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“A grandeza de uma nacédo pode ser julgada pelo modo como 0s seus animais sao tratados.”

Mahatma Gandhi
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Resumo - Efeitos da terapéutica com células estaminais mesenquimatosas derivadas
da medula 6ssea na expressdo da citocina pré-fibrética TGF-B1 no endométrio de
éguas com endometrose

A endometrose equina é uma doenca crénica, progressiva e degenerativa responsavel por
alteracdes glandulares e pela presenca de fibrose no endométrio. E uma das principais
causas de infertilidade em éguas e atualmente ndo ha nenhum tratamento eficaz. A citocina
Transforming Growth Factor 1 (TGF-B1) € responséavel por diversas funcbes em varios
tipos de células, incluindo o controlo do crescimento, proliferacdo e diferenciacdo celular e
apoptose. Quando a homeostase do tecido é perturbada, o TGF-B1 aumenta o
recrutamento, a proliferagdo e a diferenciagdo de fibroblastos em miofibroblastos e a
producdo de componentes da matriz extracelular levando a fibrose, o que o torna um dos
principais indutores de fibrose nos tecidos. Novas terapéuticas estéo a ser investigadas e a
terapéutica celular € considerada uma das melhores candidatas para a resolucéo da fibrose.
As células estaminais mesenquimatosas (MSCs) libertam varias moléculas bioativas,
algumas das quais modulam a resposta inflamatéria enquanto outras contribuem para a
regeneracgdo e remodelacéo de um tecido lesionado. Os seus efeitos imunomoduladores e a
sua capacidade de agir sobre fatores proé-fibroticos, como a via do TGF-f1, ja foram
destacados em estudos pré-clinicos e clinicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
expressdo do TGF-Bl e dos seus recetores apds a infusdo de células estaminais
mesenquimatosas autdlogas derivadas da medula 6ssea (BM-MSCs) no endométrio de 7
éguas com endometrose. Foram injetadas 8x10° células em cada égua e recolhidas biépsias
uterinas antes do tratamento (DO) e trinta dias (D30) e sessenta dias (D60) apdés o
tratamento. A analise da expressdo do TGF-B1l e dos seus recetores foi avaliada por
imunohistoquimica. Seria de esperar uma diminui¢cdo da expressédo do TGF-B1 trinta (D30) e
sessenta (D60) dias ap0s o transplante de células estaminais mesenquimatosas derivadas
da medula 6éssea no endométrio. A imunomarcacdo do TGF-B1 e do TGFBRI apresentou um
padrdao semelhante, verificando-se em todas as éguas, principalmente no citoplasma do
epitélio glandular e no endotélio. A imunomarcagdo do TGFBRII verificou-se principalmente
nas células do estroma. Foi possivel observar uma maior intensidade de marcagéo do TGF-
Bl e do TGFBRI no citoplasma do epitélio glandular de glandulas dilatadas ou em focos
fibroticos. Verificou-se uma diminui¢éo da intensidade da marcacéo do TGF-31 e do TGF@RI
em D30 e D60 mas ndo em todas as éguas. A expressao do TGFBRII ndo sofreu alteracdes
apoés o tratamento com BM-MSCs. Neste trabalho n&o foi possivel detetar um efeito claro
das BM-MSCs autllogas transplantadas no endométrio de éguas com endometrose na

expressao da citocina pro-fibrotica TGF-B1 e dos seus recetores.

Palavras-chave: TGF-B1, células estaminais mesenquimatosas, endometrose equina,
imunohistoquimica



Abstract — Effects of the therapy with mesenchymal stem cells derived from
bone marrow in the expression of the pro-fibrotic cytokine TGF-B1 in the
endometrium of mares with endometrosis

Equine endometrosis is a chronic, progressive, degenerative disease responsible for
glandular changes and fibrosis in the endometrium of the mare. It is a main cause of infertility
in mares and currently there is no effective treatment. Transforming Growth Factor 1 (TGF-
B1) is a cytokine that performs many cell functions in several cell types, including growth
control, cell proliferation and differentiation and apoptosis. However, when the tissue
homeostasis is disturbed by some injury, TGF-B1 increases recruitment, proliferation and
differentiation of fibroblasts into myofibroblasts and the production of extracellular matrix
components, leading to fibrosis. TGF-B1 is considered a major factor responsible for the
process of fibrosis in the tissues. New therapies are being investigated and cell therapy is
considered one of the best candidates for fibrosis. Mesenchymal stem cells (MSCs) release
various bioactive molecules, some of which modulate the inflammatory response while
others contribute for remodeling and regeneration of a damaged tissue. Their
immunomodulatory effects and ability to act on pro-fibrotic factors such as the pathway of
transforming growth factor 1 have been highlighted in preclinical and clinical studies. The
aim of this study was to evaluate the expression of TGF-B1 and its receptors after infusion of
autologous mesenchymal stem cells derived from bone marrow (BM-MSCs) in the
endometrium of 7 mares with endometrosis. 8x10° cells per mare were transplanted into the
endometrium and uterine biopsies were collected before treatment (D0O) and thirty days (D30)
and sixty (D60) days post treatment. The analysis of the expression of TGF-f1 and its
receptors was evaluated by immunohistochemistry. We expected a decrease in TGF-1
expression thirty (D30) and sixty (D60) days after the transplantation of bone marrow derived
mesenchymal stem cells in the endometrium. The TGF-f1 and TGFBRI showed a similar
immunostaining pattern. It was found in all mares mainly in the cytoplasm of the glandular
epithelium and endothelium. The immunostaining of TGFBRIlI was found mainly in stromal
cells and cilia of the glands. It is possible to observe a stronger immunostaining intensity of
TGF-B1 and TGFBRI in the cytoplasm of the glandular epithelium of dilated glands or glands
located in fibrotic foci. There was a decrease in the intensity of TGF-B1 and TGFBRI at D30
and D60 but not in all mares. The expression of TGFBRII did not change after treatment with
BM-MSCs. In this work we could not detect a clear effect of autologous BM-MSCs
transplanted into the endometrium of mares with endometrosis in the expression of the pro-
fibrotic cytokine TGF-B1 and its receptors TGFBRI and TGFBRII.

Keywords: TGF-$1, mesenchymal stem cells, equine endometrosis, imunohistochemestry
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Parte | - Descricdo das atividades desenvolvidas durante o estagio

1. Estagio curricular

O estagio curricular teve lugar no departamento de Fisiopatologia da Reproduc¢éo da clinica
de grandes animais da Faculdade de Ciéncias Veterinarias da Universidade Nacional do
Centro da Provincia de Buenos Aires (UNCPBA) em Tandil, Argentina, de 1 de Setembro a
20 de Dezembro de 2014 sob a orientagédo da Professora Elida Fumuso.

A Faculdade de Ciéncias Veterinarias da Universidade Nacional do Centro da Provincia de
Buenos Aires foi fundada em 1969 e é uma das 13 faculdades de Veterinaria do pais. O
hospital de grandes animais foi inaugurado no dia 15 de Agosto de 2012. Este novo edificio
com cerca de 450m? conta com um bloco cir(irgico, equipamento de anestesia volatil, box de
inducdo e recuperacdo anestésica, boxes, laboratérios, equipamento de radiografia e
ecografia, mangas e varios animais a campo: bovinos, éguas gestantes, éguas vazias e
garanhdes.

Um dos objetivos do estagio foi aumentar o conhecimento e competéncias na area de
reproducdo equina, aproveitando assim a época reprodutiva do hemisfério sul. Durante todo
o0 estagio tive a oportunidade de acompanhar e colaborar em dois projectos de investigacao:
“Efecto de la dexametasona como modulador de la respuesta de fase aguda post-servicio de
la yegua”, e “Aspectos Basicos del envejecimiento y su impacto sobre el sistema
reproductivo de la yegua”, de Sofia Cantatore e Cecilia Redolatti, respectivamente, duas
alunas de doutoramento com quem passei a maior parte do tempo. Ambos os projectos
requerem a recolha de varias bidpsias de endométrio de grupos de éguas de diferentes
idades e em diferentes fases do ciclo éstrico. Para isso foram utilizadas algumas das éguas
da faculdade, com idades entre 18 e 25 anos. O trabalho incluiu um controlo reprodutivo das
éguas para avaliar o momento ideal para inseminacdo artificial ou recolha de bidpsia
endometrial, sendo assim possivel praticar palpagfes rectais, ecografias transrectais para
avaliar o sistema reprodutivo da égua e a fase do ciclo éstrico, inseminagfes artificiais,
recolha de biopsias endometriais, uma vez que para ambos 0s projectos eram necessarias
varias amostras endometriais, citologias uterinas com lavagem de baixo volume e
vulvoplastias de Caslick. Foi ainda possivel auxiliar em todo o maneio envolvido na
conducdo das éguas até a manga, alimentacdo, colheita de sangue, recolha de amostras
fecais para pesquisa de parasitas e desparasitacdes internas.

A Faculdade de Ciéncias Veterinarias possui também uma parceria com o Haras “General
Lavalle”, que foi fundado em 1935 e pertence ao exército argentino. E um haras com cerca
de 2000 hectares e que cria principalmente cavalos da raga “Silla Argentino” para polo e

para salto, tendo atualmente cerca de 200 éguas reprodutoras. Como ambos os projetos
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necessitavam de amostras de endométrio de éguas de outras faixas etarias, o haras
disponibilizou amavelmente algumas das suas éguas. Assim, tivemos a oportunidade, por
diversas vezes, de visitar o haras e ajudar no maneio e conducdo da eguada e dos poldros
até a manga, praticar mais palpacfes rectais e ecografias transrectais para o controlo
reprodutivo das éguas, diagnosticos de gestacdo, drenagem de abcessos e limpeza de
feridas em poldros, desinfecdo de umbigos, colheitas de sangue, desparasitacfes externas
e naturalmente, a recolha de biépsias endometriais de determinadas éguas. Os dias
passados no haras foram uma experiencia muito boa e gratificante, foi possivel envolver-me
totalmente na rotina do haras, praticar e aprender bastante, sempre com muito apoio e boa
disposicao.

Por dltimo, estando o departamento de Fisiopatologia da Reprodugéo integrado no hospital
de grandes animais, foi possivel acompanhar alguns casos do hospital durante todo o tempo
do estagio: uma cirurgia a célica por encarceramento do ligamento nefro-esplénico, uma
poldra com isoeritrlise neonatal, cirurgia a poldro com uraco persistente, tratamento de
tendinite com plasma rico em plaquetas, castracdo de dois cavalos criptorquideos e limpeza
e tratamento de diversas feridas.

Durante este estagio foram-me cedidos cortes histolégicos de bidpsias endometriais do
projeto “Stem Cell”, um projeto que a Faculdade de Ciéncias Veterinarias da Universidade
Nacional do Centro da Provincia de Buenos Aires tem em parceria com a Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Botucatu, Brasil. Estas bidépsias de endométrio
foram recolhidas antes e depois de um tratamento com células estaminais
mesenquimatosas em uteros de éguas com endometrose e na Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Lisboa foi desenvolvido o trabalho que constituiu a base

desta dissertagdo de mestrado integrado.

2. Estéagios extracurriculares

Fiz dois estagios extracurriculares em dois lugares distintos:

Anglesey Lodge Equine Hospital: O estagio no Anglesey Lodge Equine Hospital teve a
duracdo de 6 semanas (de 11 de Fevereiro a 22 de Margo). O Anglesey Lodge Equine
Hospital € um hospital de referéncia em Kildare, uma das maiores e mais importantes areas
de corridas e criagdo do Puro Sangue Inglés na Irlanda. Durante este estagio foi possivel
acompanhar inmeros casos: diagnoéstico de claudicagdes, assistir ao exame radiografico e
ecogréfico dos membros, ecocardiografias, colheitas trans-traqueais assépticas e lavado
bronco-alveolar, gastroscopias, endoscopias respiratdrias dindmicas, varios casos de colica,
uma cirurgia a tor¢éo de célon pés parto, duas cesarianas, lavagens articulares e também

inimeros casos de neonatologia como asfixia perinatal, diarreias, correcdes de
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deformidades contracturais, monitorizacéo de IgG, transfusGes de plasma e uma cirurgia ao
uraco persistente. Embora na maior parte dos casos s6 tenha sido possivel assistir, foi sem
davida uma boa experiéncia para aumentar os conhecimentos de clinica e principalmente de

neonatologia devido ao grande numero e variedade de casos.

Keros: O Keros € um centro de inseminacao artificial e transferéncia de embribes de equinos
na Bélgica e um dos maiores da Europa. O estagio no Keros teve também a duracdo de 6
semanas (23 de Marco a 3 de Maio). O trabalho diério incluiu o controlo reprodutivo das
éguas receptoras por palpacao rectal e ecografia transrectal, lavagens uterinas as éguas
dadoras para recuperacdo de embrides, filtragem, pesquisa do embrido e assistir as
transferéncias de embribes. Foi também possivel fazer algumas inseminacdes artificiais,
vulvoplastias de Caslick e assistir a varios partos, assim como todo o maneio das éguas
receptoras, limpeza de feridas, tosquias e colheitas de sangue. Por ultimo, foi possivel
alimentar poldros orfaos, preparar éguas receptoras para a adop¢do de poldros orféos e
assistir a adopgodes. Este estagio foi uma 6ptima experiéncia para praticar aspectos basicos
de reprodugcdo equina como palpacdes e ecografias transrectais, inseminacoes,
vulvoplastias de Caslick e aprender sobre o maneio reprodutivo de éguas receptoras e

transferéncias de embrides.

3. Trabalho Cientifico

O trabalho cientifico decorreu no Laboratério de Fisiologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Lisboa com o apoio do Centro de Investigacdo
Interdisciplinar em Sanidade Animal (ClIISA) desde 11 de Maio de 2015. Foi durante este
periodo que foram desenvolvidas as técnicas e trabalho experimental que sdo a base desta
dissertacdo de Mestrado. O objetivo foi avaliar expresséo do Transforming Growth Factor 1
(TGF-B1) e dos seus recetores por imunohistoquimica nos cortes histologicos de endométrio
de éguas com endometrose trazidos da Argentina do projecto “Stem Cells” antes e depois
do tratamento com células estaminais. O trabalho laboratorial compreendeu a realiza¢do da
técnica de imunohistoquimica em varias laminas com cortes histologicos de bidpsias
endometriais, a avaliacdo da expressdo do TGF-B1 e dos seus recetores no endométrio
antes e depois da administracdo de células estaminais mesenquimatosas e a classificacdo
da fibrose endometrial das sete éguas. Esta parte crucial do trabalho foi também muito
desafiante e recompensadora, permitindo ganhar alguns conhecimentos de varias técnicas

laboratoriais.



Parte Il — Reviséo Bibliogréafica

1. O endométrio equino

O endométrio equino é constituido por duas partes, o epitélio luminal e a lamina propria, que
se estende desde a membrana basal do epitélio até ao miométrio (Figura 1) (Kenney, 1978).
Nao existe submucosa nem tecido muscular no endométrio (Kenney, 1978). O epitélio
luminal varia com a fase do ciclo éstrico e pode ir de cubico a cilindrico. Menos de metade
das células sao ciliadas. A lamina prépria € constituida por duas camadas com base na
densidade de células do estroma (Kenney, 1978): o estrato compacto, a seguir ao epitélio
luminal, que é caracterizado por uma densidade de células do estroma relativamente
elevada; e o estrato esponjoso, que tem uma densidade celular mais baixa, com muitas
fibras, criando assim uma aparéncia esponjosa. Na lamina prépria h4 numerosas glandulas
uterinas, que estdo ligadas a superficie luminal por ductos (Kenney, 1978). As glandulas
estendem-se e ramificam-se até ao estrato esponjoso (McKinnon, 2011). Assim, as
estruturas a observar numa biépsia endometrial incluem: o epitélio luminal, glandulas
endometriais organizadas em duas camadas distintas (0 estrato compacto perto da
superficie e o estrato esponjoso mais profundamente), estroma, vasos sanguineos, linfaticos
e nervos (Van Camp, 1988). Juntamente com o epitélio luminal, o epitélio glandular produz e
liberta secrec¢Bes bioldgicas complexas (histotrofo) que variam dependendo da fase do ciclo
e estado de gravidez (Schlafer, 2007). A diferenciagdo de um endométrio normal esta
dependente das alteragBes enddcrinas ciclicas e sazonais, que resultam numa alteracdo da
morfologia de todas as células epiteliais e do estroma dependendo da fase do ciclo éstrico
(Hoffmann et al., 2009a).

Os neutrofilos podem ser vistos no endométrio normal durante o estro dentro de vasos e na
superficie (Snider, Sepoy & Holyoak, 2011). No entanto, neutréfilos presentes no tecido ja
estdo relacionados com inflamacdo. Também podem ser vistos poucos linfécitos dispersos
no endométrio normal mas o seu aumento é considerado compativel com um processo
inflamatoério crénico (Snider et al.,, 2011). Os macrofagos, do mesmo modo, sao um
indicador de inflamacéo crénica. Alguns macréfagos contém ferro e sdo denominados
siderdcitos. A sua presenca pode indicar uma hemorragia prévia e podem ser vistos até sete
meses poés-parto (Snider et al., 2011). As células plasméticas ndo devem ser observadas no
endométrio normal pois a sua presenca € indicativa de um processo crénico em que
imunoglobulinas especificas estdo provavelmente a ser produzidas (Snider et al., 2011). Os
eosindfilos podem ser um indicador de alguns processos inflamatérios especificos, como
infecBes fungicas ou de outros processos, como pneumovagina (Kenney, 1978; Kenney &
Doig, 1986).
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Figura 1 Representacdo esquematica de uma secgdo transversal do Gtero da égua. Adaptado de
Kenney, 1978.

2. A endometrose na égua

2.1 Introducgéo

A endometrose é um processo inflamatério crénico e degenerativo, caracterizado pelo
desenvolvimento de fibrose no endométrio da égua (Kenney, 1992; Hoffmann et al.,
2009a,b). Esta doenca tem sido descrita como um processo progressivo que envolve o

desenvolvimento de fibrose periglandular e/ou no estroma do endométrio, além de
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alteracBes glandulares, como a dilatacdo quistica, atrofia ou hipertrofia das glandulas
(Kenney, 1978). Esta condicdo é uma das principais causas de subfertilidade/infertilidade
em éguas (Kenney, 1978), uma vez que na égua, o trofoblasto ndo é invasivo e as
secrecdes das glandulas uterinas s&o consideradas essenciais para a implantacdo do
embrido e para o desenvolvimento e sobrevivéncia fetal (Mambelli et al., 2014). As
secrecdes das glandulas endometriais de equinos, conhecidas como histotrofo ou leite
uterino, contém multiplas proteinas que séo essenciais para a sobrevivéncia, crescimento e
desenvolvimento do embrido nos estadios iniciais de gestacao, especialmente no periodo de
peri-implantacdo (Stewart, Gerstenberg, Suire & Allen, 2000; Suire, Stewart, Beauchamp &
Kennedy, 2001). O endométrio equino com endometrose parece ser incapaz de produzir
histotrofo suficiente, levando possivelmente a perda embrionaria em éguas (Hoffmann et al.,
2009b).

O reconhecimento da fibrose e da sua gravidade é importante em termos de diagnéstico e
prognostico e deve ser comunicado ao clinico, uma vez que a sua presenca é considerada

permanente e ndo susceptivel as modalidades terapéuticas atuais (Snider, et al., 2011).

2.2 Caracterizacdo da endometrose

A endometrose equina € geralmente observada em éguas mais velhas (com mais de 13
anos de idade) que tém uma histéria pregressa de dificuldade na concecao, apresentam
uma taxa de perda embrionaria ou fetal mais elevada e parecem ter um aumento da
susceptibilidade a infec¢cbes (Ricketts & Alonso, 1991). A endometrose na égua €
caracterizada por fibrose periglandular ativa ou inativa e/ou fibrose no estroma do
endométrio, incluindo alterac6es glandulares dentro dos focos fibréticos (Hoffman et al.,
2009a). Glandulas individuais e/ou ninhos glandulares podem ser afetados (Kenney, 1978;
Hoffman et al., 2009a). O grau de endometrose aumenta com a idade da égua mas nédo ha
relacdo com o numero de partos anteriores (Hoffmann et al., 2009b; Lehmann et al., 2011,
Aresu et al., 2012). Os primeiros sinais de endometrose sdo uma diferenciagdo morfolégica
e funcional atipica de células do estroma periglandular. As células do estroma periglandular
apresentam-se grandes e poligonais e sintetizam fibras de colagénio (Hoffmann et al.,
2009b). Em estados mais avancados de fibrose, predominam células do estroma
metabodlicamente ativas ou inativas sem sinais de sintese de colagénio, bem como
miofibroblastos (Hoffmann et al., 2009b). As mudancgas estruturais no endométrio incluem a
proliferacédo focal progressiva das glandulas uterinas concentradas em ninhos glandulares
rodeados por numerosas camadas de tecido fibroso, que aumentam a medida que o
processo avanga (Buczkowska, Kozdrowski, Nowak, Ras & Mrowiec, 2014). Dentro dos

ninhos desenvolvem-se quistos glandulares, enquanto o nimero de glandulas endometriais
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normais diminui (Buczkowska et al., 2014). Com base na morfologia das células envolvidas,
pode ser observada uma diferenciacdo ativa ou inativa (Hoffmann et al., 2009b). Os
fibroblastos ativos estdo envolvidos na sintese de moléculas (Junqueira & Carneiro, 2008).
Sao células extremamente ativas metabolicamente, sendo capazes de sintetizar e segregar
a maioria dos componentes da matriz extracelular, incluindo colagénio, proteoglicanos,
tenascina, fibronectina e laminina (McAnulty, 2007). Por essa razdo possuem uma maior
quantidade de mitocéndrias, gotas lipidicas, complexo de Golgi e reticulo endoplasmético
rugoso do que os fibroblastos inativos, que se apresentam num estado de quiescéncia
(Junqueira & Carneiro, 2008). Consequentemente, é considerada endometrose ativa aquela
gue contém células do estroma metabolicamente ativas, com uma sintese ativa de colagénio
e deposicdo de matriz extracelular, enquanto que a endometrose inativa envolve células do
estroma metabolicamente inativas (Hoffmann et al., 2009a). Mais recentemente, a
endometrose foi também classificada como destrutiva ou néo-destrutiva (Hoffmann et al.,
2009a,b). Enquanto a endometrose ndo destrutiva € caracterizada por alteragdes ligeiras do
epitélio glandular, as glandulas na endometrose destrutiva mostram sinais de
degenerescéncia epitelial extensa com uma perda da arquitectura glandular normal
(Hoffmann et al., 2003). Uma expressao epitelial acentuada de vimentina, acumulagdo
excessiva de matriz extracelular, dilatagdes quisticas das glandulas e destruicdo dessas
glandulas sao também caracteristicas tipicas da endometrose destrutiva (Hoffmann et al.,

2009a). As caracteristicas morfolégicas destes grupos encontram-se descritas na Tabela 1.

Tipos de . _ o o
Alteragdes histopatologicas do endométrio
endometrose

Glandulas envolvidas por vérias células do estroma, desordenadas,
Ativa mostrando uma diferenciacdo metabolicamente ativa com nucleos

ovoides hipocromaticos médios a grandes e um citoplasma palido.

N&o Ninhos glandulares envolvidos por células do estroma com uma
destrutiva | Inativa [diferenciagdo metabolicamente inativa, caracterizada por nucleos

fusiformes hipercomaticos e um citoplasma alongado.

Glandulas envolvidas por células do estroma apresentando uma

Mista diferenciacdo metabolicamente ativa e inativa (50% cada)
Glandulas envolvidas por células do estroma metabolicamente
Al ativas além de uma aparéncia desordenada das diferentes
fhva camadas. Os fibroblastos s&o invasivos e penetram no limen da
Destrutiva glandula; séo visiveis células epiteliais degeneradas
nativa Glandulas envolvidas por células do estroma metabolicamente

inativas que estdo organizadas paralelamente ao eixo da glandula




z

adjacente; é visivel a destruicdo multifocal de células epiteliais

individuais e estase das secrec¢fes uterinas no lumen

Vi Glandulas envolvidas por células do estroma ativas e inativas que
Ista

penetram no epitélio glandular

Tabela 1 Tipos de endometrose e aspecto histopatolégico do endométrio. Adaptado de Lehmann et
al. 2011.

Deste modo, uma bidpsia que mostre mais do que 75% dos focos fibréticos pertencentes a
um destes grupos serd denominada endometrose "ativa", "inativa", " destrutiva" ou "nao
destrutiva” (Hoffmann et al., 2009b). Uma biopsia com propor¢gdes aproximadamente iguais
de células do estroma periglandular ativas e inativas € denominada endometrose "mista"
(Lehmann et al., 2011). Os varios tipos de endometrose representam diferentes fases do
processo fibrético. (Hoffmann et al., 2009a). O estado da fibrose pode ser avaliado pelo grau
(nimero de camadas periglandulares de fibrose) e pela frequéncia (nUmero de focos
fibroticos por campo linear) (Kenney & Doig, 1986).

Durante o processo de fibrose, a acumulacao de colagénio ocorre na maioria das vezes em
torno das glandulas ou associado a membrana basal do epitélio luminal (Kenney & Doig,
1986).

O padréo de secrecédo uterina de uteroglobina, uterocalina, calbindina e uteroferrina durante
a gestacao é importante para o apoio nutricional do feto e para a manutencdo da gestacdo
(Lehmann et al.,, 2011). Algumas glandulas endometriais presas nas éareas de fibrose
apresentam diferentes padr8es destas proteinas uterinas quando comparadas as glandulas
normais (Lehmann et al., 2011). Um padrdo de secrecdo de proteinas uterinas alterado &
provavelmente devido a uma estimulacdo paracrina alterada das glandulas por células do
estroma fibrotico adjacentes, a falta de controlo hormonal e/ou & destruicdo epitelial
progressiva (Hoffmann et al., 2009b).

Tanto as alteragBes enddcrinas sazonais como as alteragbes endodcrinas ciclicas néo
parecem ter influéncia sobre a atividade das células do estroma fibrético, em contraste com
as células do estroma ndo alteradas (Hoffmann et al., 2009a). Hoffmann et al. (2009)
descobriram uma diminuicdo significativa da expressdo dos recetores de estrogénio e
progesterona nas células do estroma fibrético em comparacado com as células do estroma
normal, o que se tornou uma das principais caracteristicas da endometrose. Assim, as
células do estroma fibrético com uma expressao inadequada dos recetores hormonais séo
incapazes de reagir a alteracdes enddcrinas e tornam-se independentes dos mecanismos
de controlo hormonais no utero (Hoffmann et al., 2009a) e adquirem dinamicas de

diferenciagdo especificas (Lehmann et al., 2011). Em relacdo aos recetores de estrogénio e



progesterona do epitélio glandular, a sua expressdo encontra-se ligeiramente aumentada
em focos de fibrose ativa ndo destrutiva e ligeiramente diminuida na endometrose inativa
ndo destrutiva (Lehmann et al., 2011). Além disso, assiste-se a uma diminui¢cdo acentuada
da expressao destes recetores na endometrose destrutiva (Hoffmann et al.,, 2009a). A
expressao diminuida dos recetores de estrogénio e progesterona do epitélio glandular na
fibrose destrutiva pode ser causada pela degenerescéncia epitelial (Lehmann et al., 2011).
Como resultado, a endometrose torna o endométrio inadequado para as suas funcgdes,
cruciais para a sobrevivéncia do jovem embrido, o que leva a perda precoce da gestacéo,
tornando esta condicdo patologica a principal causa de infertilidade na égua (Rebordao et
al., 2014).

2.3 Classificacédo de Kenney

A maioria das alteracdes degenerativas tipicas da endometrose s6 pode ser diagnosticada
através da avaliagéo histologica de uma bidpsia do endométrio (Kenney, 1978; Kenney and
Doig, 1986; Ricketts & Alonso, 1991; Schlafer, 2007; Snider et al., 2011; Aresu et al., 2012;
Buczkowska et al., 2014). Para prever a capacidade de uma égua conceber e levar uma
gestagdo a termo, Kenney (1978) desenvolveu uma classificacdo do endométrio com base
na aparéncia histolégica (glandulas, vasos sanguineos e linfaticos) e na magnitude de
alteracdes inflamatérias e fibrose. Actualmente, o sistema de classificacdo considerado o
padréo internacional é o sistema de Kenney-Doig modificado, publicado pela primeira vez
em 1986 (Tabela 2) (Snider et al., 2011).

: . o Taxa de partos
Categoria Caracteristicas principais
esperada (%)

Essencialmente normal; inflamacéo ou fibrose leve e
_ 80-90
dispersa

i Inflamacé&o ligeira e dispersa, fibrose reduzida; £0-80
a -
atrofia do endométrio no fim da época reprodutiva

IIb Inflamag&o moderada e dispersa; fibrose moderada 10-50

" AlteragBes graves e irreversiveis, incluindo fibrose e 10
inflamacéo

Tabela 2 Escala de Kenney-Doig, adaptada de Snider et al. (2011).



2.4 Mecanismos fisiopatolégicos da endometrose

Existem dois termos na literatura médica muito semelhantes: endometrose e endometriose
(Snider et al., 2011). A endometriose € definida como a implantacdo extra-uterina de tecido
do endométrio e esta descrita em mulheres (Bulun, 2009). Em contraste, endometrose,
como definida em equinos, foi introduzida por Kenney em 1992 como um termo geral para
substituir "endometrite crénica degenerativa " (Allen, 1993).

A endometrose é considerada uma doenca multifatorial (Aresu et al., 2012). A patogénese
da fibrose é regulada por interacbes numa rede delicada de citocinas pré-fibroticas,
componentes da matriz extracelular, células inflamatérias e hormonas (Atamas, 2002).

A fibrose comega como um processo normal de reparagéo dos tecidos (Usunier, Benderitter,
Tamarat & Chapel, 2014). Os tecidos normais podem ser danificados sob varias condigbes
por estimulos agudos ou cronicos. Na maioria dos casos, 0 processo de reparacao consiste
na substituicdo das células mortas e danificadas, restaurando assim a funcionalidade inata
do 6rgdo. A primeira etapa deste mecanismo, conhecida como a fase regenerativa,
corresponde a substituicdo das células danificadas por células do mesmo tipo, assegurando
assim a funcionalidade do érgao. Durante a segunda fase, conhecida como fibrose, o tecido
conjuntivo substitui o tecido do parénquima lesionado (Usunier et al.,, 2014). Os
miofibroblastos sao ativados a partir de varios precursores para reparar tecidos danificados
(Hinz, 2015a). A interacdo de fibroblastos, fibrocitos ou outras células residentes com o
microambiente pode induzir a sua diferenciacdo em miofibroblastos (Usunier et al., 2014).
Os miofibroblastos sao células que possuem a maioria das caracteristicas dos fibroblastos
mas contém uma maior quantidade de filamentos de actina e miosina, que s&o abundantes
em células musculares lisas, e estdo geralmente presentes na reparacdo das feridas
(Junqueira & Carneiro, 2008). Os miofibroblastos séo ativados em resposta a uma lesao do
tecido e a sua principal fungéo é reparar a matriz extracelular perdida ou danificada. S&o
células contracteis que contribuem para a contragéo da ferida apds a lesdo, o que faz parte
do processo de reparacdo normal e € crucial para restaurar a integridade do tecido (Hinz,
2015a). Produzem também grandes quantidades de colagénio I, o principal componente da
matriz extracelular (Ueha, Shand & Matsushima, 2012). Além disso, os miofibroblastos
podem afetar a composicdo e a quantidade de matriz extracelular através da secrecéo de
diferentes mediadores (Hoffmann et al., 2009a). Posteriormente, os miofibroblastos sofrem
normalmente apoptose apés a reparagdo bem-sucedida do tecido (Hinz, 2015a). A matriz
extracelular proviséria é degradada pelas metaloproteinases da matriz (MMPs, Matrix
Metalloproteinases), assim que a substituicdo total do tecido € alcancada. O equilibrio subtil

entre MMPs e seus inibidores, os inibidores tecidulares de metaloproteinases (TIMPs,
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Tissue Inhibitors of Metalloproteinases), controla a acumulacdo e degradacdo da matriz
extracelular ao longo do processo de reparacao (Usunier et al., 2014).

No entanto, uma desregulacdo do processo de reparacdo normal pode levar a ativacao
persistente dos miofibroblastos (Hinz, 2015a). No caso de uma infe¢do bacteriana, isquémia,
inflamag&o crbnica, stress mecéanico no tecido ou outros estimulos persistentes, inicia-se um
ciclo constante de ativagdo de miofibroblastos, levando & acumulacé@o excessiva de fibrose
(Usunier et al., 2014). Os miofibroblastos ativados também produzem quimiocinas para
recrutar células do sistema imunitario (macréfagos, células T e B, neutrdfilos e eosindfilos),
perpetuando a inflamagéo cronica. A matriz celular patolégica invade progressivamente o
tecido, tornando-se eventualmente numa cicatriz fibrética permanente. A fibrose pode levar
posteriormente ao mau funcionamento e faléncia do érgdo (Usunier et al., 2014).

Os processos de reparagdo do endométrio sdo semelhantes aos que ocorrem nos outros
tecidos e 6rgdos apds uma lesdo (Salamonsen, 2003). Os ramos glandulares do tecido
endometrial normal ndo sdo normalmente envolvidos por colagénio (Nielsen, 2013). No
entanto, o endométrio da égua, em resposta as bactérias ou a estimulos nao-infecciosos,
como 0 sémen que atinge o Utero, tem a particularidade de desenvolver fibrose (deposicéo
de colagénio) no estroma, levando a endometrose (Kenney, 1992; Hoffmann et al., 2009). A
partir de um certo ponto a fibrose continua a progredir mesmo depois do processo
inflamatério ter terminado, sendo pois a progressdo do processo fibrético depois de um
ponto critico independente da inflamacédo (Aresu et al., 2012). A associa¢cdo entre uma
infiltracdo inflamatdria no endométrio e o grau avancado de endometrose tem sido descrita
por diferentes autores (Kenney & Doig, 1986; Flores et al., 1995; Ferreira-Dias et al., 1994,
1999). No entanto, os mecanismos etiolégicos e fisiopatoldgicos envolvidos na fibrose
endometrial séo ainda controversos (Rebordéao et al., 2014).

Varios fatores tém sido propostos como potenciais indutores da endometrose.

2.4.1 NETs

Em resposta a estimulos inflamatérios, os neutréfilos (PMN) migram da circulacédo
sanguinea e sao recrutados para os locais de inflamacéo em diferentes tecidos. Eles sdo a
primeira linha de defesa contra as bactérias invasoras (Brinkmann, 2011). Logo apés a
inseminacédo, a inflamacéo fisiolégica do utero induzida pelo sémen e bactérias leva a um
recrutamento de PMN ao (tero da égua para resolver essa condi¢cdo (Reborddo et al.,
2014). Um novo paradigma da imunidade é que, além das func¢fes classicas dos PMN, a
libertacdo extracelular de enzimas liticas e fagocitose, eles tém também a capacidade de
libertar 0 seu DNA em resposta a estimulos infecciosos e de formar redes extracelulares de

neutrofilos (NETS; neutrophil extracellular traps) (Brinkmann et al., 2004; Neeli et al., 2009).
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As NETs consistem em grandes complexos de moléculas de DNA associadas que
transportam proteinas citoplasmaticas e nucleares que aprisionam e eliminam bactérias no
local da infecdo (Logters et al., 2009).

Cada uma dessas proteinas possui fortes propriedades antimicrobianas e/ou
imunomoduladoras que estdo envolvidas em respostas pro-inflamatérias e antimicrobianas,
tais como a mieloperoxidase, elastase, histona e catepsina G, entre outras (Fuchs et al.,
2007; Logters et al., 2009;. Brinkmann & Zychlinsky, 2012). No entanto, estas moléculas
podem também contribuir para a lesdo dos tecidos inflamados (LOgters et al., 2009).
Reborddo et al. (2014) mostraram que as estirpes bacterianas ndo encapsuladas de S.
zooepidemicus, Escherichia coli ou Staphylococcus capitis, conhecidas por causar
endometrite em éguas, foram capazes de induzir a libertagdo de NETs in vitro por PMN de
equinos em diferentes extensGes. Eguas com endometrite causada por E. coli e/ou S.
zooepidemicus apresentaram também a presencga de NETs no Utero (Rebord&o et al., 2014).
Enquanto os PMN desempenham um papel desejavel no controlo da infegdo por serem a
primeira linha de defesa imunitaria, podem também ter um efeito prejudicial sobre o Gtero
através da libertacdo de moléculas que podem danificar ainda mais os tecidos inflamados
circundantes e que podem contribuir para o desenvolvimento de fibrose (Logters et al., 2009;
Marcos et al., 2010). Assim, os papéis opostos das NETs explicam a sua capacidade para
eliminar as bactérias no local da infecdo no endométrio equino, enquanto por outro lado
também podem induzir a libertacdo de moléculas nocivas para o endométrio, levando a
endometrose (Rebordéo et al., 2014).

2.4.2 Citocinas

As células alteradas segregam mediadores inflamatoérios que levam a ativacdo plaquetaria
gue por sua vez provoca a libertagdo de varios mediadores, incluindo fatores vasoativos,
citocinas e quimiocinas, que possibiltam o recrutamento de leucécitos, que também
produzem citocinas e quimiocinas que irdo estimular as células endoteliais necessérias a
neovascularizagdo (Usunier et al., 2014). Varios fatores de crescimento e citocinas
segregadas por células inflamatérias estdo envolvidos em processos inflamatérios e fibrose
em todos os tecidos do corpo (Wynn & Ramalingam, 2012). A ativacdo temporaria das
células do estroma fibrético, que pode ser observada ap6s uma endometrite induzida
experimentalmente, € possivelmente causada por fatores de crescimento pro-fibroticos e
citocinas libertados por células inflamatérias (Munson et al., 1995; Lee et al., 2001; Atamas,
2002). Esta bem estabelecido que as citocinas regulam a fibrose através de um efeito duplo,
por estimulacdo da proliferacdo de fibroblastos e da producdo de colagénio (Atamas, 2002).
Em tecidos inflamados, uma rede complexa de citocinas pro-fibréticas interage com a matriz

extracelular, com os fibroblastos e com outras células para regular a deposicao de colagénio
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(Atamas, 2002). O Transforming Growth Factor B1 (TGF-B1) é considerado a principal
citocina pro-fibrética que intervém na resposta inflamatoria, uma vez que causa a producao
excessiva de matriz extracelular, aumenta a sintese de TIMPs, diminui a sintese de
proteases e induz a diferenciagao de fibroblastos em miofibroblastos (Grainger, 2007; Hinz,
2007; Leask & Abraham, 2004; Ruiz-Ortega et al., 2007; Taipale et al., 1998).

A inflamacao do endométrio ou infe¢Bes recorrentes podem contribuir para a patogénese da
fibrose. Este processo € provavelmente mediado pela acdo dos constituintes das NETs
libertados pelos PMN e pelas citocinas pro-fibroticas, entre outros fatores. Compreender a
complexidade dos mecanismos de fibrose é vital para a identificacdo de potenciais alvos
moleculares para futuras intervencfes farmacolégicas na prevencdo e tratamento da

endometrose na égua (Rebordao et al., 2014).

3. TGFB

O fator TGF-B é uma citocina da super-familia TGF-, que além do TGF-B inclui outras
citocinas tais como proteinas morfogénicas 6sseas, inibinas e activinas e a hormona anti-
milleriana (Moustakas & Heldin, 2009). Os mamiferos tém trés formas diferentes de TGF-3
(TGF-B1, -B2, e -B3), sendo cada uma delas amplamente expressa em todo o organismo
(Annes, Munger & Rifkin, 2003).

Todas as trés isoformas iniciam os seus efeitos celulares utilizando os mesmos recetores
com elevada afinidade para as mesmas na superficie das células, os recetores TGF-p tipo |
e tipo Il (TGFBRI e TGFBRII). No entanto, apesar da utilizagdo comum dos recetores, as
isoformas tém funcdes bioldgicas diferentes (Sakai & Tager, 2013). O efeito do TGF-B nas
células depende nédo s6 do tipo de célula e do seu estado de diferenciacdo, mas também do
conjunto de citocinas presentes no meio (Letterio & Roberts, 1992).

O TGF-B controla o crescimento de tecidos e a morfogénese durante o desenvolvimento
embrionario e a angiogénese (Siegel & Massague, 2003; ten Dijke & Arthur, 2007). Em
tecidos adultos, o TGF-B assegura a homeostase dos tecidos através do controlo da
proliferagcdo de células epiteliais, células endoteliais, células do sistema imunitario e
fibroblastos (Feng & Derynck, 2005; ten Dijke & Arthur, 2007; Wakefield & Stuelten, 2007).
Todas as isoformas do TGF-B tém efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores e estéo
envolvidas em processos como a regulacdo da matriz extracelular mas também tém
multiplos efeitos pro-fibréticos e desempenham um papel central na cicatrizagéo de feridas e

na reparacdo de tecidos. O equilibrio dessas agfes € necessario para a manutengdo da
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homeostase dos tecidos (Branton & Kopp, 1999; Gressner, Weiskirchen, Breitkopf & Dooley,
2002).

31 TGFp-1

O TGF-B1 realiza muitas fungdes celulares em varios tipos de células, incluindo o controlo
do crescimento, proliferacéo e diferenciacéo celular e apoptose (Gressner et al., 2002).

E encontrado em todos os tecidos mas é particularmente abundante nos ossos, pulm&o, rim
e tecido placentario. O TGF-B1 é produzido por quase todos os tipos de células do
parénquima, incluindo fibroblastos, e também é produzido por células inflamatdérias, tais
como linfécitos, mondcitos/macréfagos, células dendriticas e plaquetas (Branton & Kopp,
1999) e controla a diferenciacéo, proliferacéo, e estado de ativacdo destas células (Letterio
& Roberts, 1998). Posteriormente a uma lesdo ou inflamacéo, todas estas células séo fontes
potenciais de TGF-f1 (Branton & Kopp, 1999).

A sua expressdo pode atuar de forma pardcrina ou autdcrina, uma vez que algumas das
células que segregam TGF-31 também tém recetores para esta citocina (Letterio & Roberts,
1998). O TGF-B1 pode promover um gradiente quimiotatico de leucdcitos e outras células
gue participam na resposta inflamatéria e inibi-las depois de se tornarem ativas (Letterio &
Roberts, 1998).

TGF-B1 regula a expressdo de muitas proteinas da matriz extracelular. No animal adulto, a
remodelacdo e degradacao das proteinas da matriz estdo em equilibrio, controladas pelas
acOes celulares do TGF-B1 e outras citocinas. O TGF-B1 desempenha um papel central
neste equilibrio, estimulando a expressdo de componentes da matriz como a fibronectina,
colagénios e proteoglicanos (Branton & Kopp, 1999). A libertacdo e ativacdo do TGF-B1
estimula a producao de varias proteinas da matriz extracelular e inibe a sua degradacdo
(Branton & Kopp, 1999). Quando a homeostase do tecido é perturbada, o TGF-f1 aumenta
o recrutamento, proliferacédo e diferenciagéo de fibroblastos em miofibroblastos e a producéo
de componentes da matriz extracelular (Sheppard, 2006). Estas ac¢fes do TGF-f1
contribuem para a reparacdo de tecidos, que em circunstancias ideais conduzem ao
restabelecimento da arquitectura do tecido normal e que pode envolver um componente de
tecido fibroso (Branton & Kopp, 1999). No entanto, a expresséo excessiva de TGF-B1 e a
subsequente desregulacdo das suas func¢des contribui para um aumento patolégico de
fiborose num tecido que pode comprometer a fun¢cdo normal dos oOrgdos (Verrecchia &
Mauviel, 2007). A desregulagéo das suas fun¢des contribui também para o desenvolvimento
de neoplasias, doengas autoimunes e vasculares (Blobe et al., 2000; van Bezooijen et al.,
2007). Atualmente o TGF-B1 é considerado um dos principais indutores de fibrose, muitas

vezes associado a doencas inflamatdrias cronicas em varios 6rgdos, como a nefropatia
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diabética, fibrose induzida por radiacdo, cirrose hepatica, fibrose renal e fibrose pulmonar
idiopética (Pohlers et al., 2009).

3.2 Sintese e libertagdo do TGF-81

O TGF-B1 é segregado como parte de um Large Latent Complex (LLC) que é armazenado
na matriz extracelular e na superficie de algumas células, e que necessita de ser ativado
extracelularmente para exercer qualquer um dos seus diversos efeitos bioldégicos (Munger et
al., 1997; Sheppard, 2015).

Depois de ser sintetizado, o homodimero TGF-B1 interage com um Latency Associated
Peptide (LAP) para formar um complexo designado por Small Latent Complex (SLC). Este
complexo permanece na célula até ser ligado a outra proteina denominada Latent TGF-f3-
Binding Protein (LTBP), formando um complexo maior designado por Large Latent Complex
(LLC). E 0 LLC que ¢ segregado para a matriz extracelular (Rifkin, 2005). A ligagéo do TGF-
B1 a LTBP ocorre através da ponte de dissulfureto que permite que ele permaneca inativo,
impedindo-o de se ligar aos seus recetores celulares (Annes et al., 2003). ApGs a sua
secrecdo, permanece na matriz extracelular como um complexo inativo contendo a LTBP e
a LAP, que necessitam ser processadas de modo a libertar o TGF-B1 (Annes et al., 2003).
Consequentemente, existe um grande conjunto de TGF-B1 inativo no meio extracelular
(Usunier et al., 2014).

TGF-B1 é unico entre os fatores de crescimento armazenados na matriz extracelular por
usar LTBPs e por exigir a libertacéo extracelular do seu pré-peptideo protetor para promover
a sinalizagéo celular (Hinz, 2015b). O complexo inativo desta citocina possibilita uma
adequada mediacdo da sinalizacdo de TGF-B1, dado que os diferentes mecanismos

celulares exigem niveis diferentes de sinalizagdo de TGF-f1 (Annes et al., 2003)

3.3 Ativacéo do TGF-B1

A ativagdo do TGF-B1 requer a sua libertagcdo do LAP e da LTBP no LLC. Este processo
envolve a sua libertacao do Large Latent Complex (LLC) na matriz onde esta ligado seguido
por uma mudanca conformacional ou protedlise do Latency Associated Peptide (LAP) para
libertar o TGF-B1 para os seus recetores (Taylor, 2009).

O TGF-Bl latente é convertido na sua forma biologicamente ativa através de Varios
mecanismos, que diferem de acordo com o tipo de célula e do contexto fisiolégico (Wipff &
Hinz, 2008). A clivagem proteolitica parece ser o0 mecanismo celular mais proeminente de
ativacdo do TGF-B1 latente (Annes et al., 2003). A clivagem proteolitica de LLC e libertacdo
do TGF-Bl1 ativo é realizada pela Bone Morphogenetic Protein 1 (BMP-1), por uma
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variedade de MMPs, incluindo a MMP-2, MMP-3, MMP-9, e MMP-13, pela plasmina,
trombina, elastase e por catepsina (Wipff & Hinz, 2008). Também a trombospondina ativa o
TGF-B1 em tecidos lesionados (Kopp & Branton, 1999).

Mais recentemente, tem sido demonstrado que as integrinas ligam-se e em muitos casos
ativam o TGF-B1 latente, particularmente em condigbes de inflamacao e fibrose (Henderson
et al.,, 2013). As integrinas sdo proteinas recetoras presentes na superficie das células
(Junqueira & Carneiro, 2008). Sao extremamente importantes porque sao as principais
proteinas recetoras que as células utilizam para se ligarem e responderem a matriz
extracelular (Alberts et al., 2002). S&o responsaveis pela ligacdo a maioria das proteinas da
matriz extracelular, incluindo colagénio, fibronectina e lamininas (Alberts et al., 2002). As
integrinas sdo constituidas por duas subunidades a e B, que se emparelham para formar
heterodimeros. Ha 18a e 8@ subunidades conhecidas que se combinam para formar pelo
menos 24 heterodimeros distintos (Hynes, 2002). Elas podem mediar a fixag&do das células a
matriz extracelular mas também participam nas interagdes especializadas de célula-célula
(Barczyk, Carracedo & Gullberg, 2009). Uma célula pode regular a atividade das suas
integrinas a partir do seu interior. As integrinas também funcionam como transdutores de
sinal, ativando varias vias de sinalizagdo intracelular, quando ativadas por ligagbes da
matriz. As integrinas e os recetores de sinaliza¢cdo convencionais geralmente cooperam para
causar o crescimento, sobrevivéncia e proliferagéo celular (Alberts et al., 2002).

A informacé&o disponivel atualmente apresenta pelo menos dois mecanismos distintos sobre
como as integrinas podem participar na ativagdo de TGF-B1. No primeiro mecanismo, as
integrinas servem como um local de fixacdo comum do TGF-31 latente e das suas proteases
de ativacdo, permitindo que a acdo proteolitica das proteases ative o TGF-B1 (Wipff & Hinz,
2008).

O segundo mecanismo € independente de qualquer acédo proteolitica e envolve forcas de
tracao que sdo diretamente transmitidas ao LLC através da ligacao da integrina. A alteracéo
conformacional resultante no LLC liberta o TGF-B1 e apresenta-o ao seu recetor (Figura 2).
Ambos 0s mecanismos ndao sdo mutuamente exclusivos e é possivel que as células possam

utilizar os dois mecanismos simultaneamente (Wipff & Hinz, 2008).
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Figura 2 Um modelo da ativacdo mecéanica do TGF-B1 latente. O TGF-B1 latente € armazenado na
matriz extracelular em conjunto com a Latent TGF- Binding Protein (LTBP). A for¢a de contragéo
celular mediada por actina/miosina é transmitida pelas integrinas ao seu local de ligacdo no Latency
Associated Peptide (LAP) e induz uma mudanga de conformagéo que liberta o TGF-$1. Adaptado de
Hinz, 2015

A primeira integrina a ser identificada como uma ativadora de TGF-B1 foi av6 (Munger et
al., 1999). A expressao de av36 é restrita ao epitélio e na maior parte dos epitélios esta

integrina € normalmente expressa em niveis baixos (Breuss et al., 1993). Em resposta a
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lesBes ou a inflamagéo, a expressao de avB6 aumenta (Breuss et al., 1995; Miller, Barnett,
Sheppard, & Hyde, 2001).

TGF-B1 pode ser ativado in vitro por, pelo menos, quatro das integrinas contendo av (avp3,
avp5, av6, avp8) (Coward, Saini & Jenkins, 2010). Mas nem todas as integrinas que se
ligam ao Latency Associated Peptide (LAP) ativam o TGF-B1 latente e o tipo de integrina
expressa sobre a superficie celular pode determinar o mecanismo de ativacdo do TGF-31
latente (Wipff & Hinz, 2008).

Num trabalho sobre fibrose pulmonar, Sakai & Tager (2013) referem que a ativagdo ndo
proteolitica do TGF-B1 pelas integrinas das células epiteliais e a apresentacdo do TGF-B1
ativo aos fibroblastos parece ser fundamentalmente devida a lesGes recorrentes e/ou nao

resolvidas do epitélio alveolar (Figura 3).
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Figura 3 As interagcGes entre o epitélio e os fibroblastos levam a progressao da fibrose pulmonar
idiopatica. Os estimulos ambientais inicialmente lesionam as células epiteliais alveolares, induzindo a
sua apoptose e producdo e/ou ativacdo de mediadores pré-fibréticos, incluindo TGF-g1. O TGF-f1
direcciona a migracdo, proliferacdo, ativacdo e diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos,
resultando na acumulacédo de miofibroblastos e de matriz extracelular no pulméo. Adaptado de Sakai
& Tager, 2013

Assim, o epitélio alveolar danificado pode ser responsavel pela fibrose ativa, levando a
ativacdo e acumulacao de fibroblastos. A capacidade das células epiteliais lesionadas de
afetar o comportamento dos fibroblastos locais de uma forma paracrina foi demonstrada por
experiéncias in vitro. Nestas experiéncias, a lesdo mecanica das células epiteliais induziu a
expressao de a-actina do musculo liso (a-SMA, a -Smooth Muscle Actin) e colagénio tipo | e
Il por fibroblastos, através da estimulacdo da ativacdo de TGF-B1 na matriz extracelular
(Sakai & Tager, 2013).

Outros agentes podem induzir a ativacdo do TGF-B1 como radiacdes ionizantes (Ehrhart,
Segarini, Tsang, Carroll & Barcellos-Hoff, 1997). Posteriormente, a acumulacdo de matriz
extracelular no tecido, a morte de células endoteliais e 0 aumento dos niveis de espécies
reativas de oxigénio e azoto (ROS e RNS, respectivamente) resultam em hipoxia e stress
oxidativo durante a fibrose, o que leva a um aumento da apoptose celular e ativacdo de
TGF-B1 (Usunier et al., 2014). A libertacdo de TGF-B1 contribui também para o
recrutamento de neutréfilos, macréfagos e fibroblastos, que por sua vez libertam mais TGF-
B1 (Wahl et al., 1987).

3.4 Efeitos do TGF-B1

Uma vez libertado dos seus complexos latentes, o TGF-f interage com os seus recetores
expressos por fibroblastos para induzir varios comportamentos proé-fibroticos (Sakai & Tager,
2013). O TGF-B1 ativo liga-se inicialmente ao recetor TGF- tipo Il (TGFBRII) que fosforila e
heterodimeriza com o recetor TGF-$ tipo | (TGFBRI) para formar um complexo ligando-
receptor ativo. Este complexo inicia respostas pro-fibréticos em fibroblastos (Sakai & Tager,
2013). A sinalizacdo do TGFBRI ativo para o nucleo ocorre principalmente por fosforilagao
de mediadores citoplasmaticos de proteinas que pertencem a familia Smad (Feng &
Derynck, 2005). Uma vez no nulcleo, as proteinas Smad ativam a transcricdo de varios
genes, incluindo genes que codificam membros da matriz extracelular, principalmente
colagénios (Verrecchia & Mauviel, 2007). O TGF-f1 aumenta também a expressdo de

TIMPs e diminui a expressao e atividade de MMPs (Barrientos, Stojadinovic, Golinko, Brem
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& Tomic-Canic, 2008). O TGF-B1 estimula fortemente a biossintese de colagénio de tipo I,
fibronectina e proteoglicanos, enquanto inibe a expressao de proteases, como a colagenase
e transina e aumenta a expresséo de inibidores de protease, como o inibidor do ativador de
plasminogénio (Raghow, 1991; Jang et al., 2015). TGF-B1 contribui assim para aumentar a
sintese de proteinas da matriz e diminuir a degradacao dessas proteinas, resultando em
fibrose tecidual (Kopp & Branton, 1999).

A ligacdo do TGF-B1 aos seus recetores induz também a ativagdo de uma cascata de
sinalizagdo que conduz a proliferacdo de células pro-fibréticas e ativa também a
diferenciacdo de fibrocitos em fibroblastos (Usunier et al., 2014). Os fibroblastos sintetizam
as proteinas colagénio e elastina, glicosaminoglicanos, proteoglicanos e glicoproteinas
multiadesivas que fazem parte da matriz extracelular. S&o células com intensa atividade de
sintese e estdo também envolvidas na producgédo de fatores de crescimento que controlam a
proliferacéo e diferenciagéo celular (Junqueira & Carneiro, 2008). TGF-B1 parece aumentar
marcadamente a capacidade de os fibroblastos produzirem colagénio (Branton & Kopp,
1999). O TGF-B1 aumenta o recrutamento, proliferacdo e diferenciacao de fibroblastos em
miofibroblastos (Sheppard, 2006). As alteragfes estruturais das categorias de endométrio llb
e lll séo altamente sugestivas da transformacéo de fibroblastos em miofibroblastos durante
o desenvolvimento da fibrose periglandular equina (Ganjam & Evans, 2006). Um aumento
local de TGF-B1 num tecido tem sido proposto como um acontecimento critico na iniciacao e
progressao da fibrose nos tecidos (Weber and Brilla, 1991; Ou et al., 1996; Sun et al., 1997).
A concentracdo de TGF-B1 no tecido endometrial aumenta proporcionalmente com o grau
de gravidade da fibrose periglandular endometrial e sugere um papel desta citocina

fibrogénica na progressao da fibrose periglandular equina (Sun et al., 1997).

4. Células estaminais

4.1 Introducéo as células estaminais e a medicina regenerativa

As células estaminais sao células indiferenciadas comuns a todos 0s organismos
multicelulares que retém a capacidade de se autorrenovar, passando por humerosos ciclos
de divisdo celular ao longo da vida do individuo mantendo o estado indiferenciado, podendo
ser diferenciadas em diversos tipos de células maduras e dar origem a varios tipos de
células de diferentes tecidos, substituindo células que morrem ou que se perdem (Avasthi,
Srivastava, Singh & Srivastava, 2008). Elas séo consideradas as progenitoras de mais de
200 tipos de células presentes no corpo do adulto (Avasthi et al., 2008).

As células estaminais asseguram a sua autorenovacdo utilizando dois tipos de divisdo
celular: a diviséo celular simétrica e assimétrica (Figura 4). Durante a divisao simétrica, cada

uma das células estaminais da origem a duas células filhas idénticas (Gattegno- Ho, Argyle,
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& Argyle, 2012). As células estaminais multiplicam-se por mitose e apenas o suficiente para
manter a sua populacdo, que é reduzida (Junqueira & Carneiro, 2008). Durante o ciclo de
divisdo celular assimétrica uma célula estaminal d4 origem a dois tipos de células, uma
célula filha idéntica com todas as mesmas propriedades e potencial de divisdo, e uma célula
progenitora que tem o potencial de auto-renovacao limitado (Gattegno-Ho et al., 2012). As
células progenitoras tém uma potencialidade menor que as células estaminais (Junqueira &
Carneiro, 2008) e uma célula progenitora pode passar por varios ciclos de divisdo celular
antes de se diferenciar numa célula madura (Avasthi et al., 2008). Pensa-se que a deciséo
inicial pela auto-renovagdo ou diferenciacdo seja aleatéria, enquanto a diferenciagéo
posterior seria determinada por agentes reguladores presentes no microambiente, de acordo

com as necessidades do organismo (Junqueira & Carneiro, 2008).
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Figura 4 Diferenciacdo e divisdo de células estaminais. Para manter a sua capacidade de auto-
renovacdo, as células estaminais submetem-se a dois tipos de divisdo, simétrica e assimétrica.
Durante a divisdo simétrica, cada uma das células estaminais da origem a duas células filhas
idénticas. A divisdo assimétrica da origem a uma célula filha idéntica e a uma célula progenitora

parcialmente determinada. Adaptado de Gattegno-Ho et al. 2012

Em medicina veterinaria ja foram descritos tratamentos com células estaminais (Gattegno-
Ho et al., 2012). Provavelmente, a utilizacdo mais bem estabelecida de células estaminais
em medicina veterinaria é a utilizagao de células estaminais mesenquimatosas derivadas de
tecido adiposo para o tratamento de doengas trauméaticas e degenerativas, como osteoartrite
e lesBes de tendbes e ligamentos em cavalos e cées (Gattegno-Ho et al., 2012). O interesse
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recente na biologia de células estaminais de equinos e o rapido aumento em dados
experimentais reflete a crescente atencdo que este tema tem vindo a receber ao longo dos
ultimos anos (Peroni & Borjesson, 2011). As células estaminais mesenquimatosas ja sao
usadas em clinica de equinos desde 2003, quando existiam apenas algumas publicacdes
sobre o0 assunto. Desde essa altura, a utilizacdo clinica de células estaminais
mesenquimatosas aumentou exponencialmente, com milhares de cavalos tratados em todo
o mundo (Borjesson & Peroni, 2011). O isolamento e cultura de células estaminais
mesenquimatosas de algumas espécies, tais como o cavalo e o cdo, representam um
procedimento muito simples (Gattegno-Ho et al., 2012). A facilidade de isolamento e o
potencial de diferenciacdo em varias linhagens celulares, juntamente com a baixa
imunogenicidade fazem destas células candidatas ideais para estratégias terapéuticas de
reparacdo de tecidos em seres humanos e animais (Gattegno-Ho et al.,, 2012). O
desenvolvimento de tratamentos com células estaminais parece bastante promissor tanto
em medicina humana como veterinaria, principalmente em condigcbes em que a reparagéo
com tecido fibroso ou que a natureza degenerativa da doenca impede a recuperagéo
funcional do 6rgéo ou tecido (Stewart, 2011). A terapéutica com células estaminais para o
tratamento da fibrose em qualquer 6rgdo deve ser considerada e estudada pois exibe um

potencial promissor (Usunier et al., 2014).

4.2 Classificagao e carateristicas das células estaminais

Existem duas grandes categorias de células estaminais, dependendo do estadio de
desenvolvimento a partir do qual sdo obtidas: células estaminais embrionarias (ESCs,
Embryonic Stem Cells) e células estaminais adultas (ASCs, Adult Stem Cells) (Fortier, 2005;
Gattegno-Ho et al., 2012). A poténcia especifica a diferenca de potencial das células
estaminais (Avasthi et al., 2008). As células estaminais totipotentes sédo produzidas a partir
da fusdo de um od6cito e um espermatozoide (Avasthi et al., 2008). Num estadio inicial de
desenvolvimento embrionario (moérula), as células sédo também totipotentes, sendo capazes
de originar todas as células do organismo e os anexos fetais (De Schauwer et al., 2011). As
células estaminais pluripotentes sdo as descendentes de células totipotentes e podem
diferenciar-se em células derivadas dos trés folhetos embrionéarios: endoderme, mesoderme
e ectoderme (Gattegno-Ho et al., 2012). Estas células estaminais podem dar origem a
qgualquer tipo de tecido no organismo exceto a placenta. As células estaminais pluripotentes
originam-se da massa celular interna de um blastocisto. As células estaminais multipotentes
podem apenas diferenciar-se em células derivadas do seu folheto embrionario de origem e
assim podem dar origem a células de uma familia intimamente relacionada, como por

exemplo as células estaminais hematopoiéticas, que se podem diferenciar em eritrécitos,
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leucécitos, plaquetas, etc. Células estaminais unipotentes podem produzir apenas um tipo
de célula, mas tém a propriedade de auto-renovacdo, que as distingue das células néo
estaminais (Avasthi et al., 2008; Gattegno-Ho et al., 2012).

4.2.1 Células estaminais embrionarias

De acordo com a definicdo mais frequente, consideram-se células estaminais embrionarias,
(ESCs), como as células presentes na massa celular interna do blastocisto, dando origem
aos trés folhetos embrionarios: endoderme, mesoderme e ectoderme (Gattegno-Ho et al.,
2012). Elas podem originar cada um dos 220 tipos de células do organismo adulto quando
recebem a estimulagéo necessaria para um tipo de célula especifico (Avasthi et al., 2008).
Séo consideradas células pluripotentes por se conseguirem diferenciar em células derivadas
de qualquer um destes trés folhetos embrionarios (De Schauwer et al., 2011; Gattegno-Ho et
al., 2012). As ESCs podem ser mantidas em cultura como células indiferenciadas ou podem
ser induzidas a diferenciarem-se em varias linhagens diferentes (Avasthi et al., 2008). As
ESCs nao sao reconhecidas pelas defesas imunitarias do recetor devido a fase inicial de
desenvolvimento em que se encontram (Gattegno-Ho et al., 2012). A propriedade das ESCs
de humano e ratinho de se auto-renovar indefinidamente, mantendo a pluripoténcia, instigou
uma série de pesquisas sobre a sua potencial utilizacdo em varias terapéuticas. Além de
permitirem melhorar a compreensao de vias celulares e bioquimicas, a sua descoberta abriu
muitas portas. No entanto a sua utilizagdo tornou-se controversa, uma vez que no caso de
ESCs humanas, a exigéncia de um embrido humano para derivar as células ndo é

considerada moralmente ética (Gattegno-Ho et al., 2012).

4.2.2 Células estaminais adultas

As células estaminais adultas, também conhecidas como células estaminais somaticas, séo
células indiferenciadas encontradas em todo o corpo que se dividem para repor as células
gue morrem e para regenerar os tecidos danificados. A medula éssea é a principal fonte de
células estaminais adultas (Avasthi et al., 2008). As células estaminais localizadas fora da
medula 6ssea sdo geralmente referidas como células estaminais de tecidos e estéo situadas
em locais denominados nichos, que sdo ambientes celulares especializados que fornecem
as células estaminais necessarias para apoiar a auto-renovacao (Avasthi et al., 2008). As
células estaminais adultas sdo estimuladas a entrar na circulagdo sistémica e migrar para os
locais lesionados em resposta a estimulos quimiotaticos. A localizagdo perivascular da

maioria dos nichos de células estaminais facilita essa mobilizacdo (Stewart, 2011).
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Dependendo da sua origem, as células estaminais adultas podem ainda ser classificadas
em: células estaminais hematopoiéticas (HSCs, hematopoietic stem cells), que se
encontram na medula 6ssea e sdo as células que dao origem a todos os tipos de células
sanguineas, que inclui a linhagem linféide (células T, células B, células NK, algumas células
dendriticas) e mieldide (mondcitos e macrofagos, neutréfilos, basofilos, eosindfilos,
eritrocitos, megacariécitos / plaquetas e algumas células dendriticas); células estaminais
mesenquimatosas (MSCs, Mesenchymal Stem Cells) e células estaminais neurais (NSCs,
Neural Stem Cells), entre outras (Avasthi et al., 2008). Em comparacdo com as ESCs, as
ASCs séo consideradas multipotentes, na medida em que sdo capazes de produzir todos os
tipos de células para o sistema de 6rgdos especifico a partir do qual elas sdo derivadas
(Gattegno-Ho et al., 2012). Os organismos multicelulares requerem a existéncia de ASCs e
de um mecanismo preciso de controlo para manter a homeostase do tecido (Gattegno-Ho et
al., 2012). As ASCs podem autorrenovar-se dentro de um tecido especifico por periodos
indefinidos e também tém a capacidade Unica de manter o potencial de se dividir
assimetricamente em células-filhas idénticas e em tipos de células especializadas,
dependendo do ambiente circundante (Gattegno-Ho et al., 2012). A ativag&o e proliferacédo
de ASCs € o0 mecanismo mais comum de regeneragdo de tecidos nos seres humanos e
animais (Gattegno-Ho et al.,, 2012). Mesmo que todas as ASCs tenham a mesma
capacidade de se auto-renovar e manter a homeostase dos tecidos, a sua atividade
depende muito do ambiente do nicho onde estdo inseridas. Por exemplo, as ASCs do
intestino apresentam uma taxa mais elevada de proliferacdo em comparacdo com células
estaminais hematopoiéticas (HSCs) (Gattegno-Ho et al., 2012). O papel fundamental que as
ASCs desempenham na homeostase e na regeneracdo tecidual sugere que elas podem
oferecer um grande potencial terapéutico (Gattegno-Ho et al., 2012). Recentemente, um
grupo de ASCs tem atraido muita atencdo devido ao seu potencial terapéutico, as células

estaminais mesenquimatosas (MSCs) (Gattegno-Ho et al., 2012).

4.3 Células estaminais mesenquimatosas
4.3.1 Origem

As células estaminais mesenquimatosas (MSCs) sdo células estaminais que residem na
regido nao-hematopoiética rica em tecido conjuntivo da medula éssea (Gattegno-Ho et al.,
2012). Na medula éssea, as MSCs fazem parte da populacdo de células do estroma da
medula que apoia coletivamente a persisténcia e diferenciacdo das células estaminais
hematopoiéticas (Stewart & Stewart, 2011). As células estaminais mesenquimatosas
derivadas da medula 6ssea (BM-MSCs, Bone marrow-derived mesenchymal stem cells) sao

conhecidas por apoiar naturalmente a hematopoiese através da secrecdo de varias
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moléculas troficas, incluindo glicoproteinas sollveis da matriz extracelular, citocinas e
fatores de crescimento (Jang et al., 2015). No entanto, desde esta descricdo inicial,
reconhece-se agora que as MSCs residem em pequenas quantidades em muitos, se ndo
todos, os tecidos e 6rgaos adultos e desempenham um papel ativo na homeostase desses
tecidos (Stewart & Stewart, 2011; Mambelli et al., 2014). Atualmente em equinos, as células
estaminais mesenquimatosas (MSCs) séo isoladas a partir de vérios tecidos, incluindo a
medula éssea, sangue, tecido do corddo umbilical e tecido adiposo, 0s quais constituem a
alternativa mais promissora para fins clinicos e de investigacdo, devido ao facil acesso
(Peroni & Bdrjesson, 2011; Falomo, Ferroni, Tocco, Gardin & Zavan, 2015). Quanto mais se
descobre sobre fontes alternativas de MSCs, menos complexas se tornam as recolhas de

amostras e melhor se desenvolvem as suas aplicagdes clinicas (Stewart & Stewart, 2011).

4.3.2 Carateristicas

As células estaminais mesenquimatosas sdo multipotentes, podem ser encontradas in vivo
em pequenos numeros e tém a capacidade de se diferenciar em vérios tecidos derivados da
mesoderme, incluindo osso, cartilagem, tenddo, musculo, tecido adiposo e outros tipos de
tecido conjuntivo, dependendo dos estimulos e condigbes de cultura (Singer & Caplan,
2011; Mambelli et al.,, 2014). Podem também multiplicar-se in vitro e, sob condi¢cbes
apropriadas, podem dar origem a varios tipos de células (Figura 5) (Singer & Caplan, 2011;

Peroni & Borjesson, 2011).
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Figura 5 As MSCs podem diferenciar-se em 0sso, musculo ou tecido adiposo, dependendo dos
estimulos a que sdo expostas in vitro. E mostrada uma hip6tese do processo mesengénico que as

MSCs sofrem tanto in vitro como in vivo. Adaptado de Singer & Caplan, 2011.

As funcdes fisiolégicas de MSCs foram mais extensamente estudadas no contexto da
homeostase da medula 6ssea (Nicolay, Perez, Debus & Huber, 2015). A secrecao de
proteinas da matriz tais como N-caderina, anexina Il e VCAM-1 por MSCs sugere que

contribuem para a regulacdo da proliferacdo, diferenciacdo e mobilizacdo de células
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estaminais hematopoiéticas dentro da medula Ossea através da secrecdo de varias
moléculas e citocinas (Nicolay et al., 2015).

As células estaminais mesenquimatosas (MSCs) foram isoladas pela primeira vez a partir da
medula déssea e caraterizadas por Friedenstein em 1974, utilizando a capacidade destas
células em aderir ao plastico para cultura de tecidos (Friedenstein, Deriglasova & Kulagina,
1974). Também em medicina veterinaria, a aderéncia ao plastico e o crescimento numa
monocamada sdo carateristicas comuns a todas as populagbes de MSCs isoladas (Koch,
Heerkens, Thomsen & Betts 2007). As MSCs sdo normalmente identificadas por uma
combinagéo de carateristicas moleculares e funcionais. Eles expressam os marcadores de
superficie celular CD13, CD29 / ITGB1, CD44, CD73, CD90, CD105 e CD106 / VCAM-1 e,
tipicamente ndo tém proteinas de superficie hematopoiéticas CD31 / PECAM-1, CD34,
CD45 / ACV e CD116 (Nicolay et al., 2015). Até a data, nao foi definido um padrédo Unico de
marcadores de superficie para a identificacdo destas células estaminais (Nicolay et al.,
2015). Assim, sdo usadas outras carateristicas fenotipicas e funcionais para caraterizar as
MSCs, tais como a sua forma fusiforme semelhante a fibroblastos, a capacidade de aderir a
superficies de plastico e seu potencial de diferenciacdo in vitro ao longo das linhagens
osteogénica, adipogénica e condrogénica (Nicolay et al., 2015). As MSCs apresentam baixa
imunogenicidade pois conseguem escapar a resposta imunitaria e ndo induzem nem a
proliferacdo nem a ativagdo dos linfocitos T. Isto torna-as ideais para tratamentos de
pacientes imunodeprimidos pois podem ser administradas sem ser necessario causar
imunosupressao (Alvarez, Levine & Rojas, 2015). Embora o estudo com MSCs de diferentes
tecidos em equinos esteja apenas no inicio, as MSCs de equinos parecem ser muito
semelhantes as de outras espécies descritas até hoje (Peroni & Borjesson, 2011).

Apesar das MSCs serem capazes de uma divisdo celular consideravel, esta capacidade é
limitada (Stewart & Stewart, 2011). Neste aspecto, as MSCs diferem das células estaminais
embrionarias. As células estaminais adultas estdo num estado quase-inativo in vivo, sendo
as divisdes celulares raras (Stewart & Stewart, 2011). Contudo, ha um aumento acentuado
da proliferacdo de MSCs in vitro. A taxa de proliferagcéo e persisténcia das MSCs varia com
a origem do tecido e entre os diferentes locais anatomicos do mesmo tecido (Stewart &
Stewart, 2011). Em geral, as células estaminais derivadas da medula 6ssea tém uma menor
capacidade de proliferacdo do que as MSCs derivadas de outros tecidos. Essa diferenca
pode refletir o diferencial na proliferacdo in vivo destas populacbes de MSCs (Stewart &
Stewart, 2011). Ao contrario das HSCs, as MSCs podem propagar-se in vitro até 40 a 50
duplicagbes celulares sem diferenciacdo (Singer & Caplan, 2011). As MSCs estdo presentes
em todos os tecidos vascularizados. Devido ao facto de a densidade vascular diminuir com a
idade, a disponibilidade local de MSCs diminui também substancialmente com o
envelhecimento (Singer & Caplan, 2011). As MSCs apresentam in vitro propriedades

imunomoduladoras notaveis na reparacdo de tecidos, sendo por isso a sua potencial
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utilizagdo como agentes terapéuticos in vivo extensivamente estudada (Mambelli et al.,
2013).

4.4 Colheita de células estaminais mesenquimatosas derivadas da medula 6ssea

Em equinos, as células estaminais mesenquimatosas derivadas da medula 6ssea (BM-
MSCs, Bone Marrow derived Mesenchymal Stem Cells) sdo frequentemente isoladas de
aspirados da medula éssea, recolhidas a partir do esterno, sendo a quinta estérnebra o local
mais seguro para a aspiracdo (Figura 6) (Kasashima, Ueno, Tomita, Goodship & Smith,
2011). Embora os primeiros 5 ml de um aspirado sdo os que contém maior quantidade de
MSCs, é recomendado um volume de aspirado entre 10 a 20 ml (Kasashima et al., 2011).
Devido ao facto das MSCs serem células raras e do seu nimero diminuir com a idade, a
escolha de dadores para a recolha destas células é mais indicada em cavalos jovens (até 7
anos de idade). Nestes animais, ha aproximadamente 10 a 100 MSCs por 1x10° células da
medula 6ssea (Borjesson & Peroni, 2011).

Resumidamente, o cavalo é sedado com um agonista de a?> com ou sem opiaceo e é
realizada a tricotomia de uma area de 10 cm?® sobre o esterno (Taylor & Clegg, 2011). As
estérnebras sdo palpadas e em seguida € realizada a ultrassonografia com uma sonda
linear de 10 MHz para identificar duas estérnebras e o espaco interesternebral. O local é
entdo limpo e preparado assepticamente e se necessario, o local é identificado com uma
caneta estéril (Taylor & Clegg, 2011). E administrada analgesia local e € feita uma inciséo
sobre a estérnebra com uma lamina de bisturi. Uma agulha Jamshidi de calibre 12 é
introduzida na inciséo e avancada até que contacte com o0 0sso. A agulha é entdo avancada
1,5 cm através do 0sso cortical da estérnebra para o interior da cavidade medular (Taylor &
Clegg, 2011). Uma seringa de 20 ml pré-carregada com 5000 Ul de heparina é ligada a
agulha Jamshidi e 10 a 15 ml de medula 6ssea sdo aspirados (Figura 7). A amostra
aspirada é misturada e transferida assepticamente para um tubo falcon estéril de 20 ml.
Locais alternativos para aspiracdo da medula 6ssea incluem a tuberosidade coxal, tibia e

umero (Taylor & Clegg, 2011).
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Figura 6 Corte sagital do esterno de um equino, exibindo o posicionamento correto de uma agulha

Jamshidi dentro da cavidade medular da quinta estérnebra. Adaptado de Taylor & Clegg, 2011.

Figura 7 Aspiracdo de medula 0ssea através do esterno em equinos. Introducdo de uma agulha
Jamshidi através de uma pequena incisdo sobre a quinta estérnebra e aspiracao de medula éssea.
Adaptado de Kasashima et al., 2011
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4.5 Isolamento, cultura e proliferacdo de células estaminais mesenquimatosas
derivadas da medula 6ssea

A densidade das MSCs na medula 6ssea é muito baixa, por isso foram desenvolvidas
técnicas in vitro, com o objetivo de aumentar o nimero de MSCs (Taylor & Clegg, 2011,
Kasashima et al. 2011). A producéo de MSCs para uso clinico deve seguir boas préticas de
producdo para garantir a realizacdo de uma terapéutica celular segura e eficiente. Varias
técnicas de isolamento e cultura de MSCs derivadas da medula 6ssea ja foram descritas
com diferentes protocolos, embora sejam necessérias avaliacdes comparativas para orientar
na selecao de protocolos ideais (Taylor & Clegg, 2011).

O aspirado de medula 6ssea puro pode ser transferido para frascos para cultura de tecidos
numa camara de fluxo laminar e cultivado com um meio de crescimento (DMEM, Dulbecco’s
modified Eagle’s medium), 10% de soro fetal de bovino, penicilina e estreptomicina:
aproximadamente 1 ml de aspirado de medula 6ssea adicionado a um frasco para cultura de
tecidos T75 contendo 18 ml de meio de crescimento (Taylor & Clegg, 2011).
Alternativamente, o aspirado de medula 6ssea pode ser centrifugado a 1000 x g durante 15
minutos e a fracdo celular é suspensa no meio antes de ser semeada (Taylor & Clegg,
2011). Mais vulgarmente, o aspirado de medula 6ssea é colocado numa solugdo de
gradiente de densidade e a fracdo de células mononucleares é separada por centrifugacao,
antes da cultura. O gradiente de densidade separa a fracdo de células mononucleares dos
eritrocitos, plaquetas, granulécitos, e precursores imaturos do aspirado inicial (Taylor &
Clegg, 2011). As duas solucdes de gradiente de densidade mais usadas em equinos séo o
Ficoll e Percoll (Taylor & Clegg, 2011).

A fraccdo mononuclear do aspirado é recolhida e semeada em frascos para cultura de
tecidos a 1-25x10° MSC/cm2 (Taylor & Clegg, 2011). A densidade de revestimento é
altamente variavel tanto entre laboratérios como entre os tipos de tecido (Borjesson &
Peroni, 2011). Densidades de revestimento mais baixas permitem um maior nimero de
células aderentes. Esta técnica "classica" usada para selecionar MSCs derivadas da medula
Ossea é baseada na capacidade daquelas de aderir ao plastico dos frascos para cultura de
tecidos (Taylor & Clegg, 2011). As MSCs equinas podem ser semeadas em frascos para
cultura de tecidos padréo e cultivadas em condi¢bes de incubacéo padréo (37 °C com 5%
de CO? e 21% de O?) (Borjesson & Peroni, 2011).

As condi¢cbes de cultura podem ser modificadas para melhorar o isolamento e a proliferacéo
de MSCs a partir de diferentes tecidos ou para determinar a diferenciagcdo para uma
linhagem celular especifica (Borjesson & Peroni, 2011). As condi¢bes de cultura ideais
mantém as MSCs com carateristicas fenotipicas e funcionais semelhantes as exibidas no
seu nicho original, com capacidade de auto-renovacéo e a capacidade de se diferenciarem

em varias linhagens (Borjesson & Peroni, 2011).
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As MSCs equinas crescem rapidamente num meio com o minimo essencial (usualmente
baixo teor de glucose, DMEM ou um meio essencial minimo) com glutamina e 1% de
penicilina / estreptomicina. Este meio facilita a proliferagdo das MSCs, limitando o
crescimento de outras células sanguineas, incluindo células hematopoéticas e macréfagos
(Borjesson & Peroni, 2011). A cultura de MSCs é normalmente realizada num meio de
crescimento contendo 10% de soro fetal de bovino (FBS, fetal bovine serum) para fornecer
proteinas essenciais para a adesdo e crescimento celular (Taylor & Clegg, 2011).
Antibidticos e agentes antifingicos sdo normalmente adicionados ao meio de crescimento
(100 U / mL de penicilina, 100 mg / mL de estreptomicina, e 2,5 mg / mL de anfotericina B).
A composicao especifica do meio de crescimento varia em diferentes estudos publicados
(Taylor & Clegg, 2011). A proliferagdo de MSCs ocorre apés uma fase de laténcia inicial de
5 a 10 dias, seguida de uma rapida multiplicacdo com um tempo médio de duplicagdo da
populacdo celular de 12 a 36 horas (Borjesson & Peroni, 2011). O meio é normalmente
mudado a cada 2 a 3 dias durante a cultura das células (Taylor & Clegg, 2011).

Se se permitir que as células se sobreponham, podem tornar-se senescentes ou podem
comecgar a diferenciar-se (Taylor & Clegg, 2011). Uma incubagdo demasiado longa e de
elevada densidade celular sdo fatores determinantes para a perda de potencial de
diferenciagdo das MSCs equinas (Borjesson & Peroni, 2011). Foi recentemente
demonstrado que as MSCs equinas derivadas da medula 6ssea (BM-MSCs) alcancam a
senescéncia mais rapidamente do que MSCs derivadas de tecido adiposo ou do cordao
umbilical. As BM-MSCs tornam-se senescentes apés 30 duplicacdes da populacdo em
comparacdo com 60 a 80 duplicagbes da populacdo de MSCs derivadas de tecido adiposo
ou do cordao umbilical (Taylor & Clegg, 2011).

Assim que as MSCs estéo confluentes, as células séo libertadas do frasco para cultura de
tecidos por digestdo com tripsina e recuperadas (Taylor & Clegg, 2011). Quando o
descolamento celular € observado ao microscépio, as células sdo entdo pipetadas para cima
e para baixo véarias vezes para produzir uma suspensdao de células individuais, sendo entéo
transferidas para um tubo Falcon estéril. A suspenséo de células é centrifugada a 1100g
durante 4 minutos e o sedimento celular é ressuspendido num volume apropriado de meio
de cultura de células apds a contagem destas (Taylor & Clegg, 2011). As células sao depois
injetadas ou implantadas num paciente. E importante direcionar as células estaminais para o

local da leséo para assegurar que se distribuem pelo tecido (Nadig, 2009)
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4.6 Efeitos anti-inflamatorios, imunomoduladores e anti-fibréticos da terapéutica com
células estaminais mesenquimatosas

Varios estudos e experiéncias clinicas sugerem que as MSCs tém um papel na regeneracao
de lesbes em diferentes tecidos (Nicolay et al., 2015). As MSCs podem migrar para os locais
da lesdo e diferenciam-se em células funcionais de tecidos especificos, podendo também
criar um microambiente de apoio dentro da lesdo através da secrecdo de varias moléculas
que actuam por via paracrina, apoiando assim outros tipos de células na regeneracao de
lesBes teciduais (Nicolay et al., 2015). No entanto, permanece a controvérsia se as MSCs
contribuem principalmente para a regeneracdo da lesao integrando-se nela e diferenciando-
se em células do tecido lesionado ou através da secrecdo de fatores anti-inflamatdérios,
vasoativos e imunomoduladores (Peroni & Bérjesson, 2011). Analises ao perfil das proteinas
segregadas por MSCs indicam que estas células segregam uma gama diversificada de
citocinas, fatores de crescimento, quimiocinas, mediadores inflamatérios e proteinas
imunomoduladoras que atuam para inibir a formacgéo de cicatriz, inibir a apoptose, aumentar
a angiogénese e estimular as células progenitoras intrinsecas para regenerar a fungéo do
tecido. (Stewart & Stewart, 2011; Borjesson & Peroni, 2011).

4.6.1 Propriedades anti-inflamatdrias e imunomoduladoras

As MSCs segregam um conjunto diversificado de moléculas bioativas que séo
imunomoduladoras (Mambelli et al., 2014). O efeito imunomodulador das MSCs tem sido
extensivamente estudado e documentado, particularmente por causa da sua importancia no
transplante de 6rgaos (Usunier et al., 2014). Avangos recentes na imunobiologia das MSCs
tém levado ao aumento do interesse na sua utilizacdo como uma nova modalidade
terapéutica para tratar a inflamacdo cronica associada a fibrose (Usunier et al., 2014). As
MSCs exibem potentes efeitos anti-inflamatorios e imunomoduladores atraves de interacdes
celulares e/ou libertacdo de fatores sollveis para o meio ambiente local (Peroni & Borjesson,
2011). As MSCs influenciam as respostas imunitérias do hospedeiro in vivo e in vitro por
interagirem com quase todas as células do sistema imunitério, incluindo linfécitos B e T,
células NK (natural Killer), células dendriticas (DC), macréfagos / mondcitos e neutréfilos
(Peroni & Borjesson, 2011).

As MSCs inibem a proliferagdo dos linfécitos T, bloqueando-os na fase GO / G1 do ciclo
celular (Singer & Caplan, 2011; Usunier et al.,, 2014). Inibem também a producédo de
imunoglobulinas por plasmaécitos (IgA, IgG, e IgM) e a diferenciacao dos linfocitos B (Singer
& Caplan, 2011; Usunier et al., 2014). Induzem uma alteracao da polaridade nos linfocitos T

de um estado pré-inflamatério Thl para uma condicao anti-inflamatéria Th2 (Usunier et al.,
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2014) e inibem a diferenciacdo e maturacdo das células dendriticas (Singer & Caplan,
2011). Além disso, as MSCs inibem a atividade citotoxica das células Natural Killer (NK),
reduzem a producéo das citocinas pré-inflamatérias TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a) e IFN-
y (interferdo-y, que exerce um efeito pré-inflamatorio através da inducao da IL-6 e TNF-a) e
aumentam a expressdo das citocinas anti-inflamatérias IL-4 e IL-10, 0 que sugere a
transicao dos linfocitos T para um perfil Th2 (Usunier et al., 2014). Depois do transplante de
MSCs, uma diminuicdo da infiltracdo de mondcitos / macréfagos, neutrofilos, e linfécitos no
tecido foi observada em véarios modelos, que pode ser devida em alguns casos a diminui¢éo
da expressao da proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1, Monocyte Chemoattractant
Protein 1) (Usunier et al., 2014).

Foi também observada uma diminuicdo da apoptose celular em tecidos fibroticos apés o
tratamento com MSCs. Por isso, 0s seus efeitos anti-apoptéticos também podem ser
discutidos, uma vez que a diminuicdo da apoptose celular leva a reducéo da inflamacgéo
(Usunier et al., 2014). As principais moléculas bioativas responsaveis por este processo sao
o fator de crescimento de hepatdcitos (HGF, Hepatocyte Growth Factor), o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor) e o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1, Insulin-like Growth Factor 1), entre outros (Singer
& Caplan, 2011). As MSCs alteram assim a fungé@o de células imunitarias, levando a um
aumento de citocinas anti-inflamatérias e a uma diminuigédo das citocinas pré-inflamatérias e
apoptose celular (Usunier et al., 2014).

A capacidade imunomoduladora das MSCs é dependente de vérios fatores, incluindo a sua
ativacdo, o tecido de origem, a dose de MSCs, a fase da lesdo e o contato das MSCs com
as células do sistema imunitario (Peroni & Borjesson, 2011). As MSCs ndo segregam
proteinas imunomoduladoras na auséncia de ativagdo. In vitro, as células T ativas, citocinas
tais como o interferdo- y (IFN-y) ou o fator de necrose tumoral a (TNF-a), séo utilizados para
ativar as MSCs (Peroni & Borjesson, 2011). Outros estimulos que parecem ativar as MSCs
sdo o TGF-B1, a interacdo com os monécitos CD14+ e a citocina pré-inflamatéria 1L-18
(Singer & Caplan, 2011). Por sua vez, as MSCs entdo ativadas produzem citocinas
imunomoduladoras como a interleucina-6 (IL-6), a prostaglandina E2 (PGE2) e
variavelmente podem produzir 6xido nitrico (NO). Estas citocinas levam posteriormente a
diminuicdo da proliferacdo de linfocitos (Peroni & Boérjesson, 2011). As MSCs néo
necessitam de ser ativadas para serem utilizadas in vivo (Singer & Caplan, 2011), uma vez
gue in vivo as MSCs injetadas tornam-se ativas pelo meio inflamatoério local, dai ser tdo
importante entender o nicho inflamatério em que as MSCs sao injetadas (Peroni &
Borjesson, 2011). Uma lesdo aguda caraterizada pela IL-6, IL-1 ou TNF-a ira ativar as MSCs
de forma diferente das lesdes cronicas ou imunomediadas caraterizadas por células T ativas
ou IFN-y (Peroni & Borjesson, 2011).
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Ao inibir a reacdo inflamatéria aguda, é provavel que as MSCs reduzam a consequente
inflamag&o cronica (Usunier et al., 2014). Estes mecanismos imunitarios contribuem para
uma modificagdo do microambiente, diminuindo assim formagdo de tecido fibroso e
eventualmente conduzindo a regeneracdo do tecido lesado (Usunier et al., 2014).
Reconhece-se cada vez mais que a chave para compreender a eficacia das MSCs na
reparacao de tecidos ou doencgas inflamatérias é entender como as MSCs modulam o nicho
inflamatorio (Peroni & Borjesson, 2011).

4.6.2 Propriedades anti-fibroticas

A via de ativacdo do TGF-B1 é um dos principais alvos de terapéuticas anti-fibréticas e a sua
regulagéo tem sido abundantemente estudada em ensaios com MSCs (Usunier et al., 2014).
As MSCs inibem a ativacdo do TGF-Bl e reduzem a sua expressdo e concentracao,
impedindo principalmente a passagem da sua forma latente a sua forma ativa (Usunier et
al., 2014). Jang et al. (2015) demonstraram num trabalho sobre fibrose hepética que as
células estaminais mesenquimatosas derivadas da medula 6ssea modulam a ativacao do
TGF-B1 através da inibicdo da via TGF-B1/Smad. Assim, as MSCs evitam a sobre-
expressao pos-lesional do TGF-B1 e modificam o microambiente circundante para diminuir a
concentracdo de fatores de ativagdo do TGF-B1 (Usunier et al., 2014). A diminuigdo da
concentracdo de TGF-B1 ativo levaria a uma reducdo da proliferacdo de miofibroblastos,
alterando consequentemente o equilibrio entre sintese e degradagdo da matriz extracelular
(Usunier et al., 2014).

A acumulagdo de matriz extracelular no tecido, a morte de células endoteliais e 0 aumento
dos niveis de ROS e RNS resultam em hipoxia e stress oxidativo durante a fibrose. Estes
fatores conduzem a um aumento da apoptose e a ativacdo do TGF-B1 (Usunier et al., 2014).
A capacidade das MSCs em reduzir o stress oxidativo tem sido demonstrada em varios
trabalhos. Em primeiro lugar, elas parecem aumentar a expressédo e a concentracdo de
enzimas responsaveis pela eliminacdo de radicais livres, tais como a NADPH quinona
oxidoreductase 1 (NQOL1), a glutationa reductase (Gr), a glutationa peroxidase (GPx) e a
heme oxigenase 1 (HO-1) (Usunier et al., 2014). Além disso as MSCs levam a um aumento
do Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) e de superédxido-dismutase (SOD), que
podem reduzir a acumulacdo de ROS, diminuindo assim o stress oxidativo (Usunier et al.,
2014).
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As MSCs estimulam a angiogénese local através da segregacao de uma grande variedade

de fatores angiogénicos, tais como o VEGF, o fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF-2,

Fibroblast Growth Factor 2), o IGF-1, o MCP-1, o fator de crescimento basico de fibroblastos
(bFGF, basic Fibroblast Growth Factor) e a interleucina 6 (IL-6) (Singer & Caplan, 2011).
As MSCs podem, portanto, atuar de maneiras diferentes contra a hipoxia e o stress

oxidativo, aumentando a angiogénese no tecido e melhorando a inativagdo de ROS e RNS.

Estas carateristicas, que contribuiem para a inibicdo da ativacdo do TGF-B1 e para a

reducdo da apoptose, podem contribuir para os efeitos antifibréticos das MSCs (Usunier et

al., 2014). Os efeitos das MSCs estéo sintetizados na figura 8.
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Figura 8 Efeitos comuns da terapéutica com MSCs em varias doencgas fibréticas. Varios mecanismos tém
sido salientados, principalmente em relacdo a reacdo inflamatéria e apoptose, modulacdo do stress
oxidativo e hipoxia e remodelacdo da matriz extracelular. As moléculas secretadas pelas MSCs parecem

ativar uma ampla gama de vias antifibréticas. Adaptado de Usunier et al. 2014

As MSCs também estimulam a mitose de células estaminais ou das células progenitoras
intrinsecas do tecido através da secrecdo do fator de células estaminais (SCF, Stem Cell
Factor), do fator estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF, Macrophage Colony—
Stimulating Factor), do fator derivado de células do estroma 1 (SDF-1, Stromal cell-derived
Factor 1), do fator inibidor da leucemia (LIF, Leukemia Inhibitory Factor) e da angiopoietina 1
(Singer & Caplan, 2011).

Assim, ha varias evidéncias de que as MSCs recrutam e estimulam as células estaminais
residentes, enquanto ao mesmo tempo inibem a inflamagéo e a fibrose (Stewart & Stewart,
2011). Embora o efeito coletivo destas atividades possa ndo resultar na regeneragéo
auténtica dos tecidos, é bastante provavel que as terapéuticas com MSCs melhorem
substancialmente a qualidade funcional da reparacdo dos tecidos, como ja foi demonstrado
em varios estudos que abordam o tratamento do tendao flexor, lesdes da cartilagem articular
e lesBes de tecidos moles em equinos com estas células (Stewart & Stewart, 2011).

4.7 Utilizacao de células estaminais mesenquimatosas em processos terapéuticos
regenerativos

O objetivo das terapéuticas regenerativas € restaurar a estrutura normal e a funcdo
biomecéanica de um tecido lesado (Peroni & Boérjesson, 2011). Entre todas as células
estaminais, as células estaminais mesenquimatosas (MSCs) tém vantagens praticas na
medicina regenerativa devido a sua elevada capacidade de autorrenovagdo, ao seu
potencial de diferenciacdo multipotente e a sua baixa imunogenicidade. Além disso, dado
gue as MSCs podem ser isoladas e o seu numero aumentado a partir de uma grande
variedade de tecidos adultos, estas células tém sido objeto de grande interesse na
comunidade biomédica desde a descoberta de Friedenstein (Stewart & Stewart, 2011,
Gattegno-Ho et al., 2012). Células estaminais mesenquimatosas derivadas da medula 6ssea
de equinos ja sdo usadas para tratar lesdes agudas e cronicas, principalmente lesdes
ortopédicas, lesdes dos tendbes e ligamentos, fraturas, laminites e doencas articulares tais
como quistos subcondrais 6sseos, lesbes do menisco e defeitos da cartilagem (Peroni &
Borjesson, 2011). No entanto, & medida que o conhecimento da biologia das células
estaminais aumenta, € agora claro que as MSCs representam agentes terapéuticos eficazes
para uma variedade de doengas (Stewart, 2011). Estudos pré-clinicos e clinicos também

apresentaram a capacidade das MSCs se adaptarem ao seu ambiente. Com efeito, a
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regulacdo das moléculas segregadas pelas MSCs é altamente influenciada pelo tecido
circundante. Portanto, a terapéutica com MSCs produz varios resultados em diferentes
doencgas (Usunier et al., 2014).

O sucesso de terapéuticas com células estaminais depende em parte da distribuicdo das
células, que deve ser ampla, sendo importante direcionar as MSCs para os tecidos
lesionados (Dai et al., 2009; Mambelli et al., 2014; Usunier et al., 2014). Os métodos de
administracdo de MSCs podem ser classificados em duas categorias: administracdo
direcional ou especifica e administracdo sistémica (infusdo endovenosa, por exemplo) (Dai
et al., 2009). Investigadores chineses provaram que as BM-MSCs s&o capazes de
sobreviver, de proliferar e de se diferenciar depois de serem transplantadas em tecidos, o
gue evidencia o seu potencial na reparagdo de tecidos (Kim et al., 2015). Num dos seus
trabalhos, Mambelli et al. (2013) mostraram pela primeira vez que as células estaminais
mesenquimatosas derivadas do tecido adiposo (AT-MSCs, Adipose Tissue-derived
Mesenchymal Stem Cells) foram capazes de se incorporar no Utero de éguas com
endometrose e ai foram amplamente distribuidas por um método muito simples de
transplante de células (semelhante a inseminacgdo artificial). Para substituir as células
danificadas e melhorar a integridade e funcdo do tecido, uma suspenséo de células pode ser
simplesmente injetada no tecido danificado (Mambelli et al., 2013).

Noutro trabalho, para avaliar os efeitos das MSCs no endométrio alterado, Mambelli et al.
(2014) administraram AT-MSCs alogénicas no endométrio de éguas com endometrose.
Mambelli et al. (2014) tinham como objetivo a avaliacdo da expressdo de laminina,
vimentina, a-SMA e citoqueratina 18 (CK18) depois da administracdo de AT-MSCs, bem
como testar a capacidade destas células para causar a remodelacdo do tecido endometrial
em éguas com endometrose. O endométrio equino com endometrose parece incapaz de
proporcionar um ambiente adequado para a expressdo correcta destas proteinas quando
comparado com um endométrio normal (Walter, Handler, Reifinger & Aurich, 2001;
Hoffmann et al., 2009a). Mambelli et al. (2014) recolheram evidéncias de uma alteragcéo
morfologica e funcional das células glandulares e das células periglandulares do estroma do
endométrio de éguas com endometrose apds o transplante de AT-MSCs no endométrio.
Apés o transplante intra-uterino, as AT-MSCs foram capazes de induzir uma remodelacao
positiva no tecido endometrial destas éguas com endometrose, tanto precoce (aos 7 dias)
como tardia (aos 60 dias). Estas AT-MSCs alogénicas foram capazes de estimular o
ambiente local composto por células epiteliais e células do estroma periglandular e modular
positivamente a expresséo de citoqueratina 18, vimentina, a-SMA e laminina, evitando assim
ainda mais o desenvolvimento de processos patologicos que levam a formagéo de regides
fibroticas no endométrio equino (Mambelli et al., 2014).

Atualmente, a maioria dos estudos clinicos e protocolos baseia-se na administracdo de

MSCs autélogas, num processo em que as células sdo recolhidas e administradas ao
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mesmo paciente (Stewart, 2011). A colheita de MSCs aut6logas é um processo simples,
mas requer alguns equipamentos e instalagfes especializadas e pode demorar de alguns
minutos para a recolha de aspirados a varias semanas, para a proliferagéo in vitro de MSCs
(Stewart, 2011). O facto de que as células estaminais sdo capazes de evitar 0
reconhecimento imunitario permite a utilizagdo alogénica destas células (Stewart, 2011). A
utiizagdo de MSCs preservadas criogenicamente e obtidas a partir de outros equinos
dadores (alogénicas) oferece a vantagem de um tratamento mais rapido e a utilizacao de
uma populacgéo selecionada de células mais homogénea (Borjesson & Peroni, 2011).

A comparacdo entre diferentes origens de MSCs € uma questdo importante, considerando o
facto de que alguns tecidos, como o tecido adiposo, serem mais faceis de recolher e/ou
conterem um numero maior de células estaminais (Usunier et al., 2014). Nos seres humanos
e roedores, a capacidade das MSCs de alterar o sistema imunitario varia com o seu tecido
de origem (Peroni & Bdrjesson, 2011). MSCs podem ser recolhidas a partir de varios tecidos
e locais, e podem ter marcadores de superficie e carateristicas de crescimento semelhantes,
embora estas MSCs exibam varias diferencas. Alguns estudos sugerem que as BM-MSCs e
AT-MSCs sdo mais estreitamente relacionadas do que as MSCs derivadas da placenta
(Peroni & Borjesson, 2011). Estas diferencgas inerentes parecem ser ainda mais reforcadas
pela inflamagdo, uma vez que varios estudos in vitro compararam varios tecidos e
mostraram que as MSCs ativadas derivadas da medula 6ssea, tecido do cordao umbilical e
tecido adiposo modulam a resposta imune e respondem aos mediadores inflamatérios de
formas distintas (Peroni & Bérjesson, 2011).

Os efeitos inibidores das MSCs sédo também dependentes da sua quantidade (Peroni &
Borjesson, 2011). Um estudo avaliou a dose de MSCs num modelo de degenerescéncia do
disco intervertebral canino e descobriu que as MSCs foram menos viaveis apés a injecao
com uma dose baixa (10°) e que havia mais células apoptéticas com uma dose elevada de
MSCs (10"), ao passo que o microambiente estrutural e matriz extracelular do disco foram
mantidos com uma dose intermédia de MSCs (10°). A dose ideal de MSCs para qualquer
lesdo equina é uma importante area de estudo e a dupla capacidade das MSCs de
suspender ou suprimir a proliferacdo de células T deve ser considerada no contexto de
aplicacdes clinicas (Peroni & Borjesson, 2011).

Por dltimo, o momento do transplante de MSCs certamente influencia o sucesso da
terapéutica (Usunier et al., 2014). H4 muito pouca informacédo a respeito de quando as
MSCs devem ser administradas. As MSCs demonstraram efeitos variaveis quando aplicadas
em diferentes estadios da doenca. A medida que o nicho inflamatério progride de inflamacao
aguda a croénica, as células e mediadores presentes podem distorcer a ativacdo das MSCs
de varias maneiras (Peroni & Borjesson, 2011). De facto, o efeito imunomodulador das
MSCs deve ser mais eficaz quando a administracdo das células ocorre durante a reacdo

inflamatéria aguda para impedir que a inflamacao crénica se instale (Usunier et al., 2014).
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Embora os dados pré-clinicos sugiram o forte efeito antifibrotico de MSCs, a maioria dos
estudos foram realizados durante os estadios iniciais de desenvolvimento da fibrose
(Usunier et al., 2014). Ha presumivelmente um ponto no processo de reparacdo de uma
lesdo em que as capacidades das células estaminais para influenciar a inflamacé&o e fibrose
e para participar na regeneracdo dos tecidos séo perdidas, mas este ponto ainda nao foi
bem definido (Stewart, 2011). Uma vez que a fibrose € muitas vezes diagnosticada em fases
mais avancadas, € necessdria a avaliagdo dos efeitos das MSCs sobre a fibrose
estabelecida, a fim de considerar a terapéutica com MSCs em tais doencas (Usunier et al.,
2014).

Assim, as MSCs tém um grande potencial no tratamento de doencas fibréticas, que se
baseia na sua capacidade para atuar em simultaneo em varios parametros da fibrogénese
(Usunier et al., 2014). Até hoje nenhuma ocorréncia de efeitos pro-fibroticos foi reportada
apos a utilizacdo de MSCs (Usunier et al., 2014). No entanto, os mecanismos pelos quais as
MSCs atuam sobre a fibrose ainda ndo foram claramente elucidados e sdo necessarios
estudos adicionais, além de que os protocolos de tratamento ideais ainda ndo estédo

estabelecidos (Usunier et al., 2014).
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Parte Ill — Trabalho de investigacéo

1. Objetivos

O presente trabalho foi parte integrante do projeto “Stem Cells”, um projeto criado pelo
Departamento de Fisiopatologia da Reproducédo da Faculdade de Ciéncias Veterinarias da
Universidade Nacional do Centro da Provincia de Buenos Aires (UNCPBA) em Tandil,
Argentina em parceria com o Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria
da Faculdade Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Botucatu, Brasil. O trabalho foi
posteriormente desenvolvido no laboratério de Fisiologia da Faculdade de Medicina
Veterindria da Universidade de Lisboa (FMV-Ulisboa) e financiado pelo Centro de

Investigacéo Interdisciplinar em Sanidade Animal (CIISA).

O objetivo do trabalho foi avaliar a expresséo da citoquina pro-fibrética TGFp-1 e dos seus
recetores (TGFB recetor | e TGFB recetor Il) por imunohistoquimica em bidpsias
endometriais antes e ap0s a infusdo de células estaminais mesenquimatosas autélogas
derivadas da medula éssea no endométrio de éguas com endometrose e avaliar o efeito da
terapéutica na expressdo das mesmas no endométrio dessas éguas. De acordo com o
conhecimento de que dispomos, ndo foram ainda publicados trabalhos para avaliar a
expressao da citoquina pro-fibrética TGFB-1 no endométrio da égua.

Assim, os objetivos especificos deste trabalho consistiram em:

¢ Identificar e caraterizar a expressdo da citoquina pro-fibrética TGFB3-1 e dos seus
recetores (recetor | e Il) em bidpsias endometriais de éguas com endometrose;

e Avaliar a expressado da citoquina pro-fibrética TGFB-1 e dos seus recetores (recetor |
e Il) antes e depois da terapéutica com células estaminais mesenguimatosas no
endométrio;

e Testar a capacidade da utilizagcdo terapéutica de células estaminais
mesenquimatosas para provocar a alteracdo da expresséao da citoquina pro-fibrotica
TGFB-1 e dos seus recetores (recetor | e II) no endométrio em éguas com

endometrose.
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2. Materiais e métodos

Este trabalho foi dividido em duas partes; a primeira parte, na qual ndo participei, decorreu
no Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da Faculdade Medicina
Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Botucatu, Brasil e incluiu a aspiracéo e cultura de células
estaminais mesenquimatosas da medula 6ssea de um grupo de 7 éguas com diferentes
graus de endometrose, a cultura das células estaminais mesenquimatosas, a colheita de
biépsias endometriais as mesmas éguas antes do tratamento com células estaminais
mesenquimatosas, injecdo por histeroscopia das células estaminais mesenquimatosas no
endométrio das éguas, colheita de bidpsias endometriais aos 30 e 60 dias apls o
tratamento, processamento das biopsias e preparacdo de laminas para imunohistoquimica.
A segunda parte decorreu no laboratério de Fisiologia da Faculdade de Medicina Veterinaria
da Universidade de Lisboa (FMV-ULisboa) com o apoio do Centro de Investigacdo
Interdisciplinar em Sanidade Animal (CIISA) no ambito do projeto Exp/CVT Rep/1485/2012 e
incluiu a determinacédo por imunohistoquimica da expressao da citoquina pro-fibrética TGF[3-
1 e dos seus recetores (recetor | e Il) nas bidpsias endometriais antes e depois do

tratamento.

2.1 Animais

Foram utilizadas neste projeto sete éguas em bom estado geral de saiude e com um ciclo
éstrico normal, com idades entre os 14 e 23 anos, da raca quarto de milha, com massa
corporal entre 400 e 600 Kg, histéria pregressa de infertilidade e com grau elevado de
fibrose uterina. As éguas foram mantidas num “paddock” com acesso livre a um bebedouro
coletivo, suplementacéo mineral num consumo médio diario de 70 g, ragcdo fornecida duas
vezes por dia num total de quatro quilos/égua, feno de coast - cross (Cynodon dactylon)
fornecido trés vezes por dia, num total de doze quilos/égua. Estas éguas encontravam-se no
Posto de Monta da Fazenda Lajeado — UNESP - localizado no municipio de Botucatu,
estado de Sao Paulo. De modo a efetuar-se a recolha do material da medula 6ssea, as
éguas foram encaminhadas para o Departamento de Reproducao Animal da Universidade
Estadual Paulista (UNESP-Botucatu) localizado a 20 km da origem. Foram recolhidas
biopsias endometriais a cada égua antes do tratamento com células estaminais
mesenquimatosas no endométrio (D0), aos trinta dias ap6és a administracdo das células
(D30) e aos sessenta dias (D60). As biopsias foram recolhidas através da colheita de um
fragmento endometrial obtido pela introducdo intra-uterina, transcervical, de uma pin¢a de

bidopsia (modelo “Krause”) devidamente esterilizada. Foi feito o acompanhamento
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reprodutivo por ecografia transretal e todas as biopsias foram recolhidas no diestro, entre o

dia 5 e 8. Foram recolhidas no total vinte e uma biépsias endometriais das sete éguas.

2.2 Células

Neste trabalho foram usadas células estaminais mesenquimatosas autologas derivadas da
medula déssea. As células foram aspiradas da medula 6ssea de cada égua, isoladas,
multiplicadas e posteriormente injetadas no endométrio. Foram administradas 8x10° células
estaminais mesenquimatosas num volume de 10 ml de PBS em cada égua, como descrito
em 2.3.

2.2.1 Puncéo aspirativa de medula 6ssea

Previamente a aspiracdo da medula 6ssea, as éguas mantidas em estacdo, contidas na
manga e sedadas com detomidina (Eqdomin, 0,02 mg/kg, IV, Ourofino Saude Animal Ltda,
Sédo Paulo), foram tricotomizadas numa area de 5 x 20 cm na regido correspondente ao
esterno de cada animal, permitindo a execuc¢do do exame ultrassonografico. Apés localizada
a 5% estérnebra, foi realizado o bloqueio anestésico local com 10 ml de cloridrato de
lidocaina, seguido de anti-sépsia local. Para aspiracdo foi utilizada uma agulha de puncéo
de medula éssea em equinos, modelo Jamshidi, de calibre oito e 12 cm de comprimento.
Uma vez bem fixa a agulha dentro do esterno, foi removido o mandril e realizou-se a
aspiracao das células da medula 6ssea com auxilio de uma seringa de 20 ml contendo 1 ml
de heparina (1000 Ul). Foram recolhidas duas seringas que foram utilizadas para a cultura
celular. Em seguida, as amostras foram identificadas e encaminhadas para o Laboratério de
Pesquisas do Departamento de Reproducdo Animal (UNESP, Botucatu, Sdo Paulo) para a

separacao da fracdo mononuclear.

2.2.2 Isolamento e cultura das células estaminais mesenquimatosas derivadas da
medula 6ssea

Apo0s a colheita da medula 6ssea, a amostra foi centrifugada a 1500 rpm durante 10 minutos
para a separacdo do soro. O material obtido foi ressuspendido na propor¢cdo de 1:1 em
DMEM de elevada concentracdo de glicose com L-glutamina (L-Glutamine, ThermoFischer
Scientific, Grand Island, Estados Unidos da América) sem soro e transferido para um outro
tubo de 15 ml contendo 4 ml de Ficoll-Pague (densidade 1.077 g/ml - Amersham

Biosciences, S&o Paulo, Brasil), na diluicdo Ficoll-Meio 1:1, sendo centrifugado a 1500 rpm
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durante 40 minutos a temperatura ambiente. Apds a recolha do anel de células na interface
Ficoll-células, este foi ressuspendido em 1 ml de DMEM com 20% de soro fetal de bovino e
as células foram contadas por citometria de fluxo. As células foram semeadas em frascos
para cultura de tecidos, com 5 ml de meio DMEM de alta concentracdo de glicose com L-
glutamina e 10% FBS e 10% soro Knockout (Knockout™ ThermoFischer Scientific, Grand
Island, Estados Unidos da América) contendo penicilina, estreptominica e anfotericina B. O
meio de cultura foi trocado a cada 4 a 5 dias, até aos 20 dias de cultura. A tripsinizacdo das

células foi realizada quando se atingiu uma confluéncia de aproximadamente 80%.

2.3 Injecdo endometrial de células estaminais mesenquimatosas

Este procedimento foi realizado entre o dia 5 e 8 do diestro, sendo o ciclo reprodutivo de
cada égua acompanhado por ecografia transrectal. A administracéo das células estaminais
foi realizada através da injecéo de 8x10° células estaminais mesenquimatosas num volume
de 10 ml de PBS em 20 diferentes locais de administracao, espacados um centimetro uns
dos outros, seguindo uma linha horizontal da extremidade de um corno uterino ao outro
(0,5ml em cada ponto) (Figura 9). As injecOes realizaram-se por histeroscopia com o auxilio

de endoscopio flexivel e uma agulha de esclerose.

Figura 9 Locais de administragcdo das BM-MSCs no endométrio equino. Foram administradas 8x10°

células estaminais mesenquimatosas num volume de 10 ml de PBS em 20 locais de administracéo
diferentes, espacados um centimetro uns dos outros, seguindo uma linha horizontal da extremidade

de um corno uterino ao outro, sendo administrados 0,5ml em cada ponto.

2.4 Processamento das biopsias endometriais obtidas
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As bidpsias endometriais foram fixadas em liquido de Bouin por um periodo de 18 horas. Em
seguida, para proceder a desidratacdo do tecido, os fragmentos passaram por diversos
banhos em solugfes de concentracdes crescentes de etanol (desde etanol a 70% até etanol
a 100%). Apods a desidratagcdo, os fragmentos passaram por um solvente organico (xilol),
para substituir o etanol dos tecidos. A seguir foram incluidos em parafina fundida a 60° em
pequenos blocos. Depois dos blocos serem retirados da estufa, a parafina solidifica e eles
tornam-se rigidos. Os blocos de parafina que contém os tecidos foram entdo seccionados.
Os cortes sdo colocados a flutuar sobre a superficie de 4gua aquecida e depois colocados
sobre laminas de vidro, onde aderem. Foram obtidos cortes de 4 um, montados em laminas
previamente tratadas com organosilano. Tal procedimento foi realizado por um técnico
experiente e capacitado nos procedimentos de inclusdo e corte de material. Foram
realizados cinco cortes de cada fragmento obtido para a realizacdo da técnica de

imunohistoquimica.

2.5 Imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica foi efectuada no laboratério de Fisiologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa (FMV-Ulishoa). O procedimento teve inicio
com a desparafinacdo dos cortes através da colocagdo das laminas na estufa a 57°C
durante cinco minutos, posteriormente numa cuba de vidro com Xilol a temperatura ambiente
durante 20 minutos e a seguir foram mantidas em novo banho de xilol durante 15 minutos.
Seguiu-se a rehidratacdo dos cortes por imerséo das laminas em cubas de vidro com etanol
em concentragcdes decrescentes, na seguinte sequéncia: imersdo em etanol 100% | (2
minutos), imersao em etanol 100% Il (2 minutos), imersdo em etanol 95% | (2 minutos),
imersdo em etanol 95% Il (2 minutos), imersdo em etanol 70% | por (2 minutos) e imersao
em etanol 70% Il (2 minutos). No fim as laminas foram colocadas numa tina com &gua
destilada durante 5 minutos. O passo seguinte foi a colocacdo das laminas numa tina com
uma solucdo de H,O, a 0,3% em H,O durante 15 minutos para fazer o bloqueio da
peroxidase enddgena. As laminas foram depois lavadas em PBS durante 5 minutos.
Procedeu-se a recuperacdo antigénica, necessaria para libertar os epitopos antigénicos do
tecido, com a utilizacdo de tampao citrato a pH 6.0, em micro-ondas, durante 15 minutos a
700 W. Seguiu-se um periodo de arrefecimento gradual em gelo. Depois, realizou-se o
bloqueio de proteinas, aplicando-se 100 ul de soro bloqueador “Goat serum” 5% em PBS.
Este passo teve como objetivo o bloqueio dos locais de ligacédo inespecifica. As laminas
ficaram a incubar durante 45 minutos a temperatura ambiente. O passo seguinte foi a
aplicacéo do anticorpo primério. Neste trabalho foram utilizados 3 anticorpos diferentes: anti-

TGFB-1, anti-TGFB receptor | e anti-TGFB receptor Il. Dependendo do anticorpo foram
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utilizadas diferentes diluicbes, como resumido na Tabela 3. Os anticorpos foram diluidos em
soro blogueador e foram aplicados 100 pl por Iamina, sendo uniformemente distribuidos por
toda a superficie do corte. As laminas ficaram a incubar durante a noite (durante 16 horas)
em camara humida, a 4°C. Posteriormente, as laminas foram lavadas com PBS durante 20
minutos e foi depois aplicado o anticorpo secundario “Antigoat” na diluicdo de 1:100 durante
1 hora a temperatura ambiente. As laminas foram lavadas mais uma vez em PBS durante 10
minutos e seguidamente foi aplicada uma solugdo cromogénica com diaminobenzidina
(DAB) (kit ImlmPACT™ DAB Peroxidase Substrate Kit — VectorLabs, Burlingame, CA), 100 pl
por lamina durante de 2 minutos, ao abrigo da luz. Apos este passo, as laminas foram
lavadas em agua destilada durante 5 minutos e depois contrastadas com Hematoxilina
durante 1 minuto. As laminas foram novamente lavadas em agua destilada durante 5
minutos e depois procedeu-se a desidratacdo dos tecidos da seguinte forma: imersdo em
etanol a 70% por dois minutos, imersdo em etanol a 95% por dois minutos, imersao em
etanol a 100% por trés minutos, imersao em etanol a 100% por cinco minutos, imersdo em
xilol por cinco minutos e imersao num novo banho de xilol por mais 5 minutos. As lamelas
foram montadas sobre as laminas com Entellan e foram deixadas a secar. Como controlo
negativo foi feita a substituicdo do anticorpo primario pela imunoglobulina da mesma espécie
deste, ou seja, foram utilizadas fracdes de imunoglobulinas séricas de coelho (IgG rabbit)
para os anticorpos policlonais, diluidas em soro bloqueador na concentracdo de 1:50,
mantendo-se inalteradas as outras etapas do processo. Foi ainda realizado o controlo

negativo com a substituicdo do anticorpo primario por PBS (100 pl).

Anpcqr_po Origem Tipo [Diluicéo Laboratoério
primario
TGFB-1 Coelho  [policional | 1:100 | APCam. Cambridge, Reino
TGF receptor | Coelho policlonal| 1:25 AbCam, C?Jr;]%rédge, Reino
TGFp receptor Il Coelho policlonal| 1:50 Biorbyt, Reino Unido

Tabela 3 Anticorpos primarios usados na imunohistoquimica

2.6 Fotografias dos cortes histologicos

Os cortes histolégicos das bidpsias apds a imunohistoquimica foram observados através do
microscépio OLYMPUS BX51 associado a uma camara fotografica (Olympus DP21 U-
CMAD-2). Foram tiradas cerca de 30 fotografias digitais a cada corte histolégico de modo

aleatério em diferentes ampliagdes: (40x), (100x) e (400x).
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2.7 Avaliacao das biépsias endometriais

A classificacdo das bidpsias endometriais de cada égua foi avaliada no laboratério de
Fisiologia da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa (FMV-ULisboa)
com base nos cortes histoldégicos das bidpsias das éguas antes de serem submetidas ao
tratamento com células estaminais, segundo o modelo proposto por Kenney & Doig (1986)
em grau de fibrose: Grau | - normal, Grau IIA — inflamacéo e fibrose ligeira, Grau IIB —
inflamacdo e fibrose moderada, Grau Ill — inflamacdo e fibrose grave, alteractes

irreversiveis.
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3. Resultados

3.1 Classificacdo da endometrose

Todas as 7 éguas apresentavam um grau de endometrose entre b e 1ll segundo o modelo

proposto por Kenney & Doig (1986).

3.2 Expressédo imunohistoquimica do TGF-B1, TGFBRI e TGFBRII

Para avaliar os possiveis beneficios da infusdo de células estaminais mesengquimatosas
derivadas da medula 6ssea no endométrio de éguas com endometrose, foi avaliada a
expressao da citocina pro-fibrética TGF-B1 e dos seus recetores, TGFBRI e TGFBRII no
endométrio antes do tratamento, e 30 e 60 dias apds o tratamento (Figuras 15, 16 e 19). Foi
realizada a avaliacao qualitativa da imunomarcacgédo das bi6psias em microscopio éptico nas

ampliagdes (100x) e (400x).

3.2.1 TGF-B1

A expressdo do TGF-B1 foi observada em todas as 7 éguas antes do tratamento com
células estaminais mesenquimatosas derivadas da medula 6ssea (BM-MSCs, Bone marrow-
derived mesenchymal stem cells) (D0). Em todas as éguas foi observada a marcacao do
TGF-B1 no endotélio dos vasos e no citoplasma das células do epitélio glandular (Figura 10).
Em 4 éguas, a expressdo do TGF-B1 apareceu com maior intensidade em glandulas
dilatadas ou em glandulas em focos fibréticos (Figura 11). Apenas numa égua com o grau
de endometrose llb foi possivel observar a expressdo do TGF-B1 na parte apical do
citoplasma das células do epitélio glandular em algumas glandulas (Figura 12). Além disso,
verificou-se em todas as éguas a expressao moderada do TGF-B1 no citoplasma em
algumas células do estroma, principalmente no estrato compato (Figura 13). A
imunomarcacédo do TGF-B1 foi também observada em macrofagos.

Trinta dias depois do tratamento com BM-MSCs (D30) foi igualmente observada a marcacéo
do TGF-B1 no endotélio dos vasos de todas as éguas assim como no citoplasma das células
do epitélio gandular. Em duas éguas houve uma diminui¢cdo da intensidade da marcacgdo do
TGF-B1 no citoplasma das células do epitélio glandular aos 30 dias em comparagdo com
DO. Em duas éguas houve um aumento de intensidade da marcacdo do TGF-B1 no
citoplasma das células do epitélio glandular em comparacdo com DO, enquanto nas outras

éguas ndo houve alteragdo da intensidade da marcagdo do TGF-B1 no citoplasma das
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células do epitélio glandular ao D30. Do mesmo modo, houve uma maior intensidade da
marcacgao do TGF-B1 no citoplasma das células do epitélio glandular nas glandulas dilatadas
e nas que estavam organizadas em focos fibroticos e ninhos. Em duas éguas verificou-se a
expressdo do TGF-B1 na parte basal do citoplasma das células do epitélio glandular,
perinuclear, enquanto numa outra égua observou-se a expressao do TGF-B1 na parte apical
do citoplasma da célula (Figura 14). E também de mencionar a expressdo moderada do
TGF-B1 em algumas células do estroma em todas as éguas, principalmente no estrato
compato.

Sessenta dias apés o tratamento (D60) a imunomarcacgdo do endotélio estava presente em
todas as éguas. A intensidade da marcacgéo do citoplasma das células do epitélio glandular
apresentou-se diminuida em 2 éguas, podendo observar-se uma marcagdo mais ténue do
citoplasma do epitélio glandular e em menos glandulas em comparagdo com DO e D30. Em
duas éguas houve um aumento de intensidade da marcagédo do TGF-B1 no citoplasma das
células do epitélio glandular em comparagdo com DO, enquanto as outras 3 éguas nao
apresentaram alteracdes da intensidade da marcacao do citoplasma das células do epitélio
glandular entre DO, D30 e D60. Pbéde igualmente verificar-se a marcacdo moderada em

algumas células do estroma em todas as éguas, principalmente no estrato compato.
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Figura 10 Imunomarcacdo do TGF-B1 no endométrio da égua antes do tratamento com BM-MSCs
(D0). A: marcacéo difusa do citoplasma das células epiteliais; B: marcac@o das células endoteliais de

um vaso (seta). (400x)

Figura 11 Imunomarcagdo do TGF-B1 no endométrio da égua antes do tratamento com BM-MSCs
(D0). Notar a maior intensidade de marcagdo no citoplasma das células epiteliais de glandulas
dilatadas. (100x)
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Figura 12 Imunomarcagdo do TGF-B1 no endométrio da égua antes do tratamento com BM-MSCs
(D0). Notar a marcagdo na porcdo apical do citoplasma das células epiteliais de glandulas

endometriais. (100x)

Figura 13 Imunomarcagdo do TGF-B1 no endométrio da égua antes do tratamento com BM-MSCs

(D0). Marcacéo de células do estroma (setas); vaso (V), glandula endometrial (G). (400x)
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Figura 14 Imunomarcacdo do TGF-1 no endométrio da égua 30 dias apOs o tratamento com BM-

MSCs (D30). Marcacao basal do citoplasma das células do epitélio glandular. (400x)
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Figura 15 Imunomarcacédo do TGF-1 no endométrio da mesma égua antes do tratamento com BM-

MSCs (DO0), trinta dias ap6és o tratamento (D30) e sessenta dias depois do tratamento (D60). (100x)
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3.2.2 TGFBRI

Antes do tratamento (D0), o padrdao de marcacéo do recetor 1 do TGF-f1 (TGFBRI) no
endométrio equino com endometrose foi semelhante ao padrdo de marcacdo do TGF-B1.
Em todas as éguas houve marcacdo de intensidade moderada do endotélio e pbéde
observar-se marcacdo de intensidade moderada a intensa do citoplasma das células do
epitélio glandular em todas as éguas. Houve um aumento da intensidade da marcacao nas
glandulas dilatadas, que se encontravam em focos fibréticos ou numa localizacdo mais
profunda do endométrio. Houve também marcacao de algumas células do estroma. Trinta
dias (D30) ap6s o tratamento com BM-MSCs, verificou-se igualmente a marcacdo do
TGFBRI no endotélio dos vasos de todas as éguas assim como no citoplasma das células
do epitélio gandular. Apenas em duas éguas houve uma diminuicdo da intensidade da
marcacao do citoplasma das células do epitélio glandular enquanto em 3 éguas nao houve
alteracdo da intensidade da marcacdo. Em 2 éguas observou-se um aumento da
intensidade da imunomarcacdo em comparacao com DO. Pdde igualmente observar-se um
aumento da intensidade da marcacao do citoplasma das células do epitélio glandular nas
glandulas dilatadas, que estavam em focos fibréticos ou numa localizagdo mais profunda do
endométrio, assim como a marcagédo de algumas células do estroma. Sessenta dias (D60)
apos o tratamento ainda foi possivel observar a marcagdo do endotélio dos vasos e do
citoplasma das células do epitélio glandular em todas as éguas. A intensidade da marcagéo
do citoplasma do epitélio glandular apresentou-se mais ténue e numa menor quantidade de
glandulas em 2 éguas, em comparacao com D30 e DO. Em 3 éguas nédo houve alteragédo da
intensidade da marcagdo e em 2 éguas observou-se um aumento da intensidade da
imunomarcagdo em comparacdo com DO. Verificou-se também a marcacdo de algumas

células do estroma.
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3.2.3 TGFBRII

O recetor Il apresentou um padrdo de expressdo no endométrio um pouco diferente do
recetor | e do TGF-B1. Antes do tratamento com BM-MSCs, ndo houve marcacdo no
endotélio dos vasos nem no citoplasma das células epiteliais das glandulas. Foi possivel
observar a marcacdo de células do estroma esporadicas a envolver as glandulas,
principalmente em ninhos ou em glandulas dilatadas (Figura 17). Houve também a
marcacgao dos cilios das células do epitélio das glandulas (Figura 18). Em D30 e D60 n&o
houve alteracdo da expressido do TGFBRIl em comparagdo com DO.
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Figura 17 Imunomarcacao do TGFBRII no endométrio da égua antes do tratamento com BM-MSCs

(D0). A e C: Marcacao de células do estroma num ninho glandular. Ampliacdo 400x; B: Marcacdo de
células do estroma a envolver uma glandula. Ampliacdo 400x; D: Marcacédo de células do estroma a
envolver um ninho com glandulas dilatadas. (100x)
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Figura 18 Imunomarcagédo do TGFBRII no endométrio da égua antes do tratamento com BM-MSCs
(D0). Notar marcacéao dos cilios das células do epitélio glandular num ninho glandular (setas pretas) e
células do estroma entre as glandulas (setas vermelha). (400x)

TGFBRII

com
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Figura 19 Imunomarcagédo do TGFBRIlI no endométrio da mesma égua antes do tratamento com BM-

MSCs (DO0), trinta dias apés o tratamento (D30) e sessenta dias apos o tratamento (D60). (100x)

4, Discussao

Em muitas doencas a patogénese da fibrose envolve processos exuberantes de cicatrizacao
iniciados para proteger o hospedeiro de estimulos nocivos (Wynn, 2007). Em resposta a
estimulos nocivos de varios tipos, estes processos de reparagdo levam a deposigédo
excessiva de matriz extracelular, que perturba a homeostasia do tecido normal (Sakai &
Tager, 2013). O mesmo se passa no endométrio da égua, que em resposta as bactérias ou
a estimulos nao-infecciosos, tais como 0 sémen que atinge o Utero, tem a particularidade de
desenvolver fibrose no estroma, levando a endometrose (Kenney, 1992; Hoffmann et al.,
2009). O processo de reparacdo envolve varios tipos de células, incluindo células epiteliais,
fibroblastos, células endoteliais e leuc6citos, que interagem umas com as outras (Sakai &
Tager, 2013). Varios fatores de crescimento e citocinas libertados por células inflamatdrias
estdo envolvidos em processos inflamatorios e fibrose em todos os tecidos do organismo
(Wynn & Ramalingam 2012). Em tecidos inflamados, uma rede complexa de citocinas pro-
fibréticas interage com a matriz extracelular, com os fibroblastos e outras células para
regular a deposicao de colagénio e de fibrose tecidual (Atamas, 2002). O envolvimento de
citocinas na patogénese da fibrose em outras espécies além de éguas e outros tecidos além
do endométrio, como pulmdes, figado ou rim, deve ser considerado como base para abordar
0s mecanismos de estabelecimento da endometrose (Wynn, 2008).

O TGF-B1 pertence a uma superfamilia de polipéptidos envolvidos em diversos processos
bioldgicos, incluindo o crescimento, a proliferacdo e diferenciacdo celular, angiogénese,
apoptose e remodelacdo da matriz extracelular (Haralson, 1997). No entanto, quando a
homeostase do tecido é perturbada por alguma lesdo, o TGF-B1 atua como uma importante
citocina pro-fibrotica, aumentando o recrutamento, proliferagdo e diferenciacdo de
fibroblastos em miofibroblastos e a producdo de matriz extracelular (Sheppard, 2006). A
expressao elevada de TGF-B1 nos Orgdos afetados e a subsequente desregulacdo das
funcbes do TGF-B1, estd relacionada com a deposicdo anormal de tecido conjuntivo

observada durante o aparecimento de doencas fibréticas (Verrecchia & Mauviel, 2007). A
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concentracdo de TGF-B1 no tecido endometrial aumenta proporcionalmente com o grau de
gravidade da fibrose periglandular e sugere um papel desta citocina pro-fibrética na
progressao da endometrose equina (Sun et al., 1997).

O TGF-B1 é produzido por diversos tipos de células parenquimatosas (Kopp & Branton,
1999), e por todas as linhagens de leucdcitos, incluindo os linfocitos, macréfagos e células
dendriticas e sua expressdo serve de modo autdcrino e paracrino para controlar a
diferenciacao, proliferacdo e estado da ativacdo destas células imunes (Letterio & Roberts,
1998).

As MSCs segregam uma grande variedade de moléculas bioativas, algumas das quais
modulam a resposta inflamatéria e outras proporcionam a regeneracao e remodelacdo do
tecido lesionado (Falomo et al., 2015). Geralmente, o transplante de MSCs reduz a
expressao e a concentragdo de TGF-B1 (Unusier et al., 2014). Para avaliar os efeitos das
MSCs na fibrose endometrial, foram injetadas BM-MSCs autélogas no endométrio de sete
éguas com endometrose em diestro e foi avaliada a expressdo do TGF-B1 e dos seus
recetores no endométrio por imunohistoquimica. Uma diminuigdo da expressdo do TGF-1
trinta (D30) e sessenta (D60) dias apdés o transplante de células estaminais
mesenquimatosas derivadas da medula 6ssea no endométrio poderia induzir uma reducéo
do desenvolvimento da fibrose. O TGF-B1 foi expresso em todas as éguas no endotélio dos
vasos, nas células epiteliais das glandulas uterinas, em algumas células do estroma e em
macréfagos, apresentando uma expressdo citoplasmatica. Os mondcitos e macrofagos
segregam TGF-B1 e medeiam muitos dos efeitos do TGF-B1 na inflamacédo e,
indirectamente, na fibrose associada a inflamacao cronica (Letterio & Roberts, 1998). A
expressao de TGF-B1 por macré6fagos e outros leucocitos desempenha um papel central
ndo sé na inflamacdo mas também na fibrose por estimulagdo paracrina de células
mesenquimatosas residentes para produzir uma matriz extracelular excessiva (Letterio &
Roberts, 1998). Em humanos, estudos em células endometriais mostraram que o padrao da
expressao do TGF-B1 e dos seus receptores sofre alteragées durante as diferentes fases do
ciclo menstrual e que pode ser influenciado por hormonas esteroides (Piestrzeniewicz-
Ulanska, Brys , Semczuk, Jakowicki & Krajewska, 2002). Portanto, 0 mesmo pode passar-se
com a égua ou seja, o padrdo da expressao do TGF-B1 pode variar ao longo do ciclo éstrico.
Foi observada uma maior intensidade da expressdo do TGF-B1 nas células epiteliais das
glandulas dilatadas e localizadas em focos fibréticos, talvez porque os miofibroblastos
segregam mediadores que causam a apoptose das células epiteliais, incluindo a
angiotensina Il e espécies reativas de oxigénio como o H,0,. Os estimulos que lesam as
células epiteliais induzem a sua apoptose e a producao e/ou a ativacdo de mediadores proé-
fibroticos, incluindo o TGF-B1 (Sakai & Tager, 2013). As células epiteliais alteradas induzem

a ativacao do TGF-B1 através das suas integrinas (Sakai & Tager, 2013). A integrina avf36,
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ativadora do TGF-31, € restrita ao epitélio e a sua expressao aumenta em resposta a lesdes
ou inflamac&o (Breuss et al., 1995; Miller et al., 2001).

Trinta e sessenta dias ap6s o transplante de MSCs no endométrio das éguas também foi
possivel observar a expressdo do TGF-B1 no endotélio dos vasos, nas células epiteliais das
glandulas, em algumas células do estroma e em macréfagos. Em duas éguas parece ter
havido diminuicdo da intensidade e da quantidade da marcacéo de TGF-B1. No entanto, nas
outras éguas nao foi possivel distinguir esta alteragdo e em duas éguas parece mesmo ter
havido um aumento de intensidade e quantidade da marcacédo do TGF-B1 em D30 e D60.
As bidpsias foram todas recolhidas na mesma fase do ciclo éstrio, entre o dia 5 e 8 do
diestro. Estes resultados podem dever-se as condi¢des do tecido das bidpsias, encontrando-
se alguns um pouco deteriorados, as diferentes respostas individuais de cada organismo as
MSCs ou devido a fase tardia do processo de fibrose em que as MSCs foram administradas,
uma vez que foi demonstrado através de modelos animais que as MSCs tém um efeito
benéfico na fibrose apenas se forem administradas numa fase precoce da doenca e nao
guando j& existem alteragdes fibréticas (Weiss & Ortiz, 2013).

A sinalizacdo de TGF-B1 é fortemente regulada em diferentes niveis e a modulacdo da
atividade dos recetores do TGF-B1 € um passo critico para a regulacdo da sua sinalizagédo
(Huang & Chen, 2012). A sinalizagdo do TGF-B1 é iniciada pela sua ligacdo aos seus
recetores, o tipo Il (TGFBRII) e tipo | (TGFBRI) localizados na membrana celular (Huang &
Chen, 2012). Os ligandos TGF-B1 tém uma elevada afinidade para o receptor de tipo Il e por
ligacdo a este receptor, o receptor tipo | é recrutado (Lebrin, Deckers, Bertolino & Dijke,
2005). Foi possivel observar a expressao de ambos os recetores (TGFBRII e TGFBRI) em
todas as éguas. No entanto, o padrao da expressédo de ambos os recetores difere bastante.
O TGFBRII, em DO, esta presente principalmente em algumas células do estroma em focos
fibréticos a envolver as glandulas, assim como em alguns macrofagos e nos cilios das
células do epitélio das glandulas. A sua expressao € mais esporadica que o TGFBRI e TGF-
B1. Em D30 e D60 ndo houve alteracdo da intensidade e quantidade de marcacdo do
TGFBRII. A expressado do TGFBRI em DO segue um padrdo muito semelhante a do TGF-f31,
estando presente no endotélio dos vasos, células epiteliais das glandulas, células do
estroma e macrofagos. Em D30 e D60, a expressdo do TGFBRI diminuiu de intensidade e
guantidade nas mesmas duas éguas em que houve uma diminuigdo da expressao do TGF-
B1. Nas outras éguas ndo foi possivel distinguir esta alteracdo e em duas éguas houve
mesmo um aumento de intensidade e quantidade da marcacédo do TGFBRI em D30 e D60.
Nao é possivel identificar uma relacdo entre o tratamento com MSCs e a alteracdo da
expressdo do TGFBRI e TGFBRIl. No entanto, as células do estroma expressam tanto o
TGFBRI como TGFBRII, o que sugere que este tipo de células pode transmitir um sinal
induzido pelo TGF-B1.

60



5. Concluséo

Apesar dos recentes avancos na ciéncia e medicina veterinaria, a endometrose continua a
ter um impacto negativo na fertilidade da égua. Este foi o primeiro trabalho a tentar avaliar a
expressao da citocina pro-fibrética TGF-B1 e dos seus recetores TGFBRI e TGFBRII no
endométrio da égua e a analisar os efeitos de uma terapéutica regenerativa baseada na
utilizacdo de células estaminais mesenquimatosas autdlogas derivadas da medula éssea na
expressao do TGF-B1, TGFBRI e TGFBRII. Neste trabalho néo foi possivel detetar um efeito
claro das BM-MSCs aut6logas transplantadas no endométrio de éguas com endometrose na
expressao da citocina pro-fibrética TGF-1 e dos seus recetores TGFBRI e TGFBRIl. No
entanto, em duas éguas as BM-MSCs pareceram exercer um efeito positivo, diminuindo a
expressdo do TGF-B1 e TGFBRI 30 dias e 60 dias apds o tratamento. E possivel que as BM-
MSCs exercam um efeito positivo na endometrose e na expressao da citocina pro-fibrética
TGF-B1 e dos seus recetores mas sao necessarios mais estudos com um maior nimero de
animais e com diferentes graus de fibrose endometrial, assim como o estudo de outros
fatores proé-fibréticos, como por exemplo o fator de crescimento de tecido conjuntivo (CTGF,
connective tissue growth factor), o fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF,
platelet derived growth factor) e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a, tumor necrosis factor-
a), o inibidor tecidular de metaloproteinase-1 (TIMP-1) e colagénio | e lll. H4 ainda varias
questdes a responder, nomeadamente, que concentracdo de células estaminais deve ser
utilizada, qual o melhor método de aplicacdo, qual o nimero ideal de tratamentos ou até

qual o momento ideal de aplicacdo do tratamento.
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