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Perino, V. S. Avaliacdo da expressao génica de citocinas e fatores
neurotroficos em células tronco mesenquimais caninas pré-condicionadas
com extrato de canabis rico em canabidiol. Botucatu, 2023. Dissertacéo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

As células-tronco mesenquimais (MSCs) sdo caracterizadas como um tipo de
célula-tronco multipotente conhecidas por possuir a capacidade de diferenciacdo
em diversas linhagens celulares, modulagéo da secrecdo de moléculas bioativas
(fatores neurotrdficos, citocinas, entre outros), atua na reparacao e regeneracao
tecidual, caracteristicas que permitem sua aplicacdo em doencas degenerativas,
imunomediadas e expressa seu enorme potencial dentro da medicina
regenerativa. O uso terapéutico da canabis tem experimentado um crescimento
significativo ao longo dos anos, em grande parte devido aos efeitos benéficos
dos fitocanabindides, como o canabidiol (CBD) e o A9-tetrahidrocannabinol
(THC), dentre outros componentes da planta como os terpenos e flavondides.
Estudos tém demonstrado que o sistema endocanabinoide é responsavel por
funcdes bioldgicas cruciais, como neuroprotecdo, imunomodulacdo, modulacao
da dor e inflamacao. O pré-condicionamento das células-tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo canino (CAT-MSCs) utilizando extrato de canabis
rico em CBD € uma area emergente de pesquisa que explora os potenciais
efeitos dos fitocanabindides de aprimorar suas propriedades terapéuticas
(imunomodulacéo/ efeitos anti-inflamatorios/ viabilidade e sobrevivéncia celular/
diferenciacdo e potencial Regenerativo). O CBD e o THC sdo os componentes
mais estudados e desempenham um importante papel na proliferacéo, migracao,
diferenciacéo e modulagéo de citocinas e fatores neurotréficos das MSCs in vitro.
O objetivo deste estudo in vitro foi avaliar a morfologia e viabilidade celular, assim
como a expressdo génica de fatores neurotroficos (BDNF, GDNF e HGF) e
citocinas (IL-10, IDO, TNF-a, INF-y e PTGE2) ap0s a estimulacéo das cAT-MSCs
com extrato de canabis rico em CBD. Cinco amostras diferentes de cAT-MSCs,

previamente isoladas, caracterizadas imunofenotipicamente (CD44+, CD90+,



CD105+, CD34-, CD45-, MHC-II) e diferenciadas (osteogénica, adipogénica e
condrogénica), foram pré-condicionadas com concentracfes altas (2,25 uM) e
baixas (225 nM) do extrato de cannabis rico em CBD por 24 horas. As cAT-MSCs
estimuladas com baixa e alta concentragdo de CBD n&o apresentaram
alteracdes na morfologia ou na atividade metabdlica. O presente trabalho sugere
que o perfil de expressédo dos fatores neurotroficos (HGF e BDNF) das cAT-
MSCs pode ser modulado pelos fitocanabindides presentes no extrato de
canabis rico em CBD, no entanto, o pré-condicionamento das cAT-MSCs com
extrato de canabis rico em CBD € uma area de pesquisa relativamente nova,
sendo necessério a realizacdo de novos estudos para uma melhor analise do
comportamento das cAT-MSCs frente a diferentes extratos, doses e tempo de

estimulacao in vitro.

Palavras-Chave: Fitocanabinodides; Sistema endocanabindide;

Imunomodulagéo; Priming; Célula Tronco Mesenquimal.



Perino, V. S. Priming canine adipose-derived mesenchymal stem cells with
CBD-rich cannabis extract modulates neurotrophic factors expression
profile. Botucatu, 2023. Dissertation (Master's) - Faculty of Veterinary Medicine
and Animal Science, Botucatu Campus, Sao Paulo State University.

ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) are characterized as a type of multipotent stem
cell known for their ability to differentiate into various cell lineages and modulate
the secretion of bioactive molecules (neurotrophic factors, cytokines, among
others). They also play a role in tissue repair and regeneration, making them
applicable to degenerative and immune-mediated diseases, and showcasing
their enormous potential in regenerative medicine. The therapeutic use of
cannabis has experienced significant growth over the years, largely due to the
beneficial effects of phytocannabinoids such as cannabidiol (CBD) and A9-
tetrahydrocannabinol (THC), as well as other components of the plant like
terpenes and flavonoids. Studies have demonstrated that the endocannabinoid
system is responsible for crucial biological functions such as neuroprotection,
immunomodulation, pain modulation, and inflammation. Preconditioning canine
adipose tissue-derived mesenchymal stem cells (cAT-MSCs) using CBD-rich
cannabis extract is an emerging area of research that explores the potential
effects of phytocannabinoids in enhancing their therapeutic properties
(immunomodulation, anti-inflammatory effects, viability and cell survival,
differentiation, and regenerative potential). CBD and THC are the most studied
components and play an important role in the proliferation, migration,
differentiation, and modulation of cytokines and neurotrophic factors of MSCs in
vitro. The objective of this in vitro study was to evaluate the cellular morphology
and viability, as well as the gene expression of neurotrophic factors (BDNF,
GDNF, and HGF) and cytokines (IL-10, IDO, TNF-a, INF-y, and PTGE?2) after
stimulating cAT-MSCs with CBD-rich cannabis extract. Five different samples of
CAT-MSCs, previously isolated, immunophenotypically characterized (CD44+,
CD90+, CD105+, CD34-, CD45-, MHC-Il), and differentiated (osteogenic,



adipogenic, and chondrogenic), were preconditioned with high (2.25 uM) and low
(225 nM) concentrations of CBD-rich cannabis extract for 24 hours. The cAT-
MSCs stimulated with low and high concentrations of CBD showed no changes
in morphology or metabolic activity. This study suggests that the expression
profile of neurotrophic factors (HGF and BDNF) in cAT-MSCs can be modulated
by the phytocannabinoids present in CBD-rich cannabis extract. However,
preconditioning cAT-MSCs with CBD-rich cannabis extract is a relatively new
area of research, and further studies are needed to better analyze the behavior
of CAT-MSCs in response to different extracts, doses, and duration of in vitro

stimulation.

Keywords: Phytocannabinoids; Endocannabinoid system; Immunomodulation;
Priming; Mesenchymal Stem Cell.
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Conclusao

A concluséo deste estudo € que o pré-condicionamento das cAT-MSCs
com o extrato de cannabis rico em CBD foi capaz de aumentar a expressao
génica de HGF e diminuir a expresséo génica de BDNF, especialmente na dose
mais alta, embora nédo tenha sido capaz de influenciar a expressao génica de
GDNF, IDO, IL-10, TNF-q, INF-y e PTGES2.
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Considerac0es finais

A utilizacdo da canabis no pré-condicionamento das MSCs no campo da
medicina veterinaria é uma area de pesquisa relativamente nova, e seus
potenciais beneficios e riscos ainda ndo séo totalmente compreendidos, sendo
necessario estudos adicionais para avaliar os efeitos in vitro a partir de diferentes
abordagens de pré-condicionamento, viabilidade das MSCs pré-condicionadas
em relacdo a criopreservacao, modificacdes epigenéticas geradas por diferentes
abordagens de pré-condicionamento, eficacia para diferentes aplicactes
clinicas, as melhores fontes de isolamento e o uso de diferentes doses. No geral,
a expressao de receptores canabinoides nas MSCs sugere que o SEC pode ter
um papel importante na regulagéo do seu comportamento e funcéo, e que o pré-
condicionamento utilizando canabinoides como CBD podem ter potenciais

aplicacoes terapéuticas no campo da medicina regenerativa.
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