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MESENQUIMAIS COMO MODELO IN VITRO PARA A DERMATOSPARAXIA
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Zootecnia, campus de Botucatu.

RESUMO

Dermatosparaxia ovina, doenca autossémica recessiva, similar a Sindrome de
Ehlers-Danlos subtipo dermatosparaxia, provoca fragilidade e hiperelasticidade
da pele, resultado do polimorfismo de base unica (SNP) c.421G>T exon 2 no
gene ADAMTS-2, resultando na producdo da enzima inativa responsavel pela
maturacdo do pré-colageno | em fibrilas de colageno tipo | e Ill. Células tronco
mesenquimais (CTM) podem ser utilizadas em modelos in vitro, reproduzindo o
qgue ocorre in vivo, minimizando o uso de modelos animais. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial das CTM para o desenvolvimento de modelos in
vitro de dermatosparaxia, pela avaliacdo qualitativa da producao de colageno de
CTM ovinas de tecido adiposo (CTM-TA) e da expressado génica dos colagenos
do tipo I e lll, e ADAMTS-2. Os animais foram divididos em grupo
dermatosparaxia (n=4); grupo heterozigoto (n=5) e grupo controle (n=5). As
CTM-TA foram caracterizadas morfologicamente, imunofenotipicamente e pela
diferenciacéao in vitro em linhagens condrogénica, adipogénica e osteogénica.
Foi evidencianda diferenca qualitativa quanto a deposicdo de coladgeno em
matriz extracelular de diferenciacfes condrogénicas, sendo ausente nos animais
do grupo dermatosparaxia. A expressao génica de ADAMTS-2 foi menor no
grupo dermatosparaxia, sendo que este ultimo apresentou maior expressao de
colageno do tipo |, comparado ao grupo heterozigoto, explicada pela idade dos
animais. A expressao média de colageno do tipo Ill no grupo dermatosparaxia
foi menor que no grupo wild type. Os resultados demonstram o potencial das
CTM-TA de ovinos com dermatosparaxia no desenvolvimento de modelos

experimentais in vitro da doenca.
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Palavras-chave: astenia cutanea, colageno, expressdo ¢énica, o0vinos,

sindrome de Ehlers-Danlos.
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OLIVEIRA, J.P.M. POTENTIAL OF OVINE MESENCHYMAL STEM CELLS AS
AN IN VITRO MODEL FOR DERMATOSPARAXIS. Botucatu, 2022. 75p.
Dissertacdo (Mestrado). Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita

Filho”, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, campus de Botucatu.

ABSTRACT

Ovine dermatosparaxis, autosomal recessive disease, similar to Ehlers-Danlos
Syndrome subtype dermatosparaxis, culminates in fragility and hyperelasticity of
the skin, caused by a single base polymorphism (SNP) ¢.421G>T exon 2 in
ADAMTS-2 gene, resulting in inactive enzyme responsible for procollagen |
maturation into type | and type Il collagen fibrils. Mesenchymal stem cells (MSC)
can be used as in vitro models, reproducing in vivo conditions, minimizing the use
of animal models. The objective of this work was to evaluate the potential of
MSCs for the development of in vitro models of dermatosparaxis, through the
qualitative evaluation of collagen production of ovine AT-MSCs derived from
adipose tissue and the gene expression of type | and IIl collagens and ADAMTS-
2. The animals were divided into dermatosparaxis group (n=4); heterozygous
group (n=5) and control group (n=5). AT-MSC were characterized
morphologically, immunophenotypically and by in vitro differentiation into
chondrogenic, adipogenic and osteogenic lineages. There was evidence of a
qualitative difference in collagen deposition in the extracellular matrix of
chodrogenic differentiation, which was absent in animals from the
dermatosparaxis group. The gene expression of ADAMTS-2 was lower in the
dermatosparaxis group, and the latter showed a higher expression of type |
collagen, compared to the heterozygote group, explained by the age of the
animals. The average expression of type Il collagen in dermatosparaxis group
was lower than in the wild type group. The results demonstrate the potential of
sheep AT-MSCs with dermatosparaxis for the development of in vitro

experimental models of the disease.

Keywords: collagen, cutaneous ashtenia, Ehlers-Danlos syndrome, gene

expression, sheep.
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amostras dos grupos GH e GW, nao sendo identificadas no GD, assim como

obtido pela coloracédo com azul de toluidina.

CONCLUSAO GERAL

As células tronco mesenquimais ovinas demonstraram seu potencial in
vitro para utilizagdo em modelos experimentais da dermatosparaxia ovina, com
potencial transversal para estudos da doenca nos humanos, principalmente por
apresentar semelhanca clinica entre a enfermidade dos ovinos com a dEDS,

evitando potenciais discrepancias quando utilizado o modelo murino.

Ainda, o método de colheita pode ser empregado na obtencdo de CTM de

ovinos, pois apresenta facil aplicacédo e reprodutibilidade.

Os anticorpos rat anti-dog CD45 FITC (eBioscience; Clone YKIX716.13),
rat anti-mouse CD44 PE (BD Biosciences; Clone IM7), mouse anti-human CD90
APC (BD Biosciences; Clone 5E10), mouse anti-dog CD34 PE (BD Biosciences;
Clone 1H6) e mouse anti-human HLA-DR FITC (BD Biosciences; Clone TU36)
ndo apresentam reacdo cruzada com células ovinas, ndo sendo possivel
emprega-los como opcdo de marcadores de superficie para caracterizacéo

imunofenotipica das oCTM-TA.

Estudos acerca do potencial das oCTM-TA em cultivos tridimensionais se
fazem necessarios para completo entendimento do comportamento destas
células no desenvolvimento de organdides e plataformas experimentais da

doenca.
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