucleares derivadas de medula 6ssea para o

tratamento de infarto do miocéardio, diretamente no local da lesdo. Murphy et al. (2011)
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estudaram a injecéo intramuscular de 1.7+0.7 x 10° células mononucleares autdlogas
derivadas de medula 6ssea em membros com isquemia em humanos. Abreu et al.
(2013) utilizaram instilagéo intrataqueal de 2 x 10° células mononucleares derivadas de
medula 6ssea em camundongos com asma experimental.

Essa implicacdo gera algumas questdes sobre a quantidade de medula 0ssea
gue pode ser aspirada por puncéo para atingir o nimero de células desejado tanto para
cultivo e expansao, quanto para a aplicacao direta de células mononucleares.

Em humanos, séo feitas diversas pun¢des de no maximo 5 mL até se obter o
volume final desejado, devido ao ja conhecido fato da reducdo no niumero de células
apos varias coletas num mesmo ponto (Riul e Aguillar, 1997; Castro Jr et al., 2001). Em
cavalos, varias puncdes podem nao ser bem aceitas pelos proprietarios, e quando é
preciso um grande volume de medula O6ssea, parece preferivel que se obtenha o
mesmo por meio do menor nimero de punc¢des possivel.

Nosso grupo vem estudando o efeito de células mononucleares derivadas de
medula éssea em cavalos com Obstrucdo Recorrente das Vias Aéreas, sendo
necessario um minimo de 500 milhGes de células que sédo obtidos habitualmente a
partir de 200 mL de medula éssea do esterno. Até o momento, ndo existem estudos
sobre o numero de células obtidos em um volume elevado, assim como se é viavel
obter 200 mL de medula 6ssea a partir de um ndmero minimo de puncdes.

Assim, o presente estudo busca investigar a possibilidade de extragdo de um
grande volume de medula 6ssea do esterno bem como comparar o nimero de células
mononucleares que sdo obtidas nas primeiras e Ultimas aspiracfes em cada ponto

puncionado para a coleta de medula 0ssea.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Animais

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Pontificia Universidade Catélica do Parana, sob o nimero 788.
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Foram estudados quatro cavalos sem raca definida, pesando entre 440kg e
520kg e com idade entre 18 e 24 anos, em bom estado de saude atestado por meio de
exame clinico e analise hematologica. Trés meses antes do experimento 0s animais
foram desverminados e vacinados contra tétano, influenza equina, raiva e

encefalomielite.

3.2.2 Coleta de Medula Ossea e Contagem de Células Mononucleares

Os cavalos foram mantidos em jejum por no minimo seis horas antes do
procedimento, para sedacdo com acepromazina 1% intravenosa (IV) (Acepran, 0.035
mg/kg, Vetnil, S&o Paulo, Brasil). O local de coleta entre a quarta e a sexta esternébras
foi tricotomizado, seguido por anestesia subcutanea local com 8 mL de cloridrato de
lidocaina a 2% (Bravet, Rio de Janeiro, Brasil) e antissepsia com iodo povidona
degermante e alcool. Apds, a sedacdo foi complementada com xilazina 10% IV
(Sedomin, 0.5 mg/kg, Konig, Séo Paulo, Brasil) e cloridrato de petidina 5% IV (Dolosal,
Cristalia, Sdo Paulo, Brasil).

Para a puncéo, utilizou-se agulha Jamshidi 11G (Angiotech, Gainesville, Florida,
Estados Unidos) e seringas de 20 mL previamente preenchidas com 7 mL de meio
Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM, Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos)
e 0,35 mL de heparina sédica 5000 Ul/mL (Hemofol, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil), sendo
coletadas 30 seringas em cada animal, totalizando 200 mL de medula Ossea

(aproximadamente 7 mL por seringa) (Fig. 1).
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Figura 1-A) Coleta de medula 6ssea a partir do esterno de equinos, com agulha Jamshidi 11G
e seringa de 20 mL. B) Seringas de 20 mL previamente preenchidas com meio IMDM e
heparina sddica, e seringas j& com aproximadamente 7 mL de medula 6ssea coletada.

Cada seringa foi numerada de forma crescente em cada ponto de coleta para
possibilitar a comparacédo da primeira e da ultima seringa de cada ponto puncionado e
avaliar a quantidade de células nas amostras. Com esta finalidade, foram reservadas
aliquotas de 500 pL da primeira e da ultima seringa coletadas em cada ponto e a
contagem do numero total de células nucleadas foi realizada utilizando o contador Cell-
Dyn 1300 (Abbott Laboratories, Estados Unidos).

3.2.3 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada por meio do teste de Wilcoxon,
usando o software GraphPad Prism versdo 3.0 para Windows (San Diego, Califérnia,
Estados Unidos). Valores de p<0,05 foram considerados significantes.

3.3 RESULTADOS

O procedimento de coleta de medula éssea ocorreu sem complicacbes nos
guatro cavalos. Foi possivel coletar o volume estimado para todos os animais e fazer
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mais de uma puncdo em cada. Dentre os animais utilizados no experimento, dois
tiveram dois pontos do esterno puncionados, um teve trés pontos e o outro teve quatro,
totalizando 11 puncdes. Nos dias seguintes ao procedimento os animais foram
monitorados, e ndo demostraram altera¢gées no comportamento.

Depois de obter as contagens por mililitro de medula coletada (Tabela 1), a
média para a primeira seringa da puncéo foi de 41,73 x 10° células e para a ultima
seringa da mesma puncédo foi de 5,88 x 108 células, mostrando uma diferenca
significativa (p<0,0001).

Tabela 1 — Valores em milhSes de células mononucleares por mililitro de medula éssea

coletada do esterno de equinos, na primeira e ultima seringa de cada pungéo.

Ponto de Coleta Primeira aspiragcédo Ultima aspirag&o
Cavalo 1 1° 76,5 9,2
20 71,3 6,7
Cavalo 2 1° 36,2 6,4
20 50,6 6,8
3° 22,8 7,0
Cavalo 3 1° 26,4 5,8
20 31,6 3,7
3° 22,2 3,7
40 54,8 4,7
Cavalo 4 1° 29,8 6,4
20 36,8 4,3
Médias 2,75 41,73 5,88

3.4 DISCUSSAO E CONCLUSAO

A coleta de medula 6ssea em cavalos com idade avancada representa um nicho
importante, ja que estes animais comumente apresentam doencas crénicas e vém de
tratamentos repetidos, muitas vezes tolerantes ou refratarios, portanto, sdo potenciais
pacientes para a terapia celular.

O esterno foi escolhido como local de coleta de medula 6ssea nesse trabalho
por ser a fontemais adequada em animais de meia idade. Isso se deve ao fato de que

neste local a atividade hematopoiética persiste durante toda a vida do animal (Alves et
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al. 2009), enquanto que na crista iliaca a coleta pode estar dificultada ou em menor
volume, e o rendimento de células obtidas € menor (Delling et al., 2012). Embora o
esterno seja uma boa fonte de coleta, existe um grande risco, pelo coragao estar logo
acima das esternébras indicadas a coleta, podendo ser perfurado durante o processo
(Durando et al., 2006), assim o fato de se poder conseguir obter o volume de 200 mL
com poucas puncdes parece vantajoso, especialmente para quem deseja a obtencao
de células mononucleares para tratamento direto logo apos a coleta.

A aspiracdo de medula 6ssea em equinos € comumente praticada em pequenos
volumes, variando entre 5 mL a 30 mL (Kasashima et al., 2011; Adams et al. 2013),
exceto no trabalho feito por Toupadakis et al. (2010) no qual extrairam 120 mL de
medula 6ssea do esterno dos cavalos. Os volumes aspirados sdo pequenos porque
normalmente sdo destinados ao cultivo e expansdo de células-tronco mesenquimais
utilizadas para o tratamento de afeccdes do sistema musculoesquelético de equinos,
necessitando de um baixo numero de células, entre 10 e 20 milhées (Godwin et al.,
2012; Schnabel et al., 2013). Contudo, para a obtencdo de um volume maior de células
mononucleares, pode ser necessario um volume maior de medula 6ssea. Desta forma,
no presente estudo foram coletados 200 mL de medula 6ssea de cada animal. Neste
caso, precisou-se estabelecer as diferencas entre o numero de células mononucleares
obtidas na primeira e na ultima aspiracdo, jA que em outros trabalhos em humanos e
em equinos jovens foi demonstrado que essa diferenca é importante (Muschler et al.,
1997; Adams et al. 2013).

Em humanos, o volume de medula déssea coletada é estabelecido de acordo
com as condicdes fisicas do doador e aproximadamente 10 a 15 mL/kg de peso do
paciente podem ser coletados, resultando em um total que pode passar de um litro de
medula 6ssea. Este volume € obtido em diversas aspiracfes que variam entre 3mL e 5
mL por local puncionado, 0 que proporciona um nimero maior de células progenitoras
(Riul e Aguillar 1997; Castro Jr et al., 2001).

Os animais empregados no presente estudo fizeram parte de outro trabalho
onde se investigou os efeitos das células mononucleares derivadas da medula éssea
na obstrucdo recorrente das vias aéreas. Assim, foi interessante constatar que a coleta

de 200 mL de medula 6ssea foi possivel a partir do esterno desses animais, sem que
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houvesse prejuizo a salde dos mesmos, possibilitando a obtencdo do numero de
células desejado de no minimo 500 milhdes para o tratamento (dados néo
demonstrados).

Os nossos resultados mostram que o numero de células mononucleares obtido
na primeira aspiracdo da medula 6ssea € significativamente mais elevado do que na
aspiracao final. Outros estudos demonstram que os primeiros 5 mL aspirados de cada
ponto geram uma contagem significativamente maior de células nucleadas por mililitro
(Adams et al. 2013) e um maior numero de unidades formadoras de colbnias quando
em cultivo (Kasashima et al.,, 2011). Em um estudo recente, Kasashima et al. (2011)
recomenda mudltiplas pun¢cbes da mesma esternébra com a aspiracdo de pequenas
guantidades.

Esta diferenca no niumero de células de acordo com o volume de aspiracdo pode
ser explicada pela diluicdo progressiva da medula 6ssea com o sangue periférico,
dependendo das caracteristicas locais de vasos e fluxo sanguineo (Muschler et al.,
1997). Além disso, alguns autores também alertam sobre as diferencas individuais
entre os animais (Carter-Arnold et al., 2013).

Da mesma maneira que encontrado em humanos, a aspiracdo de volumes
iniciais proporcionou um maior numero de células mononucleares. Porém, um grande
volume aspirado em poucas puncdes pode significar um ganho importante para o
paciente, jA que este fica sob efeito anestésico durante um tempo mais curto e sofre
menos perfuragdes, diminuindo a exposicao ao risco durante e apds o procedimento.

Sendo assim, concluimos que é possivel obter grande volume de medula 6ssea
a partir de poucos pontos de coleta, mesmo em animais de idade avancada, mas com

reducdo do numero de células em sucessivas aspiragdes.

24



CAPITULO 4

4 RESPOSTA CELULAR DO TRATAMENTO COM INSTILAQAO TRAQUEAL DE
CELULAS MONONUCLEARES AUTOLOGAS DERIVADAS DA MEDULA OSSEA
OU COM DEXAMETASONA ORAL EM EQUINOS COM OBSTRUCAO
RECORRENTE DAS VIAS AEREAS (Cellular Response of Treatments With Tracheal
Instillation of Autologous Bone Marrow-Derived Mononuclear Cells or Oral

Dexamethasone in Horses with Recurrent Airway Obstruction)

RESUMO

Introducdo: A Obstrucdo Recorrente das Vias aéreas (ORVA) é uma doenca
inflamatodria e obstrutiva, comum em cavalos adultos estabulados. A ORVA néo tem
cura e o tratamento com corticoesteréides possui efeitos colaterias, o que leva a busca
por novas terapias. Objetivo: Avaliar a seguranca e a resposta a nivel celular das
células mononucleares derivadas de medula 6ssea (CMDMO) como tratamento de
cavalos com ORVA crbnica, comparando-a com a terapia convencional de
dexametasona. Material e Métodos: Foram estudados oito cavalos, divididos
aleatoriamente em grupo tratado com terapia convencional de dexametasona oral
(Gdex) e outro tratado com instilacdo traqueal de CMDMO (Gcel). Os animas foram
avaliados antes do inicio do tratamento (0 dia), aos sete e 21 dias de tratamento. Apos
sedacdo com detomidina e cloridato de petidina, coletou-se o fluido do lavado
broncoalveolar (LBA) com instilagdo de 500 mL de solucao salina estéril a 37°C. A
partir do fluido do LBA foi feita a analise de volume recuperado, niumero total de células
nucleadas, contagem diferencial, atividade dos macrofagos alveolares (adesdo pelo
método de Rosen e Gordon (1987) e fagocitose pelo método de Dyryndaet al. (1998)),
mensuragao de interleucina 13 e fator de necrose tumoral a pelo método de ELISA, e
apoptose celular por citometria de fluxo. Resultados: Em ambos os tratamentos, a
percentagem de neutrdéfilos reduziu significativamente na avaliacdo dos 7 dias (Gdex
p<0,0001 — Gcel p=0,004) e 21dias (Gdex p<0,0001 — Gcel p=0,023) em comparacao

com a avaliagdo inicial. Essa diminui¢do foi acompanhada pelo aumento significativo no

25



namero de macrofagos alveolares, igualmente aos 7 dias (Gdex p<0,0001 — Gcel
p=0,0012) e 21dias (Gdex p=0,0006 — Gcel p=0,0026). A adesdo e a fagocitose do
macréfago alveolar apresentaram aumento significativo apenas no grupo Gdex
(p<0,05). Ja a secrecgéao de interleucina 13 foi menor no grupo Gcel quando comparado
ao grupo Gdex aos 7 dias (p=0,0077) e 21 dias de tratamento (p=0,002). A apoptose
celular diminuiu significativamente em ambos os grupos aos 21 dias (Gdex p=0,0039 —
Gel p=0,0285). Concluséao: o tratamento com CMDMO se mostrou seguro, foi
equivalente a terapia com dexametasona na melhora do perfil de células do fluido do
LBA e mostrou-sesuperior na diminuicdo da secrecdo de IL-1B e na regulacdo da

atividade do macroéfago alveolar.

Palavras-chave: Macréfago Alveolar. Neutréfilo. Fluido do Lavado Broncoalveolar.

Terapia Celular.

ABSTRACT

Introduction: Recurrent Airway Obstruction (RAO) is an inflammatory and obstructive
disease, common in stabled adult horses. The disease has no cure and the treatment
with corticosteroids has side-effects, which leads to search for new therapies.
Objective: to evaluate the safety and the response at the cellular level of bone marrow-
derived mononuclear cells (BMDMC) as a treatment of horses with chronic RAO,
comparing it with conventional therapy with dexamethasone. Material and Methods:
Eight horses were studied, randomly divided into the group treated with conventional
therapy of oral dexamethasone (Gdex) or treated with tracheal instillation of BMDMC
(Gcel). The horses were evaluated before treatment (0 day), after seven days and after
21 days. After sedation with detomidine and hydrochloride of pethidine, it was collected
the bronchoalveolar lavage (BAL) fluid, instilling 500 mL of a sterile saline solution at
37°C. From the BAL fluid was made the recovered volume analysis, total nucleated cell
count, differential cell count, activity of alveolar macrophages (adhesion by the method
of Rosen and Gordon (1987) and phagocytosis by the method of Dyrynda et al. (1998),

interleukin-1B3 and tumor necrosis factor a mensuration by ELISA, and cell apoptosis by
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flow cytometry. Results: In both treatments, the percentage of neutrophils was
significantly reduced after 7 days (Gdex p<0,0001 — Gcel p=0,004) and 21days (Gdex
p<0,0001 — Gcel p=0,023) compared to baseline. This reduction was accompanied by a
significant increase in alveolar macrophages also after 7 days (Gdex p<0,0001 — Gcel
p=0,0012) and 21 days (Gdex p=0,0006 — Gcel p=0,0026). The adhesion and
phagocytosis of alveolar macrophages increased significantly only in Gdex group
(p<0,05). The secretion of interleukin 18 was lower in the Gcel group compared to Gdex
group at 7 days (p=0,0077) and 21 days of treatment (p=0,002). Cell apoptosis was
significantly decreased in both groups in the 21 days evaluation (Gdex p=0,0039 - Gcel
p=0,0285). Conclusion: the treatment with BMDMC was safe, equivalent to the therapy
with dexamethasone in improving BAL cell profile and was superior in reducing IL-1
secretion and regulating the activity of alveolar macrophage.

Keywords: Alveolar Macrophage. Neutrophil. Bronchoalveolar Lavage Fluid.Cellular

Therapy.

4.1 INTRODUCAO

A Obstrucdo Recorrente das Vias Aéreas (ORVA) é uma doencainflamatoria e
obstrutiva comumente diagnosticada em cavalosadultos estabulados (Robinson et al.,
2002; Marinkovic et al., 2007), que leva a um desequilibrio no panorama ideal de
células presentes no pulméo, uma vez que o fluido do lavado broncoalveolar (LBA) de
cavalos sadios possui predominantemente macrofagos alveolares, representando em
torno de 60% das células presentes (McKane et al., 1993; Fernandes et al., 2000), e
em cavalos com ORVA, o numero de neutrofilos pode chegar a 50-70% (Leclere et al.,
2011).

O macrofago alveolar é a célula residente do sistema imunologico nas vias
aéreas, sendo o principal responsavel pela resposta imunoldgica inata para eliminagéo
de particulas que atingem as vias aéreas (Peters-Golden, 2004; Geiser, 2010). Em

animais com ORVA, a continua fagocitose de alérgenos exercida pelos macrofagos os
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estimula a secretarem inUmeros mediadores inflamatdrios que caracterizam o quadro,
como a interleucina (IL)-8, que atrai os neutrofilos ao alvéolo (Franchini et al., 1998).

Alguns estudos demonstram que a apoptose espontanea é tardia nos cavalos
com ORVA, e a alteracdo no perfil de células pode levar a necrose de neutrofilos por
falta de macréfagos para fagocita-los, levando a um aumento de moléculas pro-
inflamatorias e injaria ao tecido (Haslett, 1999; Brazil et al., 2005).

A ORVA nédo tem cura e o tratamento convencional com corticoesteroides,
mesmo se mostrando efetivo para o controle dos sintomas clinicos, provoca inimeros
efeitos colaterais (Leclere et al., 2011).

O estudo da aplicacdo da terapia celular para o tratamento de doencas
respiratérias vem apresentando efeitos benéficos. As células-tronco podem reduzir o
nivel de citocinas inflamatérias secretadas por macréfagos (Gupta et al., 2007; Xu et
al., 2007), modular a resposta imunolégica (Abreu et al., 2011), reduzir o nimero de
neutrofilos (Cruz et al., 2012), entre outras respostas que levam a diminuicdo no dano
do tecido pulmonar.

Dentro da terapia celular, as células mononucleares derivadas de medula 6ssea
(CMDMO) apresentaram bons resultados em doencas respiratérias, além de algumas
vantagens em relacdo as células mesenquimais, diminuindo o remodelamento
pulmonar e apresentando uma técnica de obteng&o mais simples, com menores custos
e menor tempo de processamento (Abreu et al., 2013). Essas informacdes foram
decisivas na escolha das CMDMO para o tratamento pioneiro de equinos com ORVA
neste trabalho.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a resposta moduladora da inflamagé&o pelas
CMDMO, como tratamento de cavalos com ORVA crbnica, comparando-a com a
terapia convencional de dexametasona. Os parametros avaliados foram divididos em
avaliacdo do volume recuperado e composi¢ao celular do fluido do LBA, atividade de
macrofagos alveolares dos cavalos tratados (adesédo, fagocitose), mensuracdo da
secrecado de citocinas inflamatorias e da apoptose celular. Levanta-se a hipétese que a
terapia celular com CMDMO pode interferir na resposta das células envolvidas no
quadro inflamatério, influenciando no perfil celular, secrecdo de citocinas inflamatorias,

adesdao e fagocitose dos macréfagos alveolares de equinos com ORVA.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Animais

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUCPR) sob o numero 788.

Foram utilizados oito animais adultos sem outras enfermidades, de ambos os
géneros, sem racas definidas, com idade média de 17,4 + 6,11 anos, peso médio de
480 + 44,7kg, vacinados contra herpes virus, influenza equina, e desverminados.

Trés animais pertenciam ao Regimento de Policia Militar Montada do Parana e
foram mantidos em atividade e estabulados durante todo o estudo. Os demais
pertenciam a Fazenda Experimental Gralha Azul e permaneceram a pasto durante os
trés meses antecedentes ao inicio do estudo.

Os cavalos apresentavam historico de doenca respiratoria crénica e recorrente
pregressa, episodios de dispneia sem sintomas de infec¢do, periodos recorrentes ou
persistentes de tosse na cocheira ou durante o trabalho. Os oito animais foram
divididos aleatoriamente em dois grupos. O grupo controle positivo (Gdex), composto
por quatro animais, foi tratado com terapia convencional de dexametasona oral. O
grupo terapia celular (Gcel), composto pelos outros quatro equinos, foram tratados com
a instilacdo traqueal de células mononucleares autdlogas derivadas da medula 6ssea,
gue foi coletada anteriormente ao periodo de inducéo (Fig. 3).

Para indugcdo do quadro clinico, os animais foram mantidos estabulados,
alimentados com racdo, aveia e feno duas vezes ao dia, com agua ad libitum. Esses
animais tinham feno sacudido préximo a narina por dois minutos (Racinne et al., 2011)

e a cama de serragem revirada (Fig. 2).

29



Figura 2- Equino durante o periodo de inducdo, com a cama de serragem sendo revirada uma

vez por dia.

Apds o aparecimento dos sintomas clinicos, o diagnostico de ORVA era
confirmado com coleta do fluido do lavado broncoalveolar (LBA), quando os animais
apresentavam neutrofilia superior a 25% (Leclere et al. 2011) e escore clinico sugerido
por Tesarowski (Anexo 1) superior a 10 (Tesarowski et al., 1996).

O grupo Gdex foi tratado com dexametasona oral com doses decrescentes:
0,165mg/kg até sete dias, 0,083mg/kg dos sete aos 14 dias e 0,04mg/kg dos 14 aos 21
dias (De Luca et al., 2012).

Os animais do grupo Gcel eram sedados com acepromazina 1% intravenosa (1V)
(Acepran, 0.035 mg/kg, Vetnil, Sdo Paulo, Brasil) e xilazina 10% IV (Sedomin, 0.5
mg/kg, Konig, Sdo Paulo, Brasil), tendo 20 mL de células mononucleares autdlogas
derivadas de medula éssea, previamente coletadas e isoladas antes da inducdo ao
guadro (Anexo 2), instiladas na regido da carina com a ajuda de um fibroscopio
Olympus de 170 cm de comprimento e 12 mm de diametro, em dose Unica. O volume
continha no minimo 5 x 108 células descongeladas no dia da instilacdo (Anexo 3), com
viabilidade atestada por meio de citometria de fluxo com o uso dos reagentes Anexin V
e 7-aminoactinomicina (7-AAD) (conforme item 4.2.6). ApOs o procedimento, mantinha-
se a cabeca do animal erguida por 10 minutos, a fim de se evitar o retorno das células
instiladas.
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Tratamento com dexametasona
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/ AN
0d 7d 21d
Inicio Indugéo Avaliacao Avaliacao Avaliacao
= = ® @ -
Gdex &
Os animais permaneceram Periodo de inducao
a pasto durante trés meses duas semanas
Gcel & l
= = = - =
Inicio Coleta de Inducéo Avaliagdo Avaliagdo Avaliagao
medula éssea 0d 7d 21d
Instilacao de

mononucleares
Figura 3- Esquema do delineamento experimental utilizado com os oito animais do estudo,
desde o inicio do experimento, até a Ultima avaliagdo prevista, aos 21 dias ap0s inicio do

tratamento dos equinos com Obstrucdo Recorrente das Vias Aéreas.

Apos inicio do tratamento, medidas para controle de alérgenos foram tomadas,
como a retirada da aveia da alimentagdo e o fornecimento de capim fresco, mas
mantendo-os estabulados. As reavaliacbes foram realizadas aos 7 e aos 21 dias
(Leclere et al. 2011, Cruz et al. 2012).

4.2.2 Coleta e Processamento do Fluido do Lavado Broncoalveolar

Os cavalos foram mantidos em jejum por no minimo 6 horas antecedentes a
coleta para realizar a sedacdo por meio de detomidina intravenosa (IV) (Egdomin,
0,02mg/kg, Ourofino, Sdo Paulo, Brasil) e cloridato de petidina IV (Dolosal, Cristalia,
Sao Paulo, Brasil). A coleta do fluido do LBA foi realizada com uma sonda flexivel de
silicone marca Cook (V-PBAL-300, Cook Vet Products, Hamburg, Alemanha), de 300
cm de comprimento e 8 mm de diametro. Este foi introduzido via nasotraqueal (Fig. 4),
até se alojar em um brénquio, quando o cuff na extremidade distal foi inflado com 10mL
de ar. Utilizou-se 500 mL de solucdo salina de cloreto de sodio 0,9% estéril pré-
aquecida a 37°C (Hoffman, 2008), infundidos em aliquotas de 125 mL e aspirados ap0s
cada aliguota. O material recolhido ficou acondicionado em gelo em tubos para
centrifuga estéreis de 50 mL até a chegada ao laboratério, para o processamento em

menos de quatro horas ap0s a coleta.

31



Figura 4- Coleta do fluido do lavado broncoalveolar em equino, utilizando uma sonda flexivel

de silicone introduzida via nasotraqueal.

No laboratério, o fluido do LBA foi centrifugado a 340 g por seis minutos, a 4°C
(Michelotto et al, 2010) e o pellet obtido foi ressuspendido no proprio sobrenadante do
animal. A contagem do numero total de células nucleadas foi realizada na camara de
Neubauer, em dois quadrantes opostos, e a viabilidade das células foi verificada por
meio de citometria de fluxo com o uso dos reagentes Anexin V e 7-AAD (conforme item
4.2.6). A partir do pellet de células, empregou-se 10 uyL para a confeccao de laminas,
gue foram coradas com a técnica de Romanowski (Panético Rapido, Laborclin, Parana,
Brasil) para contagem diferencial das células em aumento de 1000X. Duas aliquotas de
2 mL do sobrenadante do fluido do LBA foram separadas na fase de centrifugacao e

congeladas a -20°C para analises futuras.

4.2.3 Isolamento do Macrofago Alveolar

ApOs a contagem do numero total de células obtidas no fluido do LBA, a
suspenséo celular foi ajustada para a concentracdo de 5 x 108 células viaveis/mL.

Foram plaqueados 100 pL da suspenséao ajustada em pocos de uma microplaca de 96
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pocos, em triplicata para cada ensaio a ser realizado. A placa foi incubada por 1 hora a
37° C. ApOs esse periodo, o sobrenadante foi descartado, restando apenas o0s
macréfagos aderidos ao plastico. Esta etapa foi comum aos ensaios de atividade de
macréfago alveolar (adeséo e atividade fagocitaria).

4.2.4 Adesédo do Macrofago Alveolar

Apbs o descarte do sobrenadante da placa, os pocos foram lavados duas vezes
com solucdo salina fosfatada tamponada (PBS) e as células aderentes foram entéo
fixadas com metanol 50% por 10 minutos em temperatura ambiente.

Apbs este periodo, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 100 pL de
corante de Giemsa a 0,2% (Sigma-Aldrich, St. Louis. Missouri, Estados Unidos) a cada
poco por 40 minutos em temperatura ambiente. Os pocos foram novamente lavados
duas vezes com PBS e adicionou-se 200 pL de metanol 50%. Ap6s 30 minutos, a
solugéo resultante teve sua absorbancia lida em espectrofotbmetro com comprimento
de onda correspondente a 550 nm (Sunrise, Tecan, Suica). Esse ensaio foi adaptado
da técnica de Rosen e Gordon (1987) (Anexo 4).

O resultado final da adesao foi corrigido pela percentagem de macréfagos
alveolares no fluido do LBA (absorbancia x %macréfagos), para cada animal e a cada

avaliagéo.

4.2.5 Atividade Fagocitaria do Macrofago Alveolar

Apés as placas com macréfagos terem seus pocos lavados duas vezes com
PBS, como no ensaio acima, adicionou-se a cada poco 100 pyL de PBS e 20 pL de
zymosan (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos) corado com vermelho
neutro (6,7 mg/mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos), sendo
incubados a 37°C por 30 minutos.

Foi realizada uma triplicata de cada amostra utilizando zymosan néo corado com
vermelho neutro para se congelar o sobrenadante dos po¢os apos a incubacao (Laan

et al., 2005), que foi acondicionado em microtubos para centrifuga e congelado a -20°C
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para analises de interleucina (IL)-1B e fator de necrose tumoral (TNF)-a, descritas no
item 4.2.6.

Ap@s, o sobrenadante foi descartado e as células foram fixadas com solugéo de
Baker (4% formaldeido, 2% cloreto de sddio, 1% acetato de célcio, solucdo aquosa) por
30 minutos a 37°C. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 100 uL de PBS para
entdo realizar a centrifugacdo a 400 g, por 5 minutos. Em seguida, apds descarte do
sobrenadante, o corante vermelho neutro foi solubilizadocom 200 pL de solucéo de
extracdo (10% &acido acético glacial, 40% etanol em solu¢do aquosa) e incubado por 30
minutos. ApoOs este periodo a absorbancia foi mensurada a 550 nm. Esse ensaio foi
adaptado do método descrito por Dyrynda et al. (1998) (Anexo 5).

O resultado final da atividade fagocitaria foi corrigido pela percentagem de
macréfagos alveolares no fluido do LBA (absorbéancia x % de macréfagos), para cada

animal e a cada avaliacao.

4.2.6 Mensuracdo de Citocinas Inflamatorias

A secrecdo de TNF-a e IL-1B pelos macréfagos alveolares foi analisada a partir
dos sobrenadantes dos poc¢os do ensaio de fagocitose, utilizando o kit DuoSet ELISA
(Enzyme linked immuno sorbant assay) (R&D Systems, Minneapolis, Estados Unidos)
de acordo com as instrucdes do fabricante, para ambas as citocinas.

Resumidamente, 100 uL de cada padrdo e de cada amostra, em duplicata,
foram pipetados em uma placa de 96 pocos ja revestida com o anticorpo de captura
para a citocina em analise. Apés incubacdo, utilizou-se o anticorpo de deteccédo e a
absorbancia final foi lida a 450nm.

4.2.7 Mensuracao da Apoptose Celular

O ensaio de apoptose foi realizado por meio de citometria de fluxo, em citbmetro
FACS Calibur (BD Biosciences, Califérnia, Estados Unidos), utilizando o reagente
Annexin V e 7-AAD (BD Biosciences, California, Estados Unidos), seguindo-se o

protocolo sugerido pelo fabricante.
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Resumidamente, foram preparados trés tubos de citometria: um controle
isotipico, um controle autélogo e um com a analise de Anexin V e 7-AAD. Em cada
tubo, adicionou-se 1 x 10° células da amostra analisada e 500 pL de PBS. Centrifugou-
se por 5 minutos a 400 g e descartou-se o sobrenadante. As células do controle
autélogo foram fixadas com paraformaldeido 1% enquanto os tubos do controle
isotipico e da analise foram incubados 30 minutos, em temperatura ambiente, sem
incidéncia de luz e procedeu-se nova centrifugagcdo. Os tubos do controle autélogo e da
andlise foram fixados com paraformaldeido 1% e realizou-se a leitura dos trés tubos no
citbmetro de fluxo.

A apoptose celular foi analisada a partir do fluido do LBA das avaliacbes do

momento inicial (0 dia) e aos 21 dias de tratamento, nos dois grupos.

4.2.8 Analise Estatistica

Os dados foram enquadrados como paramétricos e utilizou-se a analise de
variancia (ANOVA one-way) seguida do teste de Tukey de mdultipla comparacéo entre
as avaliacdes e entre os grupos, através do programa GraphPad Prism versdo 3.0 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, Estados Unidos). Os valores
foram apresentados como média + desvio padrdo da média (SD). Valores de p<0,05

foram considerados como significativos.
4.3 RESULTADOS
4.3.1. Animais

Inicialmente estavam previstos no estudo 12 animais. Porém, nas condi¢cdes do
trabalho, dois animais que estavam previstos no estudo néo tiveram sinais clinicos
compativeis com ORVA durante o periodo de inducédo e foram excluidos do estudo.

Outros dois animais, previstos no grupo Gcel, tiveram sua medula éssea coletada, mas

nao se atingiu o numero de células mononucleares previsto para a infusdo durante o
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processamento e ambos foram retirados do estudo antes da etapa de inducao.
Portanto, o estudo foi realizado com os oito animais citados na metodologia.

Os protocolos de sedacao e de coleta do fluido do lavado broncoalveolar (LBA)
permitiram coletas adequadas e rapidas, com o maximo conforto possivel ao animal e

com a minima perda de material.

4.3.2. Coleta e processamento do Fluido do Lavado Broncoalveolar

Os dados obtidos por meio da analise do fluido do LBA dos grupos Gdex e Gcel

estdo expressos ha Tabela 2.
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Tabela 2- Percentagem de volume recuperado, contagem de células nucleadas e contagem
percentual dos diferentes tipos celulares no fluido do lavado broncoalveolar de equinos com
Obstrucado Recorrente das Vias Aéreas, do grupo tratado com dexametasona (Gdex) e do
grupo tratado com instilacdo traqueal de células mononucleares derivadas de medula 6ssea

(Gcel). Valores expressos como média + SD.

Volume CTCN Neutrof Macrof Macrc?f Linfoc Hemosid Basof
Recup (células/uL) % % Mult % % %
% %
Gdex 48,1 76,5 63 24,2 2,2 10,5 0 0
od 18,2 +30 +12,8 +10,7 +1,4 4,2
Gdex 60,2 125,7 15,7 61,2 5,2 17,2 0,5 0
7d 16,52 +62,3 +6,8>  +7,4P +4,2 +3,5 +0,9
Gdex 49,3 82,16 15 60 6,7 17,5 0 0,75
21d +11,2 +18,7 +9,9P +20,2¢ +2,8" +11 +1,4
Gcel 49,2 145,5 53,2 24,7 2 18,5 0 0
od +13,4 +167,2 +19,8 5,3 +2 +15,9
Gcel 53,6 76,7 19 52,2 4 25,5 0,25 0
7d +14,2 +23 +20¢  +17,4" +2,7 16,9 +0,5
Gcel 51,6 80,4 22 54,7 3,75 19,50 0 0
21d +11,5 +23,2 +28,69  +21,59 +0,9' +14,3

Recup = recuperado; CTCN = contagem total de células nucleadas; Neutro6f = neutrofilos;
Macréf = macréfagos; Macréf Multi = macréfagos multinucleados; Linféc = linfocitos; Hemosid =
hemossideréfagos; Baséf = basofilos. 2p=0,0054 vs. Gdex 0d; °p<0,0001 vs. Gdex 0; p=0,004
vs.Gcel 0d; 9p=0,023 vs. Gceel 0d; ®p=0,0006 vs. Gdex 0d; 'p=0,0012 vs. Gcel 0d; 9p=0,0026 vs.
Gcel 0d; "p=0,0011 vs Gdex 0d; 'p=0,011 vs. Gdex 21d.
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Houve um aumento significativo no volume recuperado de fluido do LBA aos 7
dias de tratamento (60,2 + 6,5% vs. 48,1 + 8,2%, p=0,0054) em relacdo a avaliacéo
inicial dos animais Gdex, j& a contagem total de células nucleadas nédo teve alteracfes
significativas em nenhum grupo. Tanto volume recuperado, quanto contagem total de
células nucleadas nao apresentaram diferenca significativa entre os grupos.

Observou-se a mudanca no perfil de células do fluido do LBA de ambos os
grupos (Fig. 5 e 6), com diminuicdo significativa no numero de neutrofilos (Fig. 7) na
avaliagdo de 7 dias (Gdex: 15,7 = 6,8% vs. 63 + 12,8%, p<0,0001 — Gcel: 19 + 20% vs.
53,2 £ 19,8%, p=0,004) e de 21 dias (Gdex: 15 * 9,9% vs. 63 = 12,8%, p<0,0001 —
Gceel: 22 + 28,5% vs. 53,2 + 19,8%, p=0,023) em relacdo as avaliacdes iniciais. N&o
houve diferenca entre a contagem de neutréfilos da avaliacdo dos 7 dias e 21 dias, em
ambos 0s grupos, tampouco houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 5- Laminas confeccionadas a partir do fluido do lavado broncoalveolar de equinos com
Obstrucdo Recorrente das Vias Aéreas, grupo tratado com dexametasona oral. Coloragéao:
Pandtico Rapido. Aumento: 1000 x. A) Avaliacdo inicial e confirmacdo do quadro clinico. B)
Avaliacédo apos sete dias de tratamento com dexametasona oral. C) Avaliacdo apés 21 dias de

tratamento com dexametasona oral.
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Figura 6- Laminas confeccionadas a partir do fluido do lavado broncoalveolar de equinos com
Obstrucdo Recorrente das Vias Aéreas, grupo tratado com instilacdo traqueal de células
mononucleares autélogas derivadas de medula 6ssea. Coloracao: Panotico Rapido. Aumento:
1000 x. A) Avaliacdo inicial e confirmacéo do quadro clinico. B) Avaliacdo apds sete dias da

instilacdo traqueal de células mononucleares. C) Avaliagdo apds 21 dias da instilacdo traqueal
de células mononucleares.
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Figura7 —Percentagem de neutrdfilos no fluido do lavado broncoalveolar de equinos com
Obstrucdo Recorrente das Vias Aéreas do quadro inicial a avaliagdo dos 21 dias de tratamento
com dexametasona oral (Gdex) e do quadro inicial aos 21 dias ap0s instilacdo traqueal de
células mononucleares autélogas derivadas da medula éssea (CMDMO). 2p<0,0001 vs. Gdex
0d; °p=0,004 vs. Gcel 0d; °p=0,023 vs. Gcel 0d.
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A diminuicdo do numero de neutréfilos foi acompanhada pelo aumento
significativo no numero de macroéfagos (Fig. 8), igualmente na avaliagcdo dos 7 dias
(Gdex: 61,2 £ 7,4% vs. 24,2 + 10,7%, p<0,0001 - Gcel: 52,2 + 17,4% vs. 24,7 + 5,3%,
p=0,0012) e dos 21 dias (Gdex: 60 = 20,2% vs. 24,2 + 10,7%, p=0,0006 — Gcel: 54,7 +
21,5% vs. 24,7 £ 5,3%, p=0,0026) em relacdo as avaliacdes iniciais. Ndo houve
diferenca entre a contagem de macréfagos da avaliagdo dos 7 dias e 21 dias, em

ambos 0s grupos, tampouco houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura8 —Percentagem de macréfagos no fluido do lavado broncoalveolar de equinos com
Obstrucdo Recorrente das Vias Aéreas do quadro inicial a avaliagdo dos 21 dias de tratamento
com dexametasona oral (Gdex) e do quadro inicial aos 21 dias ap0s instilagdo traqueal de
células mononucleares autélogas derivadas da medula 6ssea (CMDMO).2p<0,0001 vs. Gdex
0d; Pp=0,0006 vs. Gdex 0d; °p=0,0012 vs. Gcel 0d; 9p=0,0026 vs. Gcel 0d.

Em relacdo aos demais tipos celulares, observou-se um aumento significativo no
namero de macrofagos multinucleados nos animais Gdex, sendo aos 21 dias de
tratamento (6,7 + 2,8% vs. 2,2 =+ 1,4%, p=0,0011) quando comparado a avaliacao
inicial, e a avaliacdo dos 21 dias foi estatisticamente diferente entre os dois grupos
(Gcel 3,75 + 0,9% vs.Gdex 6,7 + 2,8%, p=0,011). O panorama de nameros de linfécitos
ndo mostrou alteragdo significativa em nenhum grupo, tampouco houve diferenca
significativa entre os grupos. No grupo Gdex, apenas um animal apresentou

hemosideréfagos, sendo aos 7 dias de tratamento, enquanto somente um deles
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apresentou basdfilos, sendo aos 21 dias de tratamento. No grupo Gcel, um animal

apresentava hemosiderofagos, sendo na avaliacdo dos 7 dias.

4.3.3 Adesédo do Macrofago Alveolar

Nos animais do grupo Gcel, a capacidade de adesdo do macrofago alveolar ndo
teve alteracOes significativas. Entretanto, nos animais do grupo Gdex, observou-se um
aumento significativo da ades&o na avaliagao dos 7 dias (0,13 + 0,02 vs. 0,04 = 0,03
absorbancia 550 nm x percentagem de macrofagos, p<0,0001) e dos 21 dias (0,14+
0,06 vs. 0,04 + 0,03 absorbancia 550 nm x percentagem de macrofagos, p=0,0006), em
relacdo a avaliagao inicial (Fig. 9). Houve uma diferenca significativa entre a avaliagéo
inicial dos dois grupos (Gcel 0,08 = 0,02 vs. Gdex 0,04 + 0,03 absorbancia 550 nm x

percentagem de macrofagos, p=0,0082).
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Figura9 — Capacidade de adesdo de macrofagos alveolares de equinos com Obstrucao
Recorrente das Vias Aéreasdo quadro inicial a avaliacdo dos 21 dias de tratamento com
dexametasona oral (Gdex) e do quadro inicial aos 21 dias ap0s instilagédo traqueal de células
mononucleares autbélogas derivadas da medula 6ssea (CMDMO).?p<0,0001 vs. Gdex 0d;
®p=0,0006 vs. Gdex 0d; °p=0,0082 vs. Gdex Od.
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4.3.4 Atividade Fagocitaria do Macrofago Alveolar

A atividade fagocitaria do macréfago alveolar dos animais do grupo Gdex
aumentou durante o tratamento, sendo significativamente maior aos 21 dias em relacao
ao quadro inicial (0,30 = 0,2 vs. 0,13 + 0,07 absorbancia 550nm x percentagem de
macrofagos, p=0,0386). A fagocitose dos animais do grupo Gcel ndo apresentou
diferenca significativa durante as avaliagcdes (Fig. 10), tampouco houve diferenca

significativa entre os grupos.
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Figural0 — Atividade fagocitaria de macréfagos alveolares de equinos com Obstrucao
Recorrente das Vias Aéreas do quadro inicial a avaliagdo dos 21 dias de tratamento com
dexametasona oral (Gdex) e do quadro inicial aos 21 dias ap0s instilacédo traqueal de células

mononucleares autélogas derivadas da medula 6ssea (CMDMO).2p=0,0386 vs. Gdex 0d.

4.3.5 Mensuracdo de citocinas inflamatorias

Em relacédo a interleucina (IL)- 1B (Fig. 11), ndo houve diferenca estatistica entre
as avaliagcbes em cada grupo, porém, foi observada uma diferenca significativa entre os
grupos, nas avaliacdes de 7 dias (Gdex: 0,97 = 0,03 pg/mL vs. Gcel: 0,82 £ 0,1 pg/mL,
p=0,0077) e 21 dias (Gdex: 0,99 + 0,1 pg/mL vs. Gcel: 0,85 £ 0,06 pg/mL, p=0,002).
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Figura 11-Secrecdo de interleucina 18 (pg/mL) por macréfagos alveolares de cavalos com
Obstrucdo Recorrente das Vias Aéreas, tratados com dexametasona oral ou com instilacdo
traqueal de células mononucleares autologas derivadas de medula 6ssea. O método utilizado
para deteccédo foi o ELISA (Enzyme linked immuno sorbant assay). 2p=0,0077 vs. Gdex 7d;
®p=0,002 vs. Gdex 21d.

Ja para a analise do fator de necrose tumoral (TNF)-a (Fig. 12), ndo foi

observada diferenca estatistica entre as avaliacdes em cada grupo, tampouco entre 0s

grupos.
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Figura 12- Secrecado de fator de necrose tumoral a (pg/mL) por macréfagos alveolares de
cavalos com Obstrucao Recorrente das Vias Aéreas, tratados com dexametasona oral ou com
instilagéo traqueal de células mononucleares autélogas derivadas de medula 6ssea. O método

utilizado para deteccéo foi o ELISA (Enzyme linked immuno sorbant assay).
4.3.6 Mensuracao da Apoptose Celular

A partir do ensaio de anexina, a apoptose celular dos animais do grupo Gdex e
do grupo Gcel mostrou uma reducédo significativa (Fig. 13) aos 21 dias de tratamento

em relacdo a avaliacdo inicial (Gdex: 1,2 + 1,4% vs. 11,3 + 7,9%, p=0,0039 - Gcel: 1,8
+0,7% vs. 7,1 £ 6%, p=0,0285). Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 13-Apoptose das células de cavalos com Obstrucdo Recorrente das Vias Aéreas,
tratados com dexametasona oral ou com instilacdo traqueal de células mononucleares
autdlogas derivadas de medula 6ssea. O resultado foi obtido por meio de citometria de fluxo
das células do fluido do lavado broncoalveolar com o reagente Annexin V. 2p=0,0039 vs. Gdex
0d, Pp=0,0285 vs. Gcel 0d.

4.4 DISCUSSAO

A Obstrucdo Recorrente das Vias Aéreas (ORVA) é bastante estudada na
Medicina Veterinaria, mas ainda nao existem relatos do uso da terapia celular como
tratamento. Sendo assim, esse trabalho buscou respostas a nivel celular sobre a
eficAcia dessa nova opcédo de tratamento, visando entender o mecanismo de atuacao
das células mononucleares derivadas de medula éssea (CMDMO) sobre o macrofago
alveolar, a célula mais prevalente no pulméo de cavalos sadios (Michelotto Jr et al.,
2010), e considerado o orquestrador da resposta inflamatéria pulmonar (Geiser, 2010).
Considerou-se como controle a terapia convencional de dexametasona por ser um
protocolo de rotina clinica e para que todos os animais selecionados para o estudo
recebessem algum tipo de tratamento.

A analise do fluido do lavado broncoalveolar (LBA) € de grande importancia para
o diagnéstico e entendimento de doencgas que afetam o sistema respiratorio (Lavoie et

al, 2001). O presente trabalho resultou em volumes recuperados de fluido do LBA
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esperados, entre 40-60% do volume infundido em equinos (Hewson e Viel, 2002).
Ainda assim, diferencas importantes de volume recuperado foram observadas (Porto et
al.,, 2010), possivelmente por questdes individuais como obstrucbes, edemas ou
broncoespasmos durante a coleta (Hewson e Viel, 2002).

Esperava-se um aumento no volume recuperado de fluido do LBA no decorrer
dos tratamentos, acompanhando a reducdo do processo inflamatério e do acumulo de
muco. Isto ndo ocorreu de forma constante, possivelmente porque os animais avaliados
apresentavam idade avancada e histérico de véarios anos de recorréncia da doencga, o
gue conduz a um remodelamento importante das vias aéreas, reducao de lume, fibrose
peribronquial, destruicdo de bronquiolos e alvéolos, e efisema pulmonar (Herszberg et
al., 2006; Leclere et al., 2011).

O protocolo com instilagdo de 500 mL de solug&o salina para a coleta do fluido
do LBA (Leclere et al., 2001; Desjardins et al., 2004; Lavoie-Lamoreux et al., 2012) é
importante porque o volume de fluido infundido pode ter um impacto na contagem total
e diferencial das células recuperadas, sendo que quanto maior o volume infundido
menor a concentracdo de células (Sweeney et al., 1997). Como o volume infundido na
coleta do fluido do LBA ndo modificou entre os grupos e avaliacbes, assume-se que
todas as alteracbes observadas na contagem de células nucleadas expressam uma
mudanca no quadro da doenca, ndo recebendo interferéncia do volume infundido da
solugéo.

Ainda que nao se tenha observado uma mudanca significativa na contagem total
de células nucleadas, o estudo corroborou com McGorum e Dixon (1994) que
encontraram uma alta variabilidade de recuperacdo das células no pulmao equino.O
presente estudo ndo apresentou média de contagem de células nucleadas abaixo de
76 células/pL, o que corrobora com estudos que afirmam que cavalos com ORVA
apresentam um aumento na contagem total de células no fluido do LBA (Lessa et al.,
2007), levando em consideracdo que a média para cavalos jovens e saudaveis fica em
torno de 40 células/uL (Michelotto et al., 2011). Os animais com quadro clinico
condizente com o diagndstico para ORVA estdo em contato com diversos alérgenos, o
gue leva a uma sinalizacdo para diferenciagdo e recrutamento de células de defesa

para as vias aéreas, gerando um aumento na contagem celular no fluido do LBA.
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A reducdo no numero de neutréfilos e aumento do nimero de macréfagos no
fluido do LBA ao longo das avaliacbes era um resultado ja observado em cavalos
tratados com dexametasona oral (Robinson et al., 2002), mesmo com animais
mantidos estabulados (Rush et al., 1998). Isso porque os corticoesteréides causam
uma supressao da resposta inflamatéria e modulam a producdo de citocinas por
linfocitos T (Brinkmann et al., 1995), alterando o ambiente pré-inflamatorio natural da
ORVA.

Os efeitos da terapia celular na reducédo do processo inflamatério pulmonar ja
haviam sido demonstrados em camundongos, apdés a instilacdo intratraqueal de
células-tronco mesenquimais (Nemeth et al., 2010; Abreu et al., 2011; Cruz et al., 2012)
e de CMDMO (Abreu et al., 2013), mas ainda nao eram demonstrados em cavalos. No
presente estudo, pode-se determinar que, também nos cavalos com ORVA, as
CMDMO apresentaram efeitos benéficos na inflamac¢do pulmonar quando os animais
formam tratados com instilacdo traqueal das mesmas, possivelmente pela associacao
dos diferentes tipos celulares presentes no pool de mononucleares e por sua
capacidade de acao por via paracrina com secrec¢ao de fatores sollveis que modulam a
resposta imunoldgica (Araujo et al., 2010; Abreu et al., 2013). Essas caracteristicas das
CMDMO possibilitaram que os animais tratados no grupo Gcel tivessem semelhante
reducdo no numero de neutréfilos e aumento do nimero de macréfagos no fluido do
LBA, como apresentado pelos animais do grupo tratado com dexametasona oral
convencional.

Nos animais do grupo Gdex, o aumento significativo de macrofagos
multinucleados aos 21 dias de tratamento, tornando-os estatisticamente diferentes do

7

grupo Gcel nessa mesma avaliacdo, € condizente com uma resposta imunoldgica
dotipo Th2, uma vez que a fusdo de macrofagos é mediada pela IL-4 (Helming e
Gordon, 2007), citocina de resposta Th2 que pode estar com a secrecdo aumentada
pelo uso de corticoesteroides (Elenkov, 2004). Em equinos, Sao poucos os estudos
envolvendo os macrofagos multinucleados, mas € relatado que uma quantidade
aumentada pode estar associada a inflamacédo crénica (Hodgson e Hodgson, 2007),
assim como em humanos, onde sédo considerados como um achado indicativo de

reacOes inflamatdrias cronicas nas vias aéreas, como a tuberculose, por exemplo
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(Lemaire et al., 2006; Helming e Gordon, 2007). Esse aumento nos animais do grupo
Gdex também pode estar associado a uma resisténcia das células aos
corticoesterdides (Bhavsar et al., 2008), o que levou a uma caracterizagdo de
inflamacdo durante o tratamento, ja que os animais foram mantidos em contato com
certa carga de alérgenos.

E essencial que se entenda os mecanismos celulares para se esclarecer a
resposta de diferentes terapias. Como orquestrador da resposta inflamatoéria pulmonar
(Geiser, 2010) e responsavel por ativar as respostas inflamatoérias de forma suficiente a
eliminar agentes agressores (Peters-Golden, 2004), entender o papel do macréfago
alveolar na ORVA é importante, bem como a sua resposta ao tratamento com terapia
celular. No presente estudo, observou-se uma resposta diferente em relacdo aos
tratamentos quanto a adeséo e fagocitose do macréfago alveolar, ambas apresentando
um aumento significativo apenas no grupo Gdex. Ja esta comprovado que macrofagos
alveolares possuem sua supressao prejudicada em humanos pelo uso crénico de
corticoesterdides, devido a reducéo relativa na sensibilidade ao medicamento (Bhavsar
et al., 2008). Isso pode justificar o quadro de ativacdo exacerbada no grupo Gdex,
mesmo apos o tratamento com dexametasona oral, levando ao aumento da adeséo e
da fagocitose nesses animais.

Sobre o0 uso de corticoesterdides, sua eficacia no tratamento de doencas
obstrutivas das vias aéreas € controversa. Estudos jA& comprovaram que o
medicamento ndo reduz os marcadores de inflamacao nas vias aéreas, como a IL-8, e
isso pode ser explicado pela insensibilidade ao tratamento da principal célula
inflamatéria das vias aéreas, o macrofago alveolar (Culpitt et al., 1999). Os cavalos do
grupo Gdex apresentaram uma melhora no quadro inflamatério, mas a adesédo e a
fagocitose dos mesmos indicam uma persistente ativacdo de células inflamatdrias e
uma falta de modulagdo da resposta. Isso pode significar que esses pacientes sao
relativamente resistentes ao efeito terapéutico da medicacdo. A interrupcéo da terapia
possivelmente conduziria a um agravamento do quadro, evidenciando uma resposta
parcial inadequada ao tratamento com corticoesteréides (Bhavsar et al., 2008).

No presente estudo ndo se observou mudanca significativa na fagocitose pelos

macrofagos dos animais que receberam a terapia celular. Mei et al. (2010) ja haviam
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relatado a melhoria na depuracao de alérgenos pela atividade fagocitica aumentada de
macrofagos em ratos com modelo de sepse pulmonar. Além disso, Kim e Hematti
(2009) demonstraram que as células-tronco humanas melhoraram a atividade
fagocitaria dos macréfagos em ensaios in vitro, pela ativacdo de macréfagos M2, que
se caracterizam por propriedades anti-inflamatorias e uma atividade fagocitaria mais
potente. A atividade fagocitaria dos macrofagos alveolares depende da sua capacidade
de adesdo. Como no grupo Gcel ndo houve alteracdo na adesdo do macréfago
alveolar, isto pode ter se refletido na auséncia de uma melhoria da capacidade
fagocitica.

A diferenca significativa ha adesado entre os dois grupos na avaliacao inicial ndo
deve ser relatada como um dado relevante do estudo, ja que todos os animais se
enquadraram nos pré-requisitos e passaram pelas mesmas andlises até que se fosse
confirmada a doenca, podendo ser o resultado de diferencas individuais aleatorias.

A resposta imunoldgica pulmonar inata de cavalos pode ser estudada ex vivo
pela medicdo da secrecdo de citocinas pelos macréfagos alveolares (Waldschmidt et
al., 2013). Os cavalos com ORVA apresentam um nivel elevado de TNF-a e IL-1B
mesmo quando mantidos em um ambiente com baixa carga de alérgenos e estando
livres de sinais clinicos (Laan et al., 2006; Lavoie-Lamoureux et al., 2012; Padoan et
al., 2013). No presente estudo observou-se especificamente os niveis de TNF-a e IL-13
secretados pelos macrofagos alveolares. Nao houve diferenca estatistica entre os
animais de ambos 0s grupos no decorrer dos tratamentos, porém os animais do grupo
Gcel apresentaram a secrecao de IL-1B mais baixa quando comparado aos animais do
grupo Gdex na avaliacdo dos 7 dias e 21 dias. Isso pode demonstrar uma melhor
imunomodulacdo por parte das células mononucleares em relagdo a uma citocina pro-
inflamatéria.

Estudos anteriores ja haviam demonstrado que a adicdo de células-tronco
mesenquimais a macrofagos estimulados reduziu o nivel de TNF-a no sobrenadante
celular (Gupta et al., 2007) e no fluido do LBA (Mei et al., 2010), assim como
suprimiram o aumento de TNF-a e IL-13 no soro de ratos com lesdo pulmonar (Li et al.,
2012). A terapia com corticoesterdides também resultou em uma inibicdo seletiva de

TNF-a e IL-1B (Sousa et al., 1997). Nosso grupo ndo observou a diminuicao
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significativa dos niveis de TNF-a e IL-13 por parte dos macréfagos alveolares
possivelmente por trés motivos. Primeiramente, as concentracdes encontradas no
estudo foram bastante baixas para o método de deteccéo utilizado, podendo ocasionar
erros na leitura. A citometria de fluxo seria um método mais indicado para este caso,
sendo mais sensivel.

Como segundo ponto a ser levado em conta, para o isolamento dos macrofagos
alveolares, os mesmos foram deixados para aderir por uma hora, o que pode causar a
ativacdo celular. A aderéncia por uma hora resulta em maiores niveis de TNF-a
espontaneo do que uma incubacdo por 24 horas (Tomlinson et al., 2012) e também
pode reduzir a sensibilidade ao corticoesteréide (Higham et al., 2014).

Por dltimo, as duas citocinas escolhidas para andlise tém uma interacdo na
transducdo de sinal bem proxima (Eder, 1997) e o TNF-a tem a capacidade de
promover a liberacdo de IL-18 (Padoan et al., 2013), ou seja, a hdao diminuicdo dos
niveis de IL-1 entre as avaliacGes pode estar relacionada a sua forte interacdo com o
TNF-a, qgue também néo sofreu diminuig&o.

A apoptose é o maior mecanismo de controle de neutréfilos no local da
inflamacdo (Haslett, 1999), e em cavalos com ORVA, encontram-se resultados
distintos, variando entre a ndo alteracdo da apoptose em relacdo a cavalos sadios
(Breuer et al., 2011) e a diminuigcdo da mesma em neutrofilos e macrofagos de animais
com ORVA (Brazil et al., 2005; Niedzwiedz et al., 2014).

Numericamente, o resultado deste estudo se enquadra entre outros ja
publicados, onde levando-se em conta todas as avaliacdes realizadas, a media da
apoptose foi menor que 12% e maior que 1,2%. Para Breuer et al. (2011), a apoptose
ficou entre 10-20%, ja para Brazil et al. (2005), a apoptose celular ficou entre 0,3-3,8%.
Porém, com a terapia celular e com o tratamento de dexametasona oral, a apoptose
dos animais em estudo sofreu uma diminuicdo significativa. Estes resultados, que
parecem contrarios aos expostos no paragrafo anterior, podem ser explicados pela ndo
separacao dos tipos celulares (macréfagos e neutrofilos) durante a analise em questao.

Assim, antes dos tratamentos, a apoptose poderia estar aumentada devido a
proporcdo desequilibrada entre macrofagos e neutréfilos nas vias aéreas, fazendo com

gue muitos neutroéfilos apoptoéticos ficassem no local sem a devida fagocitose pelos
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macrofagos (Haslett, 1999). Com os tratamentos, onde ambos atuaram sobre o perfil

de células inflamatoérias, a proporcdo de células voltou ao equilibrio e os neutrofilos

apoptoticos comecaram a ser devidamente fagocitados pelos macréfagos.

4.5 CONCLUSAO

O presente estudo foi inédito no tratamento de equinos com Obstrucédo

Recorrente das Vias Aéreas (ORVA) com o uso de células mononucleares derivadas

da medula 6ssea (CMDMO) e foi importante observar que o protocolo se mostrou

seguro aos animais.

O estudo demonstrou que:

1.

2.

Houve melhora na citologia do fluido do lavado broncoalveolar dos animais
com ORVA com o tratamento com CMDMO, assim como com
dexametasona.

Ambos os tratamentos levaram a uma diminuigdo significativa na apoptose
celular.

O tratamento com CMDMO indica uma imunoregulacdo da resposta
inflamatoria, ndo apresentando aumento significativo na atividade do
macréfago alveolar, e uma diminuicdo significativa na secrecdo de

interleucina 1.
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CAPITULO 5

5 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de células mononucleares derivadas de medula 6ssea (CMDMO),
como tratamento de equinos com Obstrucdo Recorrente das Vias Aéreas (ORVA), se
mostrou um protocolo terapéutico seguro, onde 0s animais ndo apresentaram nenhum
efeito adverso a coleta de medula 6ssea, tampouco a administracéo das células.

Como o tratamento da ORVA com corticoesteroides nao impede novas crises, 0
estudo dos animais tratados com células mononucleares dentro de seis meses até um
ano se torna importante, uma vez que sera possivel verificar se existe uma melhora
prolongada no quadro da doenca, evitando novos episodios de crise e exposicdes a
medicamentos.

Visto que ainda ndo existem estudos no campo da terapia celular de cavalos
com ORVA, novas pesquisas devem ser feitas para se observar se os resultados séo
condizentes com os ja encontrados em humanos e camundongos. Os novos estudos
podem englobar a regulacdo do estresse oxidativo gerado no quadro da doenca, a
resposta das CMDMO sobre outros marcadores inflamatorios e com deteccdo por
outros métodos, além da resposta sistémica da terapia.

E importante considerar o estudo de um grupo controle com animais sadios,

para se registrar os parametros esperados nas condi¢cdes do estudo.
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Anexo 1

ANEXOS

Escore clinico sugerido por Tesarowski

VARIABLE DESCRIPTOR SCORE
<15 0
Respiratory rate 16-20 L
' y
(breaths/min) 21-25 2
25-29 3
> 30 4
None 0
Nasal discharge Serous 1
Mucopurulent 3
None 0
Abdominal lift mild (perceptible heave line) 1
pronounced abdomen, thorax and anal
movement) 3
Nasal flaring None 0
Presente 1
normal (tubular sound) 0
Tracheal sounds increase in intensity 1
mucus movement 3
Bronchial tones | normal (tubular sound) 0
audible ventral and dorsal sounds 2
Crackies None 0
Presente 2
Wheezes None 0
Presente 2
None 0
Cough Intermitente 1
Paroxysmal 3
. normal lung field 0
Thoracic resonance -
expanded dorsal and ventral lung fields 2
TOTAL | i, 25
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Anexo 2

Coleta da Medula Ossea e Isolamento das Células Mononucleares

Manter o animal em jejum de no minimo 6h antes da coleta de medula.
Proceder sedacdo com acepromazina 1% IV (Acepran, 0.035 mg/kg, Vetnil,

Sao Paulo, Brasil).

3. Fazer a tricotomia dolocal entre a quarta e a sexta esternébras.

4. Proceder anestesia subcutanea local com 8 mL de cloridrato de lidocaina a

2% (Bravet, Rio de Janeiro, Brasil), seguida de antissepsia com iodopovidona
degermante e alcool.

Proceder sedacdo com xilazina 10% IV (Sedomin, 0.5 mg/kg, Kbnig, Sao
Paulo, Brasil) e cloridrato de petidina 5% IV (Dolosal, Cristalia, Sdo Paulo,
Brasil).

Realizar a puncdo com agulha Jamshidi 11G (Angiotech, Gainesville, Florida,
USA).

Utilizar 30 seringas de 20 mL previamente preenchidas com 7 mL de meio
IMDM (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos) e 0,35 mL de heparina
sédica 5000 Ul/mL (Hemofol, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) para coleta de 200

mL de medula 6ssea.

8. Agitar as seringas ao final para homogeneizacgao.

9. Ao término do procedimento, instituir cuidados ao animal com pomada

antisséptica nos locais de coleta.

10.Levar as seringas ao laboratorio em isopor refrigerado.

11. Colocar o conteudo das seringas coletadas em tubos para centrifugacao de

50 mL e centrifugar por 30 minutos a 650 g, sem freio e sem aceleracao.

12. Descartar o plasma e coletar o anel formado entre as camadas de plasma e

o pellet de células vermelhas.

13. Diluir o anel em meio IMDM na proporgéo 1:2 de meio e entédo colocar sobre

o Ficoll (Ficoll-Histopaque-1077, Sigma. Missouri, Estados Unidos). Este
método é adaptado de Boyum (1964).

14. Centrifugar por 30 minutos a 6509, sem freio e sem aceleragéo.
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15.Recuperar o anel de células mononucleares em novos tubos e adicionar
meio IMDM na proporc¢éao 1:1.

16. Centrifugar por 10 minutos a 400 g, com freio e com aceleracdo maximos.

17.Ressuspender o pellet em meio IMDM.

18. Contar o numero total de células em contador hematoldgico (Mindray BC-
2800, Nansham, China).

Anexo 3

Congelamento e descongelamento das Células Mononucleares

. Deixar um isopor preparado com gelo
. Adicionar as células mononucleares isoladas em 100 mL de meio IMDM
. Preparar o meio de congelamento dentro do gelo (60% IMDM — 20% SBF- 20%

DMSO)

. Adicionar o meio de congelamento nas células lentamente, sempre

homogeneizando com o auxilio de uma pipeta

. Colocar as células em meio na bolsa

6. Manter a bolsa 24h a -80°C

. Passar a bolsa para o nitrogénio liquido

No dia da instilacdo das células mononucleares

© © N o o s~ w D

Manter o banho-maria ligado a 37°C

Preparar 16 tubos com 20mL de meio IMDM

Preparar 3 seringas com 60mL de meio IMDM

Tirar a bolsa do nitrogénio (cuidar se a mesma néao esta rachada)
Colocar a bolsa no banho-maria

Quando restar apenas uma pedra de gelo, levar ao fluxo

Injetar o meio das 3 seringas na bolsa

Com uma pipeta, transferir as células para os tubos contendo IMDM

Centrifugar os tubos por 10 minutos a 400g, com freio e aceleracao
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10.Inverter os tubos e ressuspender o pellet em soro fisioldgico, juntando todos em
um tubo

11.Centrifugar o tubo por 10 minutos a 400 g, com freio e aceleracéo

12.Inverter o sobrenadante

13.Ressuspender as células em 15 mL de soro fisioldgico

14.Passar a solucdo em um cell strainer de 50 um para tirar grumos

15.Retirar 300 pL para contagem

16.Separar células para anexina

17.Preparar a seringa de infusdo com 15 mL da solu¢cdo com as células e 4 a 5 mL

de soro do préprio animal

Anexo 4

Adesédo de Macrofago Alveolar (adaptado de Rosen e Gordon, 1987)

1. Plaquear 100 pL da solucédo de 5 x 10° células e no branco adicionar 100 pL de
PBS.

2. Incubar por 1 hora a 37°C.

3. Descartar o sobrenadante.

4. Lavar os poc¢os com 200 pL de PBS duas vezes, procurando tirar 0s grumos
com cuidado.

5. Adicionar 100 pL de Metanol 50%, inclusive no branco.

6. Incubar por 10 minutos em temperatura ambiente.

7. Descartar o sobrenadante.

8. Adicionar 100 pL de solugédo de Giemsa 0,2%, inclusive no branco.

9. Incubar por 40 minutos em temperatura ambiente.

10.Lavar os pocos com 200 pL de PBS duas vezes, procurando tirar os grumos
com cuidado.

11.Adicionar 200 pL de Metanol 50%, inclusive no branco.

12.Incubar por 30 minutos em temperatura ambiente.

13.A leitura é realizada a 550 nm.
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Anexo 5

Atividade Fagocitaria de Macréfago Alveolar (adaptado de Dyrynda et al., 1998)

o gk w N

Plaquear 100 pL de solugdo de 5 x 108 células e no branco adicionar 100 pL de
PBS.

Incubar por 1 hora a 37°C.

Descartar o sobrenadante e lavar duas vezes com 200 pL de PBS.

Adicionar 100 pL de PBS em cada poco.

Adicionar 20 pL de zimosan corado com vermelho neutro, inclusive no branco.
Adicionar 20 pL de zimosan sem vermelho neutro em uma triplicada para cada

amostra.

7. Incubar por 30 minutos a 37°C.

9.

Retirar o sobrenadante da triplicata sem vermelho neutro e congelar a -20°C em
eppendorf.

Descartar o restante do sobrenadante.

10. Adicionar 200 pL de Fixador de Baker, inclusive no branco.

11. Incubar por 30 minutos a 37°C.

12.Descartar o sobrenadante.
13. Adicionar 100 pL de PBS.
14. Centrifugar por 5 minutos a 400 g.

15.Descartar o sobrenadante.

16. Adicionar 200 pL de solucéo de extracao, inclusive no branco.

17. Incubar por 30 minutos a 37°C.

18. A leitura é realizada a 550 nm.
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