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RESUMO

MACIEL, A. P. Transcriptoma e caracterizacdo do perfil proteémico de células-
tronco mesenquimais do tecido adiposo de mini-horses (Equus ferus caballus).
Botucatu, 2019. p.62 dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista
(Unesp).

As células-tronco mesenquimais extraidas da medula 6ssea ou tecido adiposo
sao utilizadas em abordagens terapéuticas, em vista das suas propriedades
anti-inflamatérias, imunomoduladoras e regenerativas. Estas células sao
consideradas uma nova alternativa para o tratamento de enfermidades em
diversas espécies, incluindo as dos equinos. Dessa forma, com o intuito de
investigar a possivel utilizagdo das células estromais de mini-horses em
tratamentos de cavalos, nesse estudo foi realizada a colheita, isolamento,
expansao, caracterizacdo imunofenotipica e diferenciacdo em duas linhagens
mesenquimais: osteogénica e adipogénica de células estromais de mini-horses
(Equus ferus caballus), objetivando a formac&o de um banco celular. Foi ainda
realizada a andlise transcricional comparativa dessas células, com as células
estromais oriundas de cavalos (Equus caballus), produzidas e caracterizadas
nas mesmas condi¢cdes. Os parametros analisados foram o perfil de genes
relacionados a angiogénese, regulacdo negativa da proliferacdo de células T,
regulacdo negativa da ativacédo de células T, proliferacdo negativa de linfécitos
reguladores, regulacdo negativa da proliferacdo de células mononucleares,
regulacdo negativa da adesado célula-célula de leucécitos, regulacdo negativa
da proliferacdo de leucécitos, regulacdo negativa da adesado célula-leucdcito,
regulacdo negativa da ativacdo de linfocitos. Também foram pesquisados 0s
principais genes up e down regulados comparando mini-horses aos cavalos.
Para formacéo do banco celular foram realizadas avaliagdes que comprovaram
as caracteristicas de células estromais nas células obtidas dos mini-horses, a
avaliacdo imunofenotipica por citometria de fluxo demonstrou expresséo alta
dos marcadores CD90 (99,83 £ 0,28) e esperada do CD105 (38,66 + 18,47) e
expressao baixa dos marcadores CD34 (3,55 + 1,14) e MHC 1l (4,21 + 2,03). O

potencial de diferenciacdo em linhagens adipogénicas in vitro foi observado



apos o 14° dia através da visualizacdo da deposi¢do de goticulas lipidicas no
citoplasma, e a linhagem osteogénica foi identificada apds o 21° dia pela
coloracdo positiva da matriz de calcio extracelular. Ao final da avaliacao
transcricional, observamos um perfil de expressédo génica diferente entre os
grupos, sugerindo que as diferengas entre os animais estudados se expande a
mutacdo do gene Aggrecan que determina o nanismo. Apesar disso, 0S
resultados indicam que as células estromais de mini-horse podem ser utilizadas
como uma alternativa para o tratamento de lesées equinas com a vantagem de

apresentarem uma maior expressao de genes relacionados a imunomodulacgéo.

Palavras-chave: Cultivo celular, Diferenciacdo, Equinos, Gene, Terapia

celular.



ABSTRACT

MACIEL, A. P. Transcriptome and protein profile characterization of
mesenchymal stem cells from adipose tissue of mini horses (Equus ferus
caballus). Botucatu, 2019. 62p. Thesis dissertation (Master degree) — School of
Veterinary Medicine and Animal Science, Botucatu Campus, Sédo Paulo State

University (Unesp).

Mesenchymal stem cells extracted from bone marrow or adipose tissue are
used in therapeutic approaches in view of their anti-inflammatory,
immunomodulatory and regenerative properties. These cells are considered a
new alternative for the treatment of diseases in several species. In order to
investigate the possible use of mini-horses stromal cells in horse treatments, in
this study was performed the collection, isolation, expansion,
immunophenotypic characterization and differentiation in two mesenchymal
lines were performed: osteogenic and adipogenic stromal cell mini-horses
(Equus ferus caballus), aiming the formation of a cellular bank. We also
performed the comparative transcriptional analysis of these cells, with stromal
cells from horses (Equus caballus), produced and characterized under the
same conditions. The parameters analyzed were the profile of genes related to
angiogenesis, negative regulation of T cell proliferation, negative regulation of T
cell activation, negative proliferation of regulatory lymphocytes, negative
regulation of mononuclear cell proliferation, negative regulation of cell-cell
adhesion leukocytes, negative regulation of leukocyte proliferation, negative
regulation of cell-leukocyte adhesion, negative regulation of lymphocyte
activation. We also searched the top 10 genes up and down regulated
comparing mini-horses to horses. For cell bank formation tests were performed
that demonstrated the characteristics of stromal cells in the cells obtained from
the mini-horses, the immunophenotypic evaluation by flow cytometry showed
high CD90 (99.83 + 0.28) and expected CD105 ( 38.66 + 18.47) and low
expression of the CD34 (3.55 + 1.14) and MHC Il (4.21 + 2.03) markers. The

potential for differentiation in in vitro adipogenic lines was observed after day 14



by visualization of the deposition of lipid droplets in the cytoplasm, and the
osteogenic lineage was identified after 21 ° day by the positive staining of the
extracellular calcium matrix. At the end of the transcriptional evaluation, we
observed a different gene expression profile between the groups, suggesting
that the differences between the studied animals expands the Aggrecan gene
mutation that determines the dwarfism. However, the results strongly indicate
that ASCs from mini-horses can be used as an alternative to treat horse’s
diseases, with the vantages of presenting a higher expression of

immunomodulatory genes.

Key words: Cell culture, Cell therapy, Differentiation, Equines, Gene.
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1. INTRODUCAO

Os mini-horses (Equus ferus caballus) sdo integrantes do grupo de
equideos que englobam os cavalos (Equus caballus) e, os asininos ou
jumentos (Equus asinus) (LESCHONSKI; SERRA; MENANDRO, 2008), que
recentemente vem ganhando notoriedade em exposicdes e haras devido a sua
inclusdo no mercado pet. Sua conformacgdo, semelhante a um cavalo em
miniatura ocorre por alteracdo genética, devido a espécie ser oriunda do
cruzamento de equinos de diferentes ragas, resultando em fémeas com altura
maxima de 0,98 m e machos 0,93 m, que mesmo apresentando um pequeno
porte, sdo considerados como uma raca de tripla aptiddo, com a vantagem, que
qgquando comparados a equinos de porte regular, necessitam de menores
espacos e, consequentemente menores custos de criacdo, sem perder a
resisténcia e rusticidade. Tais atribuicbes auxiliam na representatividade da
raca, com significativo crescimento no Brasil (Associacdo Brasileira dos
Criadores de Mini Horse, 2006).

A participacdo dos equideos na economia nacional € representada através
do complexo do agronegécio dos cavalos, a qual passou por um grande
crescimento nos Ultimos anos, voltado especialmente para o publico urbano,
tanto no lazer como no esporte. Este crescimento tem resultado em maiores
cuidados e gastos, que incluem despesas com medicamentos, ferragens,
cosmeéticos e acessorios (MAPA, 2016). Perante isso, as pesquisas com
equideos no Brasil, assim como nos demais paises, seguem relacionadas as
perspectivas da industria, abrangendo a producdo, manejo, melhoramento
genético, reproducdo, clinica e cirurgia (ALMEIDA; SILVA, 2010),
possibilitando o crescimento de diferentes areas. Dentre estas, um grande
avanco no segmento biomédico, que abrange a biologia celular e a medicina
regenerativa, estimulando o conhecimento sobre as células-tronco
(VERFAILLIE; PERA; LANSDORP, 2002).

As ceélulas-tronco mesenquimais vém sendo muito estudadas tanto

visando melhoria na qualidade de vida do animal, quanto ao procurar possiveis



tratamentos para enfermidades de dificil ou nenhum tratamento. Por serem de
facil obtencdo e manipulacdo in vitro, pouco imunogénicas, possuirem
habilidade de integracdo ao tecido hospedeiro, entre outros critérios, as células
mesenquimais sao consideradas grandes candidatas para aplicacdo em terapia
celular (PITTENGER et al, 1999). Na espécie equina, tem-se relatos do uso
terapéutico das células tronco mesenquimais principalmente oriundas da
medula 6ssea (GUEST; SMITH; ALLEN, 2008) e tecido adiposo, apesar de ja
ter sido evidenciado o isolamento das células originarias do sangue
(KOERNER et al, 2006), geleia de Wharton (ROMANOQV; SVINTSITSKAYA,
SMIRNOV, 2003) e de outros tecidos placentarios (VERFAILLIE, 2002).

Considerando a auséncia de publicacbes relacionadas ao cultivo de
células estromais em mini-horses, e por estes estarem ganhando notoriedade
no meio equino, o presente trabalho visa a coleta, isolamento e cultivo de
células-tronco mesenquimais de mini-horses, utilizando como fonte o tecido
adiposo, para comparacdo de suas caracteristicas in vitro e de seu
transcriptoma com as células-tronco de equinos produzidas utilizando o mesmo

protocolo.

1.1 Objetivo Geral

- Avaliar o isolamento de células-tronco mesenquimais, também
chamadas de células estromais mesenquimais (MSCs), obtidas do tecido
adiposo de mini-horses (Equus Ferus caballus), realizando a expanséo in vitro,

caracterizacéo e diferenciacdo, bem como o transcriptoma.

1.2 Objetivo Especifico
- Comparar o transcriptoma das células estromais mesenquimais do tecido

adiposo de cavalos (Equus caballus) e mini-horses (Equus ferus caballus).
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CONSIDERACOES FINAIS

Em seu conceito inicial, o presente trabalho surgiu como alternativa de
potencializar a obtencdo de CTMs no tratamento de enfermidades equinas,
para isso viabilizando sua obtengao ao utilizar mini-horses como doadores de
tecido adiposo, visto que o0s custos para obtencdo e manutencdo desses séo

inferiores quando comparados aos cavalos de porte regular.

Deste modo, inicialmente, esperavamos que as caracteristicas génicas
expressas ao compararmos os animais fossem similares, considerando que o
mini-horse € uma subespécie formada através de uma mutacdo de carater

recessivo no gene Agreccan.

Dados do presente estudo sugerem que apenas com excecdo da
angiogénese, as CTMs dos mini-horses apresentaram maiores expressdes
génicas. Contudo, ainda h& analises a serem realizadas como o pefrfil
protedmico do meio condicionado produzido a partir das CTMs em cultivo, para

potencializar o entendimento sobre as diferencas entre os animais estudados.





