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RESUMO 

 

As células estromais mesenquimais (MSC’s) têm propriedades regenerativas e 
imunomoduladoras, tornando-as importantes na terapia veterinária. Nos 
equinos, estas células são frequentemente obtidas da medula óssea e do tecido 
adiposo, necessitando procedimento cirúrgico, com sedação e anestesia local. 
Assim, o tecido endometrial, obtido através de biópsia uterina, pode ser uma 
fonte mais acessível para o futuro uso terapêutico. MSC’s de origem endometrial 
(TE) e adiposa (TA) foram isoladas das mesmas éguas doadoras. As MSC’s 
foram avaliadas in vitro quanto ao potencial de diferenciação em tecido 
adipogênico e osteogênico. As MSC-TE e MSC-TA foram cultivadas in vitro e 
avaliadas quanto a expressão dos marcadores CD90, CD105, CD34 e MHC II, 
através de citometria de fluxo. Além disso, foi realizada análise transcriptômica 
comparativa destas células pela extração do RNA total seguido de 
Sequenciamento de Nova Geração (NGS). Foi analisada a expressão gênica 
diferencial de mRNA, assim como seus processos biológicos e vias metabólicas 
mais representadas em cada tipo celular. As MSC’s de ambos os tecidos 
apresentaram características específicas de células estromais mesenquimais, 
incluindo diferenciação nas linhagens adipogênicas e osteogênicas, além padrão 
fenotípico esperado. Os transcritos de todos os genes expressos se agruparam 
de acordo com a origem da MSC. Um total de 427 genes regulados 
positivamente e 587 genes regulados negativamente foram identificados nas 
MSC-TE. No entanto, estes valores representam somente 3,3% do total de 
transcritos identificados. As principais vias metabólicas expressas 
diferencialmente foram aquelas relacionadas ao alto padrão proliferativo do 
tecido endometrial.  Portanto, as células estromais mesenquimais advindas do 
endométrio equino são capazes de ser isoladas através de biópsia uterina, 
podendo se tornar uma fonte usual de coleta de MSC’s, para fins terapêuticos, 
uma vez que apresentaram características imunofenotípica, de 
multipotencialidade e de produção de transcritos semelhantes ao tecido adiposo. 
 

Palavras-chave:  célula estromal mesenquimal, endométrio, equino, expressão 

gênica 
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ABSTRACT 

 

Mesenchymal stromal cells (MSC’s) have regenerative and immunomodulatory 
properties, making them important in veterinary therapy. In the equine species, 
MSC’s are frequently isolated from bone marrow and adipose tissue, requiring 
surgical procedure, with local anesthesia and sedation. Thus, the endometrium, 
through uterine biopsy, can be a more accessible source for future therapeutic 
use. Endometrial (TE) and adipose (TA) derived MSC’s were isolated from the 
same donors. MSC’s were evaluated in vitro for the potential for adipogenic and 
osteogenic differentiation. The MSC-TE and MSC-TA were cultured in vitro and 
the CD90, CD105, CD34 and MHC II markers were tested using flow cytometry. 
A comparative transcriptomic analysis was performed by extracting the total RNA 
followed by New Generation Sequencing (NGS). Differential gene expression of 
mRNA was analyzed, as well as its biological processes and metabolic pathways 
most represented in each cell type. The MSC’s of both tissues showed specific 
characteristics of mesenchymal stromal cells, including differentiation in 
adipogenic and osteogenic strains, in addition to the expected phenotypic 
pattern. The transcripts of all expressed genes were grouped according to the 
origin of the MSC. A total of 427 positively regulated genes and 587 negatively 
regulated genes were identified in the MSC-TE. However, these values represent 
only 3.3% of the total transcripts identified. The main metabolic pathways 
expressed differentially were those related to the high proliferative pattern of 
endometrial tissue. Therefore, mesenchymal stromal cells from the equine 
endometrium are able to be isolated through uterine biopsy, and can become a 
usual source of collection of MSC's, for therapeutic purposes, since they have 
immunophenotypic, multipotentiality and production of similar transcripts 
compared to adipose tissue. 
 
Keywords: endometrium, equine, mesenchymal stromal cells, uterus.                



1 
 

 

 

“Mas o mundo foi rodando 

Nas patas do meu cavalo 

E nos sonhos 

Que fui sonhando 

As visões se clareando 

Até que um dia acordei" 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

O tratamento clínico com células-tronco (CT) apresenta-se como uma 

prática crescente na medicina veterinária, já que têm propriedades pró-

regenerativas e imunomoduladoras (PAUL; ANISIMOV, 2013). Tais células e 

também o seu meio de cultivo são uma alternativa promissora para terapia de 

diversas enfermidades, incluindo as do sistema reprodutivo. 

As células-tronco adultas podem ser isoladas do sangue periférico, da 

medula óssea, do cordão umbilical e do tecido adiposo (HERZOG et al., 2003). 

No equino, as células estromais mesenquimais (MSC’s) são colhidas mais 

frequentemente da medula óssea ou tecido adiposo, sendo cultivadas in vitro 

para transplante autólogo. Para tanto, é necessário procedimento cirúrgico para 

obtenção deste tipo de célula, o que aumentou o interesse das pesquisas para 

fontes menos invasivas como sangue periférico total, sangue do cordão umbilical 

ou gelatina de Wharton. Desta forma, o tecido endometrial também tem se 

mostrado atrativo como fonte de células estromais mesenquimais (RINK et al., 

2017). Além disso, seria esperado que as MSC’s encontradas no endométrio 

fossem mais eficientes na imunomodulação e reparação tecidual do tecido 

uterino.  

O tecido endometrial é composto por células epiteliais luminais, células do 

estroma, do endotélio, fibras musculares e leucócitos, além de ser altamente 

regenerativo. As células estromais endometriais são dinâmicas, capazes de se 

multiplicar durante o ciclo estral e gestação (DONOFRIO et al., 2008), sob a 

influência de fatores de crescimento e esteroides ovarianos (GARGETT et al., 

2008).  

MSC’s de origem endometrial já foram isoladas de diversas espécies 

como humanos, roedores, suínos e ovinos (GAAFAR et al., 2014; RINK et al., 

2017). A partir do uso terapêutico destas células, já foi possível tratar o 

endométrio humano em modelos de endometriose, utilizando ratos (MASUDA et 

al., 2007). Recentemente, as MSC’s endometriais da espécie equina foram 

cultivadas e caracterizadas quanto aos seus marcadores de superfície, a fim de 

explorar o potencial terapêutico deste tipo de célula-tronco (RINK et al., 2017). 

A endometrite persistente pós-cobertura (EPPC) é uma enfermidade 

inflamatória que se destaca por ser a principal causa de infertilidade nas éguas, 
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tendo uma prevalência média de 10 a 15% (WOODWARD; TROEDSSON, 

2013). O tratamento inclui lavagem uterina, uso de agentes ecbólicos e 

glicocorticoides, porém não são eficazes, podendo ser utilizados como 

alternativa os produtos biológicos atuantes na imunomodulação. Portanto, 

afecções crônicas e degenerativas do trato reprodutivo das éguas, não 

responsivas aos tratamentos convencionais, se beneficiariam dos efeitos das 

células estromais mesenquimais (RINK et al., 2017).  

Em vista disso, o objetivo deste estudo foi isolar, cultivar e caracterizar 

amostras de células estromais mesenquimais obtidas a partir do tecido 

endometrial de éguas em diestro, comparando com as de origem adiposa, 

avaliando também a transcriptômica a fim de confrontar o perfil de produção de 

biomoléculas com potencial terapêutico produzidas pelas duas fontes de células 

estromais.  

 

1.1 Objetivo Geral  

- Avaliar o isolamento de células-tronco mesenquimais, também 

chamadas de células estromais mesenquimais (MSC’s), obtidas do 

tecido endometrial de equinos (Equus caballus), realizando a 

expansão in vitro, caracterização e diferenciação.  

 

1.2 Objetivo Específico  

- Comparar o transcriptoma de células estromais mesenquimais do 

tecido endometrial e adiposo de equinos (Equus caballus).  

 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Células-tronco mesenquimais  

Células estromais mesenquimais são células-tronco adultas que possuem 

alta capacidade de se renovar e diferenciar em várias linhagens de tecido 

conjuntivo. Possuem população heterogênea de células estromais, formato 

fibroblastóide, multipotentes e não hematopoiéticas, sendo de interesse devido 

ao potencial terapêutico na regeneração de órgãos e/ou tecidos lesionados 

(SILVA et al., 2018). 
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Possuem propriedades anti-apoptóticas contribuindo para homeostase 

tecidual e também atuam com as células do sistema imunológico nos processos 

inflamatórios. Além disso, apresentam baixa expressão de moléculas do 

complexo de histocompatibilidade (MHC) diminuindo a possibilidade de acionar 

resposta imune quando transplantadas (CALIARI-OLIVEIRA et al., 2016; LIU et 

al., 2016).  

 Estas células são caracterizadas por aspectos demonstrados in vitro, 

como combinação de marcadores fenotípicos e potencial de diferenciação em 

outras linhagens mesodermais, permitindo transformação em osteoblastos, 

adipócitos, condrócitos e outros tipos celulares, em resposta a um estímulo 

apropriado (CONRAD; HUSS, 2005; NOTCH et al., 2010).  

O Comitê de Células-Tronco Mesenquimais, da Sociedade Internacional 

de Terapia Celular, define MSC’s humanas como CD105, CD73 e CD90 positivas 

e negativas para CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA (KOLF 

et al., 2007). Estes marcadores de superfície (Clusters Designation – CD) são 

utilizados como identificação da imunofenotipagem, pois as células contêm 

proteínas de membrana que podem ser reconhecidas por anticorpos específicos 

e, portanto, ser utilizados na caracterização deste tipo celular (TAYLOR et al., 

2007). 

Ainda não foram validados marcadores de superfície específicos para 

equinos, devido a limitada disponibilidade de anticorpos monoclonais anti-cavalo 

e também anticorpos de outras espécies não possuem reação cruzada com a 

espécie equina (TAYLOR et al., 2007). Desta forma, as MSC’s equinas possuem 

variada expressão de marcadores de superfície como CD29, CD90, CD44, 

CD166, CD13, CD146, CD117, CD40 e CD80. Enquanto têm baixa expressão 

dos CD45, CD14 ou CD11b, CD79 ou CD19 e antígenos de MHC II (De 

SCHAUWER et al., 2012; MARTINELLO et al., 2010; RANERA et al., 2011).  

As MSC’s podem ser isoladas a partir de músculo, fígado, baço, 

cartilagens articulares, derme, timo e tecido adiposo (BIANCO; COSSU, 1999). 

Mais recentemente, o útero também se mostrou uma fonte de MSC’s (MUTLU et 

al., 2015). Essa grande variedade de fontes no organismo é uma demonstração 

de que as MSC’s estão presentes em praticamente todos os tecidos, no qual 

interagem com as células locais e, sob condições de inflamação, com células do 

sistema imune (BERNARDO; FIBBE, 2013).  
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 As MSC’s podem ser cultivadas e expandidas in vitro, pois são capazes 

de se aderir ao plástico do frasco e formar colônias quando cultivadas em baixa 

densidade. A morfologia típica são células com formato fibroblastóide alongadas, 

fusiformes e pontiagudas, contendo grandes núcleos ovais centralizados e com 

abundante citoplasma. Na fase de senescência, a morfologia se altera revelando 

células grandes, achatadas, largas e que se multiplicam lentamente (FEHRER; 

LEPPERDINGER, 2005).  

A relativa capacidade de isolar e expandir MSC’s em cultivo, e 

principalmente seus efeitos regenerativos foi o que levou ao seu uso terapêutico 

em doenças degenerativas e autoimunes. Experimentos pré-clínicos e também 

na fase clínica se baseiam neste isolamento a partir da medula óssea, e do tecido 

adiposo e sua expansão in vitro. As MSC’s têm função imunomodulatória, pois 

percebem e controlam a inflamação, além de modificar a proliferação e produção 

de citocinas dos linfócitos e células mieloides do sistema imune (EGGENHOFER 

et al., 2014). 

 

2.2. Fontes de células-tronco mesenquimais  

Nos equinos, MSC’s já foram isoladas a partir de diversos tecidos como 

medula óssea, tecido adiposo, tecido embrionário, fluido e membrana sinovial, 

sangue periférico e do cordão umbilical, periósteo, músculo, gengiva, polpa 

dentária, ligamento periodontal, endométrio e folículo piloso (MENSING et al., 

2011; PRADO et al., 2015; RADTKE et al., 2013; RINK et al., 2017). 

Entre estas fontes, o tecido adiposo e a medula óssea têm a maior 

concentração de células, principalmente comparado ao sangue periférico. As 

originadas na medula óssea têm menor concentração em relação as de tecido 

adiposo, porém suas células têm maior potencial de diferenciação em tecido 

musculoesquelético (FRISBIE et al., 2009; KISIDAY et al., 2008; VIDAL et al., 

2009).   

Cultivos advindos da medula óssea e tecido adiposo têm maior 

crescimento in vitro que o cultivo originado no cordão umbilical (BARBERINI et 

al., 2014). As células da medula óssea, por sua vez, têm maior potencial 

condrogênico e osteogênico podendo ter melhor resposta nestes 

microambientes. A reduzida osteogênese de MSC’s de tecido adiposo pode ser 
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associada com alterada responsividade à estimulação pelas TGF-β e proteína 

morfogenética óssea (BPM) (ESTES et al., 2006; HENNIG et al., 2007).  

A necessidade de fazer um procedimento cirúrgico para a colheita nestes 

locais têm direcionado as pesquisas para outras fontes menos invasivas, 

incluindo sangue periférico, sangue do cordão umbilical ou geleia de Wharton 

(LOVATI et al., 2011; MOHANTY et al., 2014). Neste quesito, o tecido 

endometrial representa uma atrativa fonte alternativa na espécie equina (RINK 

et al., 2017). Uma das vantagens é que as células endometriais podem ser 

colhidas pela biópsia uterina (SCHURING et al., 2011; REVEL, 2009), que é um 

procedimento menos invasivo usado na clínica equina para diagnóstico e não 

necessita de sedação ou anestesia local (SNIDER et al., 2011). Além disso, é 

um procedimento que não deixa cicatrizes visíveis, que têm uma implicação 

estética importante na indústria do cavalo, principalmente em animais atletas 

(CABEZAS et al., 2018). 

A biópsia quando executada corretamente não resulta em dano ou 

cicatriz ao útero. Já foi demonstrado que a realização de múltiplas biópsias antes 

do estro, até cinco amostras de cada vez, não teve efeito negativo nas taxas de 

prenhezes subsequentes nas éguas (WATSON; SERTICH, 1992).  

Além de ser uma fonte alternativa acessível de células, comparado ao 

tecido adiposo e medula óssea, o uso de MSC’s endometriais pode representar 

uma ótima opção terapêutica para afecções uterinas, condição prevalente e 

multifacetada que frequentemente leva à infertilidade das éguas. As pesquisas 

também devem explorar o potencial clínico das células-tronco endometriais em 

outros tecidos que já são alvo das terapias regenerativas, como afecções do 

tecido musculoesquelético (RINK et al., 2017).  

 

2.2.1 Tecido endometrial  

O útero compreende tecido mucoso, ciclicamente renovado, com 

glândulas e tecido estromal extensivamente vascularizado (GARGETT et al., 

2009). Células-tronco uterinas estão presentes no endométrio cíclico durante o 

ciclo menstrual e também no tecido inativo não-cíclico, possivelmente com 

função de regenerar o endométrio (GARGETT, 2006). Essa regeneração 

prepara o endométrio para estímulo esteroidal tornando-o um ambiente receptivo 

para implantação embrionária (GARGETT et al., 2009). Espécies que 
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apresentam ciclo estral também incluem fases de crescimento endometrial e 

apoptose celular (SLAYDEN; BRENNER, 2004). O útero tem características 

imunológicas privilegiadas que permitem hospedar um organismo semi-

alogênico (feto) num ambiente excepcionalmente tolerante (ARCK et al., 2014). 

O sistema reprodutivo da fêmea se origina do mesoderma intermediário. 

Existe a hipótese de que algumas células passam por uma transição entre 

mesenquimal para epitelial, pois o tecido se prolifera para formar um epitélio 

celômico, que irá se invaginar para formar os ductos de Muller. Então pode-se 

assumir que algumas células epiteliais e células estromais permaneçam no 

tecido endometrial adulto, dando origem às células-tronco endometriais 

(SNYDER; LORING, 2005).  

Uma segunda suposição seria uma origem mesenquimal a partir da 

medula óssea. As MSC’s da medula óssea circulam em pequeno número e 

podem se estabelecer em outros órgãos, onde fazem uma transdiferenciação 

para formar células neste novo tecido ou contribuir para angiogênese 

(KORBLING; ESTROV, 2003).   

O primeiro relato de isolamento de células-tronco endometriais foi 

realizado em humanos, após a histerectomia, em 2006. Foram identificadas 

raras populações de células epiteliais e estromais com atividade progenitora e 

características indiferenciadas (GARGETT, 2006). Também já foram descritas 

nas espécies roedoras, suína, canina e ovina (CHAN; GARGETT, 2006; de 

CESARIS et al., 2017; LETOUZEY et al., 2015; MIERNIK; KARASINSKI, 2012).  

As células-tronco endometriais já foram exploradas, devido sua alta 

capacidade proliferativa, para promover camadas extras de suporte para cultivo 

de células-tronco embrionárias (LEE et al., 2005). Similarmente, colônias de 

células grandes demonstram alta proliferação (30 population doubling), maior 

que algumas das colônias de medula óssea, polpa dentária e tecido adiposo 

(GRONTHOS et al., 2002; GRONTHOS et al., 2003; KERN et al., 2006).  

MSC’s do endométrio, assim como de outros tecidos, parecem se 

originar de um tipo de célula perivascular que apresentam os marcadores 

endoteliais CD146, NG2, receptor beta do fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGFRβ) e actina-alfa de músculo liso (α-SMA). E a expressão 

desses marcadores se mantém durante o cultivo (SCHWAB; GARGETT; 2007; 

CRISAN et al., 2008). Além de terem potencial de diferenciação nas três 
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linhagens clássicas, adipogênica, condrogênica e osteogênica, as MSC’s do 

endométrio são capazes de se diferenciar em linhagens neurogênicas e 

miogênicas (CHAN; GARGETT, 2006).  

O primeiro relato, na espécie equina, de isolamento, cultivo e 

caracterização de MSC’s endometriais foi conduzida por Rink et al. (2017), pela 

colheita de tecido post mortem. As células exibiram alta taxa de proliferação, 

marcadores típicos como CD29, CD44, CD90 e CD105 e pouca expressão dos 

marcadores hematopoiéticos CD34 e CD45. Comparando-as com as de tecido 

adiposo, células estromais endometriais têm distinta habilidade de se diferenciar 

em músculo liso e apresentam melhor propriedade imunomodulatória e 

migratória (RINK et al., 2017).  

Além das linhagens mesodermais clássicas, as MSC’s de origem 

endometrial podem ser induzidas para diferenciar in vitro em músculo cardíaco 

e esquelético (HIDA et al., 2008; CUI et al., 2007), células produtoras de insulina 

(SANTAMARIA et al., 2011), epitélio urinário (SHOAE-HASSANI et al., 2015), 

células neuronais e neurônios dopaminérgicos (WOLFF et al., 2011; BAYAT et 

al., 2016). Portanto, este tipo celular pode ser capaz de tratar afecções 

cardíacas, degeneração muscular, diabetes tipo 1 e doenças 

neurodegenerativas no futuro, além de produzir modelos animais para o estudo 

de doenças humanas e veterinárias (LOPEZ et al., 2017).  

Em humanos, o uso de células-tronco endometriais já foi explorado em 

casos de síndrome de Asherman’s, caracterizada por atrofia uterina e aderências 

endometriais por trauma, levando consequentemente a uma infertilidade 

(DEANE et al., 2016). 

O potencial terapêutico das células-tronco endometriais já tem sido 

demonstrado em casos como falência ovariana precoce (LAI et al., 2015), 

doença de Parkinson (WOLFF et al., 2011) e prolapso de órgãos pélvicos 

(EMMERSON; GARGETT, 2016), apesar de não terem sido ainda comprovados 

clinicamente.  

 Nos equinos, a endometrite crônica é uma doença degenerativa que 

causa infertilidade nas éguas, sendo originada na fibrose endometrial e 

alterações glandulares (HOFFMANN et al., 2009; KENNEY, 1992). Atualmente 

não existe tratamento efetivo para esta afecção, mas já foi relatado o uso de 

MSC’s de origem adiposa com redução na progressão da doença (MAMBELLI 
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et al., 2013). Por isso, um tratamento com células de origem endometrial para 

esta afecção pode produzir melhores resultados (LOPEZ et al., 2017).  

 

2.2. Mecanismo de ação das células-tronco mesenquimais  

Originalmente imaginou-se que o tratamento com MSC’s seria baseado 

na substituição de células disfuncionais pela potencialidade observada. Porém, 

as células administradas terapeuticamente apresentaram pouca implantação 

tecidual, sendo então proposto que o tratamento teria efeito pela secreção de 

fatores tróficos, citocinas e quimiocinas imunomodulatórias (OTSURU et al., 

2012; TOGEL et al., 2005). Além de modular a resposta inflamatória, as MSC’s 

secretam fatores que reestabelecem o suprimento vascular e reparam o tecido 

lesionado, fazendo com que seja uma fonte promissora de células-tronco para a 

terapia celular (MONTEIRO et al., 2010).  

As MSC’s parecem exercer papel crucial na manutenção da homeostase 

imunológica, pois previnem a ativação dos linfócitos T, gerando um ambiente 

tolerável ou cessando a resposta imunológica durante o estágio de reparação 

(MA et al., 2014; PROCKOP; YOUN, 2012). Adicionalmente, diminuem a 

proliferação e atividade citotóxica das células NK, além de ter pouca ou nenhuma 

expressão do complexo de histocompatibilidade principal II (MHC II) (CASTRO-

MANRREZA; MONTESINOS, 2015). Essas funções são importantes, pois 

facilitam o uso terapêutico alogênico destas células na medicina regenerativa 

(LOPEZ et al., 2017).  

Estudos mais recentes sugerem que as MSC’s tenham curta vida útil 

após a administração. O motivo pelo qual isso acontece ainda não está bem 

definido. O rápido desaparecimento das células-tronco levanta o questionamento 

de como a terapia é capaz de funcionar (EGGENHOFER et al., 2012). É possível 

que uma pequena fração de células seja capaz de sobreviver e migrar para os 

locais de injúria e inflamação, podendo explicar os benefícios da terapia celular. 

Outra possibilidade é que as MSC’s sejam capazes de rapidamente passar 

adiante seu efeito para outras células que mediam o reparo tecidual ou 

imunomodulação (EGGENHOFER et al., 2014).  

Apesar do primeiro compartimento a ser procurado ser a corrente 

sanguínea, estudo recente sugere que haja MSC’s derivadas de tecido adiposo 

migrando via sistema linfático. Já foi demonstrado que as células podem ser 
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liberadas do tecido adiposo ou medula óssea em resposta à inflamação 

acumulando-se nos linfonodos e vasos sanguíneos via mecanismos da CXCL12 

(SDF-1)/CXCR4 (GIL-ORTEGA et al., 2013). Alternativamente, as MSC’s podem 

ser recrutadas dos tecidos para os locais de injúria pela migração através do 

estroma ou microcapilares, migrando apenas curtas distâncias estreitando a rota 

da corrente sanguínea (Da SILVA MEIRELLES et al., 2006).  

O padrão migratório depende provavelmente da via de administração. 

Pesquisas que usaram a rota intravenosa e demonstraram que a maior parte das 

células são sequestradas pelos pulmões na primeira passagem circulatória 

(ASSIS et al., 2010; EGGENHOFER et al., 2012; FISCHER et al., 2009). Após 

24 horas, as MSC’s são realocadas para outros órgãos, principalmente fígado e 

baço, além dos tecidos lesionados (EGGENHOFER et al., 2012; KRAITCHMAN 

et al., 2005).  

Ainda é questionável a viabilidade celular após a passagem pelos 

pulmões. Há relato de que as MSC’s morrem 24 horas após administração, mas 

ainda seriam rastreáveis no fígado, e a eliminação pode depender de 

mecanismos imunológicos (EGGENHOFER et al., 2012).  

Apesar disso, o rápido desaparecimento de MSC’s administradas não 

exclui o seu efeito terapêutico. Já foi demonstrado que a fagocitose de células-

tronco mortas induz a produção de macrófagos com fenótipo regulatório (M2). 

Também é possível que uma pequena porcentagem de células escape da 

eliminação e seja responsável pelo efeito terapêutico (LU et al., 2013).  

Os linfócitos T regulatórios são exemplos de células capazes de levar 

adiante os efeitos das MSC’s. As células-tronco produzem TGF-β, enzima 

idoleamina e IL-2, que atuam na proliferação de linfócitos T regulatórios e são 

capazes de ativá-los (MELIEF et al.,2013; ENGELA et al., 2013). Além disso, as 

MSC’s produzem PGE2 induzindo os macrófagos tipo 2 a agirem no controle da 

inflamação e mediando a reparação do tecido (NEMETH et al., 2009). 

Ainda há discussões sobre os mecanismos de atuação das MSC’s, não 

podendo precisar o princípio de funcionamento no organismo. São necessários 

mais estudos para permitir um protocolo de terapia definitivo e eficiente 

(EGGENHOFER et al., 2014).  
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2.4. Terapia celular na espécie equina 

A terapia celular na prática veterinária pode servir como base para 

utilização em medicina humana (VOLK; THEORET, 2013; OJEH et al., 2015). 

Existem diversas doenças, tanto animal quanto humanas, que têm o mesmo 

mecanismo fisiopatológico, então a espécie equina pode ser modelo para 

segurança e eficiência para a terapia na medicina humana (GERSHWIN, 2007).  

Nos equinos, a terapia com MSC’s tem por principal objetivo os tecidos 

musculoesqueléticos, e o primeiro modelo experimental foi o reparo do tendão 

flexor digital superficial (SMITH et al., 2003). Apesar disso, o potencial 

terapêutico da MSC’s no cavalo vai além do sistema locomotor (GUGJOO et al., 

2018).  

Já foram relatados estudos promissores no tratamento de feridas 

equinas. As células dão origem a queratinócitos, células epiteliais, glândulas 

sebáceas e células dendríticas. Além disso, produzem fatores angiogênicos 

como fator de crescimento vascular endotelial e angiopoetina-1 (WU et al., 2007; 

BORENA et al., 2009). Assim, as MSC’s auxiliam na regeneração tecidual 

diminuindo as chances de complicações recorrentes, como tecido de granulação 

exuberante, comuns nos cavalos (THEORET, 2009).  

Também já foi relatado sucesso em casos de correções cirúrgicas de 

palato mole (CARSTANJEN et al., 2006), feridas cutâneas (IACONO et al., 

2016), úlceras de decúbito em potros (DYSON, 1997), ceratite ulcerativa 

(SPAAS et al., 2011) e deslocamento de retina (MARFE et al., 2012). Portanto, 

as células-tronco em casos de feridas em equinos parecem promissoras. Apesar 

disso, os estudos mencionados não têm o devido controle, podendo acontecer 

regeneração espontânea. Fatores como método de cultivo, fonte celular, via de 

administração, número de células, tipo de substrato e passagem celular podem 

influenciar o resultado, demandando mais pesquisas para padronização da 

aplicação clínica (GUGJOO et al., 2018).  

A terapia com MSC também se mostra como importante ferramenta nas 

doenças imunomediadas e afecções isquêmicas, controlando rejeições a 

enxertos, miocardite autoimune, artrite e encefalomielite (EINSTEIN et al., 2007; 

SORDI; PIEMONTI, 2011). A imunossupressão advinda das células estromais 

pode ocorrer através da ação inibitória na proliferação de linfócitos T CD8+ em 

diferentes espécies, incluindo o cavalo (CORTINOVIS et al., 2015).  
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Diversas afecções autoimunes no equino como uveíte recorrente e lúpus 

sistêmico eritematoso, têm características similares as da medicina humana 

(DEEG et al., 2002). A fisiopatologia envolve inflamação ativa e desbalanço de 

citocinas que podem ser moduladas pela ação de células-tronco (LIANG et al., 

2010).  

A laminite é uma condição isquêmica comum e usualmente está 

associada com a perda de células-tronco epidermais p63 positivas. A terapia 

nesses casos aparenta ter ótimo resultado como coadjuvante ao tradicional 

suporte alopático, principalmente antes do aparecimento da lâmina hiperplásica 

indiferenciada (MORRISON et al., 2014). Já foram observadas melhoras na 

qualidade e formato do casco, e também na mobilidade do animal (ANGELONE 

et al., 2017).  

Dentre as desordens reprodutivas, as células estromais já foram 

utilizadas no tratamento da endometrite (MAMBELLI et al., 2013; CORRADETTI 

et al., 2014; FALOMO et al., 2015) pois são conhecidas por modularem a 

resposta inflamatória em processos agudos e crônicos (BARRACHINA et al., 

2016). As MSC’s são capazes de migrar tanto para os tecidos glandulares quanto 

aglandulares do útero (MAMBELLI et al 2013), fazendo a imunomodulação na 

endometrite (FALOMO et al., 2015) e melhorando o aporte de células 

endometriais quando a pouca proliferação está associada à baixa fertilidade 

(CORRADETTI et al., 2014).  

Células estromais de tecido adiposo coradas (2x107), inoculadas de 

forma semelhante à inseminação artificial no útero não-saudável, puderam ser 

observadas em amostras de biópsias incluindo tecido glandular e periglandular 

(MAMBELLI et al., 2013). Células estromais amnióticas variam em seus 

resultados nos tecidos saudáveis e também na endometrite, e podem ser 

potenciais candidatas para o tratamento endometrial quando ocorre falha na 

gestação (FALOMO et al., 2015).  

Um único estudo referente à dinâmica folicular relatou aumento no 

número de folículos, porém sem efeito significativo na dinâmica ovariana após 

administração de células-tronco (GRADY et al., 2016). Também já foi relatado 

uso de MSC’s autólogas oriundas de biópsia uterina de éguas e após duas 

semanas infundidas durante diestro, demonstrando propriedades 
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imunomoduladoras e ação no lúmen uterino por até 24 horas após infusão, não 

penetrando no endométrio saudável (RINK et al., 2018).  

Outro estudo comparou utilização de células de origem adiposa e 

endometrial no tratamento de endometrite pós-cobertura, com objetivo de 

analisar as propriedades anti-inflamatórias e de incorporação celular no tecido. 

As MSC’s foram observadas no tecido periglandular em ambos os grupos, sem 

diferença significativa entre eles, persistindo durante o tempo em que foram 

analisadas as biópsias, 30 dias pós-infusão. Além disso, a inoculação de MSC’s 

reduziu a inflamação, e este resultado foi semelhante em ambas as origens de 

MSC’s. (NAVARRETE et al., 2020).  

As células-tronco aparentam ter potencial terapêutico nas afecções 

reprodutivas equinas e necessita mais estudos controlados com parâmetros 

uniformes (GUGJOO et al., 2018).  

 

2.5. Transcriptômica  

Para auxiliar no entendimento desta fonte celular é possível utilizar 

métodos complementares de biologia molecular, como a análise transcriptômica 

por sequenciamento de RNA (RNAseq), identificando e caracterizando as vias 

metabólicas envolvidas e mecanismos moleculares responsáveis pelo 

funcionamento das MSC’s. O estudo dos transcritos é essencial para conhecer 

os elementos funcionais do genoma e os constituintes moleculares de células e 

tecidos (WANG et al., 2009). 

O RNAseq é uma aplicação eficiente, sua técnica foi melhorada a partir 

de outras tecnologias como ensaios de microarranjos de DNA e análise seriada 

de expressão gênica (SAGE) (CLOONAN et al., 2009). Uma das técnicas 

desenvolvidas foi o sequenciamento de nova geração (NGS, do inglês Next-

generation Sequencing), que melhorou a qualidade da análise e reduziu os 

custos das pesquisas da área genética e epigenética (HAYDEN, 2009). Apesar 

de recente, o NGS fornece informações sem precedentes sobre a complexidade 

transcricional de diversos organismos, dentre eles, humanos (SULTAN et al., 

2008).  

O Transcriptoma é definido pelo conjunto de transcritos (RNA’s 

ribossômicos, RNA’s mensageiros, RNA’s transportadores e microRNA’s) de um 
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organismo, tecido, órgão ou linhagem celular. Sendo o reflexo direto da 

expressão dos genes. (COSTA et al., 2010).  

As espécies que são modelos experimentais com importância médica 

têm o transcriptoma completo descrito em alta resolução nas fontes de dados 

públicas. Os genes e transcritos de outras espécies, como equinos, são sabidos 

unicamente por uma projeção computacional baseado em comparações 

genômicas com essas espécies. Experimentos que validem esse modelo 

genômico ainda são escassos e a maioria dos genes equinos anotados são de 

único transcrito. (PACHOLEWSKA et al., 2015).  

A limitação consiste nas poucas sequências expressas e DNA 

complementar (cDNA) publicado nas fontes de dados. Porém, isso vem 

mudando. O RNAseq tornou possível a validação experimental dos transcritos 

por um custo razoável e grupos de pesquisa estão publicando a expressão 

gênica de vários tecidos da espécie equina, incluindo músculo, leucócitos, 

cartilagem, sistema nervoso central, tecido reprodutivo, embrião, sêmen e 

sangue periférico. (MORETON et al., 2014; COLEMAN et al., 2013; COLEMAN 

et al., 2010; SERTEYN et al., 2010; DAS et al., 2013; IQBAL et al., 2014). Estes 

estudos tem catalogado diversos genes não codificantes e também isoformas de 

genes codificantes de proteínas, além de anotações estruturais de genes já 

existentes (PACHOLEWSKA et al., 2015).  

A análise transcriptômica do tecido endometrial equino já foi realizada 

com intuito de avaliar a relação entre dietas altamente proteicas com alterações 

uterinas capazes de levar à infertilidade da égua. O estudo demonstrou que 

éguas com alta concentração de ureia no sangue exibem uma diminuição do pH 

uterino e alterações da expressão de genes ligados à regulação do pH, canais 

de íons, alterações do tecido epitelial e do metabolismo dos ácidos graxos. 

Evidenciando assim, a importância de avaliar os genes diferencialmente 

expressos no útero, uma vez que essas alterações podem revelar disfunções 

endometriais associadas a efeitos adversos na fertilidade da égua. (BOAKARI et 

al., 2019).  

 

2.5.1. Diferenças no transcriptoma de acordo com a origem do tecido 

Heterogeneidade celular é uma característica geral dos tecidos 

biológicos e, até em populações que seriam teoricamente homogêneas, existe a 
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diversidade celular, sendo influenciadas por fatores intrínsecos e extrínsecos do 

microambiente ou do “nicho” (WEN & TANG, 2016).  

Um mesmo tipo celular também apresenta fenótipos diferentes a 

depender das mudanças no microambiente em que se encontra. Pesquisando-

se o epitélio prostático, foram demonstrados os diferentes fenótipos e 

morfologias das células basais e dos macrófagos, a depender do microambiente 

hormonal. Comprovando assim a sua plasticidade. (GOMES, 2020).  

Existem evidências que células estromais em cultivo são 

intrinsecamente heterogêneas nos seus fenótipos e funções (PHINNEY, 2012). 

As MSC’s de diferentes fontes ou origens apresentam distintas capacidades de 

diferenciação e imunomodulação, e também de expressão de proteínas de 

superfície (HASS et al., 2011; OCK et al., 2016 & PENNINGTON et al., 2016), 

mas todas apresentam os critérios mínimos que as definem como MSC’s 

(DOMINIC et al., 2006). Padrões do transcriptoma e potencial de diferenciação 

in vivo das diferentes células estromais também podem variar 

consideravelmente (REINISCH et al., 2015). Apesar do comportamento 

potencialmente diferenciado, MSC’s de diversas origens estão sendo utilizadas 

para tratar as mesmas enfermidades em pesquisas em animais e testes clínicos 

(ZHOU et al., 2019).  

Em humanos, uma série de estudos comparativos demonstraram 

diferenças entre células estromais de origem adiposa e de medula óssea (CHO 

et al., 2017; DMITRIEVA et al., 2012; FURUHASHI et al., 2013), e ainda não está 

claro como este fato influencia nos resultados clínicos (ZHOU et al., 2019).  

As células de origem da medula óssea apresentaram maior 

heterogeneidade transcriptômica do que as de origem adiposa. Quanto mais 

homogênea uma população, mais repetibilidade e confiabilidade nos 

experimentos realizados, então seria razoável supor que as MSC’s de tecido 

adiposo podem ser mais adequadas para terapêutica específica. (ZHOU et al., 

2019). 

O perfil metabólico das MSC’s adiposas apresentou superioridade em 

manter a diferenciação quando cultivadas em laboratório, sendo mais tolerantes 

à senescência do que as de origem medular. E, levando-se em consideração a 

menor imunogenicidade celular, as de origem adiposa podem ser uma escolha 

mais adequada para terapia celular alogênica. (ZHOU et al., 2019). 
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Análise transcriptômica de MSC’s endometriais humanas já foi feita com 

intuito de avaliar o fenótipo terapêutico deste tipo celular. E, pela primeira vez foi 

descrita a capacidade de células estromais de origem uterina serem fontes de 

exossomas para a comunicação parácrina.  Neste mesmo estudo, as células que 

foram tratadas com A38-01, inibidor do receptor de TGF-β, tiveram maior 

potencial angiogênicos, melhora nas propriedades anti-fibróticas e 

imunoregulatórias do que as do grupo controle. Isto sugere que o transcriptoma 

e a melhora das propriedades celulares do grupo tratado promovam a utilidade 

para futuras terapias regenerativas. (GURUNG et al., 2018).  

A aplicação terapêutica de MSC’s na medicina regenerativa continua 

crescendo e, por isso, são necessárias mais pesquisas para guiar a utilização 

clínica apropriada. A escolha da fonte de MSC equina é comumente baseada 

somente na facilidade de obtenção e disponibilidade, então necessita-se de 

conhecimento mais aprofundado para esclarecer qual fonte de célula seria ideal 

para cada tipo específico de enfermidade e tratamento. (HASS et al., 2011; OCK 

et al., 2016). 

Especificamente nos equinos, foram comparados 4 grupos de MSC’s 

diferindo em suas origens: medula óssea, tecido adiposo, sangue do cordão 

umbilical e tecido do cordão umbilical. Foi demonstrado que MSC’s das fontes 

estudas, quando ativadas nas regiões inflamatórias, secretam altas taxas de 

mediadores anti-inflamatórios e são similares às de humanos e roedores nas 

propriedades imunomodulatórias. (CARRADE et al., 2012).   

Outro estudo em equinos investigou a expressão de genes relacionados 

ao sistema imune das MSC’s de diferentes fontes quando estimuladas com a 

citocina pró-inflamatória IFN-у. Foram comparadas MSC’s advindas de sangue 

periférico, tecido adiposo e medula óssea, com o objetivo de determinar se 

alguma delas seria preferível em um ambiente de inflamação. (CASSANO et al. 

2018).  

Notou-se que a expressão basal dos genes relacionados ao sistema 

imune, antes do tratamento com o IFN- у, foi variável a depender da fonte de 

origem da célula-tronco, com exceção da prostaglandina sintetase 2 (PTGS2).  

Porém, após a estimulação com a citocina pró-inflamatória, o perfil de expressão 

gênica se tornou mais homogêneo entre as diferentes fontes, não havendo 

diferença significativa, sugerindo que as MSC’s provavelmente irão responder 
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de forma similar quando usadas terapeuticamente em lesões inflamatórias. 

(CASSANO et al. 2018).  

 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A terapia celular nos equinos é cada vez mais explorada nas doenças 

degenerativas e inflamatórias. As células estromais mesenquimais têm 

propriedades cruciais na homeostase tecidual, então independente de suas 

fontes estas células tem apresentado cada vez maior interesse na Medicina 

Veterinária. A MSC de origem endometrial foi recentemente isolada e 

caracterizada em equinos, sendo uma opção de colheita mais acessível, 

podendo ter bom efeito terapêutico em afecções uterinas.  
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“E o futuro é uma astronave que tentamos pilotar 

Não tem tempo nem piedade nem tem hora de chegar 

Sem pedir licença muda nossa vida 

Depois convida a rir ou chorar 

Nessa estrada não nos cabe conhecer ou ver o que virá 

O fim dela ninguém sabe bem ao certo onde vai dar 

Vamos todos numa linda passarela 

De uma aquarela que um dia enfim 

Descolorirá” 

Toquinho e Vinícius de Moraes 
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 16 

RESUMO 17 

Células estromais mesenquimais de tecido endometrial e adiposo equino com 18 

características imunofenotípicas e de multipotencialidade semelhantes tiveram 19 

sua assinatura transcriptômica comparada através de Sequenciamento de Nova 20 

Geração. Cinco éguas adultas (n=5), com histórico reprodutivo reconhecido, 21 

foram submetidas à biópsia uterina para colheita de tecido endometrial (MSC-22 

TE). Ademais, foi colhido tecido adiposo dos mesmos animais (MSC-TA). As 23 

MSC’s foram avaliadas in vitro quanto ao potencial de diferenciação adipogênico 24 

e osteogênico. As MSC-TE e MSC-TA foram cultivadas in vitro e testados os 25 

marcadores CD90, CD105, CD34 e MHC II, por de citometria de fluxo. A colheita 26 

https://www.elsevier.com/journals/theriogenology/0093-691X/guide-for-authors
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das MSC-TE pela biópsia uterina se mostrou viável, sendo possível isolar e 27 

cultivar as células-tronco de origem endometrial. As MSC-TE e MSC-TA foram 28 

capazes de se diferenciar nas linhagens adipogênica e osteogênica. As MSC’s 29 

apresentaram elevada expressão dos marcadores de superfície CD90 e CD105 30 

e baixa ou ausência de expressão de MHC II e CD34. Portanto, as células 31 

estromais mesenquimais advindas do endométrio equino são capazes de ser 32 

isoladas através de biópsia uterina, apresentando características 33 

imunofenotípica, de multipotencialidade e de produção de transcritos 34 

semelhantes ao tecido adiposo, podendo se tornar, com mais pesquisas na área 35 

terapêutica, fonte usual de coleta de MSC’s.  36 

Palavras-chave: célula estromal mesenquimal, endométrio, equino, útero 37 

 38 

1. INTRODUÇÃO 39 

As células estromais mesenquimais (MSC’s) possuem propriedades 40 

regenerativas e imunomodulatórias, sendo cada vez mais utilizadas na prática 41 

veterinária [1]. MSC’s são capazes de diminuir a inflamação, proteger os tecidos 42 

contra hipóxia e injúria por reperfusão e prevenir rejeição alogênica [2]. Além 43 

disso, influenciam respostas imunes, tanto adaptativas, como inatas, pela 44 

comunicação autócrina e parácrina, destacando-se a liberação de proteínas 45 

hidrossolúveis como: quimiocinas, fatores de crescimento e citocinas  [3,4]. 46 

Portanto, tais células, e também o meio no qual são cultivadas, são alternativas 47 

promissoras para o tratamento de diversas enfermidades, incluindo as do 48 

sistema reprodutivo [5].  49 

As células tronco estromais mesenquimais ou células-tronco 50 

mesenquimais podem ser isoladas de diversos tecidos, sendo os mais comuns: 51 
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sangue periférico, cordão umbilical, medula óssea e tecido adiposo [6], sendo as 52 

duas últimas fontes as mais comuns nos equinos, as quais são utilizadas com 53 

sucesso para o tratamento de doenças musculoesqueléticas e lesões tendíneas. 54 

Porém, para obtenção das células é necessário realizar procedimento cirúrgico, 55 

o que tem aumentado o interesse das pesquisas para fontes menos invasivas 56 

como sangue periférico total, sangue do cordão umbilical ou Gelatina de Wharton 57 

(matriz do cordão umbilical). Neste contexto, o endométrio, também se mostra 58 

atrativo como fonte de células estromais mesenquimais [7].  59 

O endométrio é composto de células epiteliais, estromais, endoteliais, 60 

fibras musculares e leucócitos. As células do estroma endometrial são 61 

dinâmicas, capazes de se proliferar durante o ciclo estral e gestação [8], estando 62 

sob influência de fatores de crescimento e esteroides ovarianos [9].  63 

As MSC’s de origem endometrial (MSC-TE) já foram isoladas de diversas 64 

espécies como humanos, roedores, suínos e ovinos [7]. O primeiro isolamento 65 

em humanos ocorreu em 2006 com amostras advindas de histerectomia, 66 

representando avanço em relação ao mecanismo das doenças endometriais 67 

caracterizadas por crescimento anormal, em particular, câncer uterino, 68 

hiperplasia endometrial, endometriose e adenomiose [10]. Além disso, já foi 69 

demonstrado o potencial terapêutico deste tipo celular em doenças como 70 

falência prematura de ovário [11], doença de Parkinson [12] e prolapso de órgãos 71 

pélvicos [13].  72 

Mais tarde, Schϋring et al. [14] isolaram estas células por biópsia uterina 73 

comprovando que estão presentes nas camadas mais superficiais do endométrio 74 

humano. A biópsia é uma opção viável para a colheita de MSC’s, por sua 75 
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facilidade no procedimento, frequentemente realizado em rotina clínica e 76 

preservando o útero [14,15].  77 

Estudos similares foram conduzidos em equinos, os quais indicaram uma 78 

nova fonte de MSC’s, explorando o seu potencial terapêutico [7,15]. Afecções 79 

crônicas e degenerativas do trato reprodutivo das éguas, não responsivas aos 80 

tratamentos convencionais, podem se beneficiar deste protocolo [16]. E já foi 81 

comprovada a segurança da aplicação de MSC’s no endométrio equino, 82 

corroborando a implementação desta opção terapêutica nas doenças 83 

reprodutivas [17].   84 

A endometrose é uma doença crônica degenerativa que causa 85 

infertilidade nas éguas, sendo originada na fibrose endometrial e alterações 86 

glandulares [17,18]. Atualmente não existe tratamento efetivo para esta afecção, 87 

mas já foi relatado o uso de MSC’s de origem adiposa (MSC-TA) com redução 88 

na progressão da doença [19]. Também já foi relatado uso de MSC’s da medula 89 

óssea em endometrite pós-cobertura, com resultados promissores na modulação 90 

da inflamação [20]. Por isso, um tratamento com células de origem endometrial 91 

para esta afecção poderia produzir resultados ainda melhores [21]. 92 

Tendo em vista o exposto acima, o objetivo desse estudo foi caracterizar 93 

células estromais mesenquimais de tecido endometrial de éguas em diestro 94 

avaliando seu transcriptoma em relação ao de células do tecido adiposo visando 95 

traçar um paralelo quanto ao seu potencial terapêutico. 96 

 97 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 98 

Este trabalho foi avaliado e aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade 99 

de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ) – Campus de Botucatu, São Paulo, 100 

sob protocolo CEUA 0233/2018.  101 

 102 

2.1. Seleção dos animais 103 

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizadas 5 éguas mestiças, 104 

entre 12 e 18 anos de idade, com histórico reprodutivo conhecido e escore 105 

corporal 5 a 7, numa escala de 9 pontos [22]. Os animais foram selecionados 106 

pelas condições uterinas, avaliadas pela palpação retal e ultrassonografia (Sono 107 

Scape A5V –Hong Kong-China). Foram utilizados como critérios de inclusão, 108 

éguas apresentando boa tonicidade uterina, ausência de líquido no lúmen, sem 109 

edema endometrial e presença de corpo lúteo no ovário, caracterizando o diestro 110 

[23].  111 

 112 

2.2. Caracterização das MSC’s 113 

Ambos os tecidos, adiposo e endometrial, foram isolados, cultivados e, na 114 

segunda passagem celular, uma amostra de MSC’s foi usada para 115 

caracterização pela expressão de marcadores de superfície celular 116 

(imunofenótipo) e avaliação do potencial de diferenciação em duas linhagens 117 

mesenquimais: adipogênica e osteogênica. Uma nova amostra foi utilizada para 118 

análise transcriptômica.  119 
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2.3. Isolamento, expansão e criopreservação das células estromais 120 

mesenquimais 121 

2.3.1. Tecido endometrial  122 

A obtenção do tecido endometrial foi feita pela biópsia uterina. Todos os 123 

procedimentos intrauterinos foram realizados com equipamentos esterilizados e 124 

o examinador utilizou luvas de palpação descartáveis. As éguas foram contidas 125 

em brete, foi feita antissepsia do períneo com detergente neutro, enxaguado 126 

duas vezes, e secado com papel toalha. Foi utilizada pinça de biópsia do tipo 127 

Jacaré, recuperando da base de um dos cornos uterinos, um fragmento de tecido 128 

de aproximadamente 1 x 0,5cm, utilizando procedimentos padrões para a técnica 129 

[24]. As amostras foram armazenadas em tubo cônico graduado contendo 25 mL 130 

de HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution; Gibco®), acrescido de 1,2% de 131 

anfotericina B e 1% de penicilina/estreptomicina e transportados para o 132 

laboratório. O protocolo utilizado para isolamento, expansão e criopreservação 133 

das células foi uma adaptação do processo realizado por Moraes et al. [25]. O 134 

protocolo de isolamento constituiu-se por 4 lavagens do tecido em placas de 135 

Petri. A primeira lavagem foi realizada com álcool 70% e as posteriores, com a 136 

mesma solução do transporte. O fragmento foi dissecado em pequenos 137 

fragmentos (1-2mm3) com auxílio de lâminas de bisturi nº 23, acrescido de 25 138 

mL de HBSS com 0,3% de tripsina (TrypLETM Express, no phenol red, 1X, 139 

Gibco®) para digestão química, e centrifugado durante 15 minutos a 1800 g. Na 140 

sequência, a amostra foi agitada no vórtex por 10 segundos, passada em filtro 141 

de Nylon 70 µm e novamente centrifugada, a 340 g durante 10 minutos. O 142 

sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 5 mL de meio de 143 

cultivo contendo 40% de solução DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 144 
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Gibco®) baixa glicose, 40% de F-12 Nutrient Mixture, 20% de soro fetal bovino 145 

(SFB), 1% de penicilina/estreptomicina, 1,2% de anfotericina B e 0,22% de 146 

amicacina (TEUTO). A amostra foi cultivada em frascos de 25 cm2 com sistema 147 

de filtração, incubadas a 37,5 ºC, atmosfera úmida com 95% de ar e 5% de CO2. 148 

O meio de cultivo foi trocado a cada 48 horas e, quando os frascos atingiram 149 

uma confluência de 90%, foi realizada a ressuspenção das células por 150 

tripsinização para criopreservação. Este processo foi similar ao protocolo 151 

utilizado por Mitchell et al. [26], utilizando solução com 90% de SFB e 10% de 152 

DMSO. As amostras foram reconstituídas utilizando protocolo descrito por 153 

Chaytor et al. [27].  154 

 155 

2.3.2. Tecido adiposo  156 

A colheita e o isolamento das MSC’s de origem adiposa foram realizados 157 

segundo o protocolo padrão estabelecido pelo Laboratório. Em resumo, as 158 

éguas foram devidamente contidas em brete, sedadas e feita a anestesia local 159 

com cloreto de lidocaína a 2%. A anestesia local foi por via subcutânea em forma 160 

de L invertido, na região glútea caudodorsal paraxial, previamente tricotomizada. 161 

Foi feita incisão da pele e retirado fragmento de gordura de aproximadamente 2 162 

cm2. O armazenamento das amostras até o laboratório foi feito da mesma 163 

maneira do tecido endometrial. Para o isolamento, o tecido foi lavado uma vez 164 

em placa de Petri com álcool 70% e 3 vezes com solução semelhante à de 165 

transporte. Em seguida, foi feita fragmentação mecânica do tecido com ajuda de 166 

lâminas de bisturi nº 23 e a amostra foi acondicionada em tubo cônico contendo 167 

25 mL de HBSS acrescido de 0,04% de collagenase Clostridium histolyticum, 168 

durante 30 minutos à 37°C, para digestão química. A seguir, foram agitados no 169 
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vórtex, passados em filtro de Nylon 70 µm e centrifugados 3 vezes durante 10 170 

minutos, a 340 g. O sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspendido em 171 

HBSS para remoção da colagenase. A amostra foi cultivada em 5 mL de meio 172 

contendo 40% de DMEM baixa glicose, 40% de F12 Nutrient Mixture e 20% de 173 

SFB, acrescido de 1,2% de anfotericina B, 1% de penicilina/estreptomicina e 174 

0,22% de amicacina (TEUTO), em garrafas de 25 cm2 com sistema de filtração, 175 

em atmosfera úmida com 95% ar e 5% CO2 a 37,5°C.  176 

 177 

2.4. Diferenciações adipogênica e osteogênica  178 

Todos os procedimentos descritos abaixo foram feitos em placas de 24 179 

poços em duplicatas, sendo utilizado o protocolo descrito por Maia et al. [28]. O 180 

meio de diferenciação comercial (STEMPRO differentiation kit, Invitrogen, São 181 

Paulo, Brasil) foi usado durante 14 dias para linhagem adipogênica e 21 dias 182 

para a osteogênica, sendo trocado a cada 3 dias. Para identificação da 183 

diferenciação osteogênica, as células foram lavadas com HBSS e fixadas com 184 

paraformoldeído 4% durante 20 minutos a 4º C. As placas foram lavadas com 185 

água ultrapura (MilliQ®) e as células coradas com 300µL de Alizarin Red S 2,5% 186 

(Sigma Aldrich), durante 2 minutos na temperatura ambiente. O excesso do 187 

corante foi removido lavando-se 2 vezes com água ultrapura (MilliQ®). 188 

Finalmente, os poços foram examinados em microscópio invertido para observar 189 

a presença de cristais de hidroxiapatita. Para diferenciação adipogênica as 190 

células foram lavadas com HBSS e fixadas com paraformoldeído 4% durante 20 191 

minutos à 4º C. Lavou-se gentilmente com água ultrapura (MilliQ®) e corou-se 192 

com 300 µL de solução de Oil Red 0,5% (Sigma Aldrich) durante 10 minutos na 193 

temperatura ambiente. Lavou-se duas vezes com água ultrapura (MilliQ®) para 194 
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retirar o excesso de corante e, então, adicionou-se 300 µL de hematoxilina, 195 

incubando-se por 2 minutos. Foi novamente enxaguada e os poços observados 196 

no microscópio invertido para exame dos grânulos de lipídios intracelulares, 197 

corados em vermelho.  198 

 199 

2.5. Análise dos marcadores de superfície celular  200 

Os marcadores de superfície das células estromais mesenquimais foram 201 

analisados pela citometria de fluxo (FC500, Beckman Coulter, Hialeah, FL, EUA) 202 

de acordo com a técnica descrita por Maia et al. [26]. Foram examinadas as 203 

expressões de CD34 (mouse anti-human CD-34-FITC, BD Pharmingen, San 204 

Jose, EUA), CD90 (mouse anti-human CD90-FITC, BD Pharmingen, San Jose, 205 

EUA), CD105 (mouse anti-human CD105, Abcam San Francisco, California, 206 

USA), MHC II (mouse anti-horse MHC II monomórfico clone CVS20, AbD 207 

Serotek, UK). Para o MHC II, anticorpo secundário apropriado foi utilizado 208 

(Rabbit anti-mouse PE serotec 0105). Utilizou-se protocolo padrão sugerido 209 

pelos fabricantes de cada um dos anticorpos primários e secundários, as 210 

mesmas leituras foram feitas tanto para células de tecido adiposo quanto 211 

endometrial e 10.000 eventos foram contabilizados.  212 

 213 

2.6. Extração de RNA e formação da biblioteca  214 

RNA total foi extraído de amostras de 5 éguas utilizando protocolo do 215 

reagente trizol® de acordo com as recomendações do fabricante (ThermoFisher 216 

Scientific, Waltham, USA). A quantificação foi feita utilizando o fluoromêtro 217 

QubitTM 2.0 (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) e os níveis de degradação 218 

foram avaliados em gel de agarose 1%. A biblioteca de DNA complementar 219 
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(cDNA) foi construída com amostras de 200 ng, pelo kit SureSelect Strand 220 

Specific (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). O produto desta biblioteca foi 221 

sequenciado utilizando a plataforma Illumina NextSeq (Illumina, San Diego, 222 

USA) com corridas de 150 pares de base. 223 

 224 

2.7. Processamento do RNAseq e análise diferencial dos genes 225 

A plataforma CLC Workbench versão 7.1 foi utilizada para remover os 226 

adaptadores e selecionar os transcritos de qualidade, além de mapear os 227 

transcritos de acordo com a biblioteca de referência NCBI Cab3. A análise 228 

diferencial da expressão gênica foi feita pela plataforma DESeq2 versão 229 

1.24.012 e os genes com valor p ajustado <0,05 foram considerados 230 

significativamente regulados. Os dados do componente principal (PCA) e 231 

mapeamento foram feitos pelo Pacote pcaExplorer, em R. Para a análise de 232 

aglomeração foi utilizada distância de Euclidean e, para análise ontológica, o 233 

gProfiler.  234 

 235 

3. RESULTADOS 236 

3.1. Isolamento e cultivo celular  237 

 O cultivo primário das células mesenquimais de tecido adiposo (MSC-TA) 238 

foi obtido pela digestão química com colagenase, sendo observada a adesão ao 239 

plástico e morfologia clássica fibroblastóide após 5 dias de cultivo. Após 240 

isolamento e expansão primária das MSC-TA foi obtido 80% de confluência com 241 

18,3 dias de cultivo, em média.  242 

Por outro lado, o cultivo celular primário das amostras de tecido 243 

endometrial equino (MSC-TE) foi obtido pela digestão por tripsina, sendo 244 
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possível o isolamento das células aderentes ao plástico morfologia 245 

fibroblastóide. Somente a partir do sexto dia de cultivo foi possível observar 246 

células aderidas ao frasco, sendo o tempo necessário para que o cultivo 247 

atingisse a confluência de 60% um total de 19 dias, em média, quando foi feita a 248 

passagem celular.  249 

 250 

3.2. Potencial de diferenciação nas linhagens mesodermais  251 

 O potencial de diferenciação in vitro nas duas linhagens, adipogênica e 252 

osteogênica, foi demonstrado tanto nas MSC-TA e TE, em células em P2. As 253 

amostras tanto de origem endometrial quanto adiposas foram similares em suas 254 

capacidades de diferenciação. No controle negativo, em que as células não 255 

foram induzidas para diferenciação, não foram observadas mudanças 256 

morfológicas.  257 

As células induzidas para diferenciação adipogênica apresentaram 258 

acúmulo de gotículas de lipídeo no citoplasma, sendo confirmada pela coloração 259 

com Oil Red, ao término de 14 dias. E o cultivo em meio indutor de diferenciação 260 

osteogênica resultou em produção de depósito extracelular de cálcio, 261 

confirmados pelo corante Alizarin Red (Fig. 1).  262 



51 
 

 

 263 

Figura 1. Diferenciação das MSC’s do tecido adiposo (A,C,E) e do tecido endometrial (B,D,F) 264 
nas duas linhagens mesenquimais durante a segunda passagem. (A,B) MSC’s apresentando 265 
gotículas lipídicas dentro do citoplasma, confirmando a linhagem adipogênica. (C,D) MSC’s 266 
coradas com Alizarin Red evidenciando a matriz de cálcio extracelular. (E,F) Grupos controle. 267 
Aumento de 100 X (E,F) e 200 X (A-D).  268 
 269 

3.3   Caracterização imunofenotípica  270 

O perfil de marcadores de superfície celular das MSC-TA e MSC-TE, 271 

analisado pela citometria de fluxo, revelou elevada expressão dos marcadores 272 

CD90 e CD105 e baixa ou ausência de expressão dos marcadores CD34 e MHC 273 

II (Fig. 2). A média percentual da expressão dos marcadores e desvio padrão 274 

para cada fonte de MSC’s podem ser observadas na Tabela1.  275 
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 276 
 277 
Figura 2 – Histogramas representando o perfil das amostras de MSC-TA e MSC-TE analisadas 278 
pela técnica de citometria de fluxo após segunda passagem, avaliando-se os marcadores de 279 
superfície celular CD90, CD105, CD34 e MHC II. As MSC’s foram positivas para CD90 e CD105, 280 
negativas para CD34 e apresentaram baixa expressão do MHC II.  281 
 282 

3.4 Análise transcriptômica  283 

A análise do transcriptoma foi realizada com objetivo de avaliar 284 

similaridades e diferenças entre os tecidos, adiposo e endometrial. Durante o 285 

preparo do material, duas amostras de tecido endometrial foram perdidas. Desta 286 
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forma, foram comparados os dados de 5 amostras de tecido adiposo e 3 287 

amostras de tecido endometrial.  288 

O sequenciamento identificou um total de 20.777 transcritos, que foram 289 

classificados baseados em sua abundância. O resultado da transcriptômica foi 290 

analisado para identificação de acordo com a significância estatística e função 291 

biológica. Quando utilizado o Padj<0,05, foi observado que 690 (3,3%) genes 292 

apresentaram diferença significativa nas amostras analisadas. 293 

 294 

Tabela 1. Médias percentuais de marcação das MSC’s originadas nos tecidos 295 

adiposo (MSC-TA) e endometrial (MSC-TE) na segunda passagem celular por 296 

citometria de fluxo para os marcadores CD90, CD105, CD34 e MHC II.  297 
    

Tratamento 
Marcação 

CD90 CD105 CD34 MHC II 

MSC-TA    96,9±2,7 23,2±9,8 1,4±0,7 9,1±1,1 

MSC-TE 84,4±8,0 33,7±5,2 2,9±0,4 12,9±9,0 
     

 298 

3.4.1. Análise de Componente Principal (PCA) 299 

A PCA é uma ferramenta estatística que distribui as amostras em espaço 300 

bidimensional baseado na variação da expressão gênica. Aquelas com perfil 301 

gênico semelhantes se agrupam no gráfico. Na presente análise de PCA houve 302 

uma diferenciação entre as amostras (TA= MSC’s de tecido adiposo, TE= MSC’s 303 

de tecido endometrial), segundo o primeiro componente (eixo x). (Fig. 3).  304 

A análise dos transcritos de acordo com seus principais processos 305 

biológicos demonstrou um total de 259 (2%) genes regulados positivamente e 306 

355 (2,8%) genes regulados negativamente nas amostras de MSC-TE (Figura 307 

4).  308 
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 310 

 311 

 312 

 313 

  314 

Figura 3: Análise de componente principal (PCA) indicando a presença de dois grupos distintos. 315 
Tecido adiposo (TA) em rosa e tecido endometrial (TE) em azul.   316 

 317 

REGULADOS POSITIVAMENTE          REGULADOS NEGATIVAMENTE 318 

 319 

 320 
 321 
 322 
 323 
 324 
 325 
 326 
 327 
 328 
 329 
 330 
 331 
 332 

 333 
Figura 4. Gráfico em barras representando os processos biológicos controlados por 427 genes 334 
regulados positivamente e 587 genes regulados negativamente nas MSC’s endometriais.  335 
 336 

 337 
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Utilizando-se o Log2FoldChange, foram extraídos dos genes 338 

diferencialmente expressos, os 10 mais expressos (tabela 2) e os 10 menos 339 

expressos (tabela 3), comparando as MSC-TE com as de tecido adiposo.  340 

 341 

Tabela 2. Os 10 genes mais expressos, comparando MSC’s TE com MSC’s de 342 

tecido adiposo.  343 

Gene Descrição Log2FoldChange 
 

CLDN1 
 

Claudina 1; proteína de adesão 
celular epitelial e endotelial 

 
6.003912013 

 
FGF5 

 
Fator de crescimento 
fibroblástico; atividade 
mitogênica; oncogene 

 
4.044393835 

 
FGF1 

 
Fator de crescimento 
fibroblástico; atividade 
mitogênica e atua na migração 
de células endoteliais  

 
5.345941901 

 
RGS4 

 
Regulador de sinalização da 
proteína G; regulação negativa 
da proteína G 

 
9.208792998 

 
ALDH1A2 

 
Aldeído desidrogenase; catalisa 
a síntese de ácido retinóico  

 
12.53417083 

 
ANKRD1 

 
Domínio de repetição de 
anquirina 1; fator de transcrição 
induzido pela IL-1 e TNF-α; 
ativação de células endoteliais  

 
2.67279025 

 
IGFBP2 

  

 
Proteína ligadora de IGF1 e 
IGF2; alta expressão desta 
proteína está associada à 
proliferação celular e formação 
de tumores 

 

 
1.998699852 

 
CPVL 

 
Carboxipeptidase; classe de 
protease que cliva um único 
aminoácido; metabolismo celular  

 
3.104814792 

 
LOC100629324 

 
Formin-like protein 5 

 
5,164794481 

 
 

DES 
 

Específica do tecido muscular, 
essencial para estrutura e função 
dos sarcômeros  

 

 
1,987045857 

 

 344 
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Tabela 3: Os 10 genes menos expressos, comparando MSC’s de tecido 345 

endometrial com as de tecido adiposo.  346 

Gene Description Log2FoldChange 
 

MMP1 
 

Matrix metaloproteinase 1; quebra da 
matriz extracelular em processos 
fisiológicos; também associado a 
doenças como artrite e doença 
pulmonar obstrutiva 

 
-5.026649441 

 
CCL26 

 
Ligante de quimiocinas CC; 
quimiocina CC atrai eosinófilos e 
basófilos; contribui com acúmulo em 
doenças atópicas 

 
-6.0382589 

 
KITLG 

 
Kit ligante; atua no útero, células 
germinativas, desenvolvimento neural 
e hematopoiese; envolvido na 
migração celular  

 
-5.031858828 

 
CRABP2 

 
Proteína ligadora de ácido retinóico; 
transporta ácido retinóico e colesterol 
do citoplasma para o núcleo 

 
-5.738727862 

 
ANGPTL2 

 
Glicoproteína semelhante à 
angiopoetina; são membros da 
família VEGF; exerce função sobre 
as células endoteliais de forma 
parácrina e autócrina 

 
-3.723819327 

 
CEMIP 

 
Hialuronidase 1 indutora de migração 
celular; media a despolimerização do 
ácido hialurônico; envolvido na 
endocitose celular; regula 
positivamente a transição 
mesenquimal epitelial e crescimento 
tumoral 

 
-4.708695385 

 
LAMA4 

 
Laminina 4; componente da matriz 
extracelular; implicado em adesão 
celular e diferenciação 

 

 
-3.176352804 

 
ICAM1 

 
Molécula de adesão intercelular; 
expressa tipicamente por células 
endoteliais e células do sistema 
imune 

 
-3.197981681 

 
NFIB 

 
Fator de transcrição do GFAP; 
essencial para o desenvolvimento do 
cérebro 

 
-6.626045422 

 
CA12 

 
Anidrase carbônica 12; catalisadora 
da hidratação do CO2, atuante na 
respiração celular, calcificação, 
balanço acidobásico e reabsorção 
óssea 

 
-4,086056295 
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Entre os genes mais significativamente expressos nas MSC-TE, as vias 347 

metabólicas envolvidas foram: via de sinalização de FGF, angiogênese, 348 

degradação de serotonina, sinalização de proteína G e imunomodulação. E os 349 

processos biológicos correspondentes estavam relacionados principalmente ao 350 

metabolismo e proliferação celular (Figura 5).  351 

 352 

 353 

 354 

 355 

 356 

 357 

 358 

 359 

 360 

 361 

 362 
Figura 5 – Gráfico em barras indicando as vias metabólicas e os processos biológicos 363 
relacionados aos 10 genes mais regulados positivamente nas MSC-TE.  364 
 365 

Os genes significativamente menos expressos em comparação às MSC-366 

TA foram relacionados às vias de sinalização da preselina, imunomodulação, 367 

sinalização das integrinas e ativação da cascata do plasminogênio (Figura 6).  368 

 369 



58 
 

 

 370 

 371 

 372 

 373 

 374 

 375 

 376 

 377 

 378 

 379 

 380 

Figura 6 – Gráfico em barras indicando as vias metabólicas e processos biológicos relacionados 381 
aos 10 genes mais significativamente expressos nas MSC-TA.  382 
  383 

A ontologia gênica dos genes expressos diferencialmente nas MSC-TE 384 

indicaram os processos celulares mais importantes. Os genes envolvidos nesses 385 

processos foram CXCL8 (IL-8), RBPMS, E2F5, PFDN2, PLK3, TGM2, 386 

TP53INP2, SLC25A33, HAND1, NAA11, FGF9, RPS6KA2, SOX4, RCAN2, 387 

SLC6A17, STMN4, TBC1D1, HOXD10, SESN3, BMF, GRP, FGF12, LBH, 388 

NGR1, ARHGEF3, KLF12, TMOD1, RNF10, SLITRK2 e FGFR4. 389 

Decidiu-se analisar ainda, entre os genes significativamente expressos 390 

positivamente nas MSC-TE, aqueles que se referem às propriedades 391 

terapêuticas das células estromais, entre elas, imunomodulação, migração e 392 

angiogênese. Analisando os genes mais expressos nas MSC-TE, observou-se 393 
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que os transcritos que apareceram em maior frequência foram os CXCL8 (IL-8), 394 

TOX, PLA2G5, TIMD4, ISG20 e VEGFC.  395 

 396 

3. DISCUSSÃO 397 

O objetivo deste estudo foi avaliar as características imunofenotípicas, 398 

capacidade de diferenciação e perfil transcriptômico de células estromais 399 

mesenquimais obtidas do endométrio equino em comparação com as MSC’s de 400 

origem adiposa. Trabalhos anteriores demonstraram que o nicho do qual as 401 

MSC’s se originam definem sua assinatura transcriptômica, bem como seus 402 

atributos biológicos [29]. Entretanto, nas condições do presente experimento, 403 

embora algumas vias metabólicas e processos biológicos envolvidas na função 404 

fim do tecido endometrial estivessem positivamente reguladas, somente 3,3% 405 

dos transcritos foram expressos diferencialmente, demonstrando a similaridade 406 

entre os dois tipos celulares estudados.  407 

Em ambos os tecidos, células mesenquimais obtidas apresentaram 408 

morfologia clássica fibroblastóide, com formação de colônias bem definidas, 409 

indistinguíveis de células de outras fontes descritas na literatura, e similar a 410 

outros achados no isolamento com tecido endometrial humano e equino [7,30].  411 

A principal vantagem da colheita a partir de células endometriais, em 412 

detrimento a gordura ou medula óssea, é que pode ser feita pela biópsia [14,31], 413 

um procedimento pouco invasivo, feito rotineiramente para o diagnóstico de 414 

alterações uterinas na clínica equina, não necessitando sedação ou anestesia 415 

local [32]. No presente experimento, as células mesenquimais endometriais 416 

foram isoladas a partir de fragmentos de biópsia, tendo o tecido 417 

aproximadamente 1,0 x 0,5 cm e pesando 1 g. Os autores Rink et al. [33] e 418 
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Cabezas et al [15]. também utilizaram o procedimento com sucesso, em 419 

diferentes fases do ciclo estral, obtendo quantidade suficiente de células, 420 

corroborando com nossa hipótese de que pode ser feita rotineiramente para 421 

formação de banco de células.  422 

As éguas utilizadas estavam em estação de monta, fase final de diestro, 423 

portanto, sob efeito de progesterona, quando existe alta proliferação do tecido 424 

estromal [34]. Outros autores isolaram MSC’s endometriais em éguas tanto em 425 

diestro [7], quanto em anestro [15]. Em humanos, também já foram obtidas 426 

amostras de mulheres em fase estrogênica [30]. Sendo assim, as diversas fases 427 

do ciclo estral demonstram ter atividade de células mesenquimais, sendo 428 

possível a coleta durante todo o ano.  429 

Rink et al. [35] pesquisaram marcadores de superfície de células 430 

estromais mesenquimais no tecido endometrial em diferentes fases do ciclo 431 

estral equino. Foram identificados altos níveis destes marcadores durante o estro 432 

e o final do diestro (d13), comparado ao começo do diestro (d5). Este achado 433 

parece ser consistente com o possível recrutamento de MSC’s para o endométrio 434 

antes e durante a fase proliferativa do ciclo.  435 

A maioria dos autores que isolaram MSC’s de origem endometrial 436 

utilizaram a colagenase na dissociação enzimática do tecido [7,14,30,33]. 437 

Moraes et al. [25], trabalhando com endométrio bovino, utilizou protocolo 438 

associando colagenase e tripsina. No presente estudo, foi utilizada apenas a 439 

tripsina, proporcionando um protocolo mais eficiente e rápido para o isolamento 440 

das células.  441 

As células estromais mesenquimais são definidas pela aderência ao 442 

plástico, expressão de marcadores celulares específicos e potencial de 443 
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diferenciação em linhagens adipogênica, osteogênica e condrogênica [36]. No 444 

nosso estudo, as células, tanto de origem adiposa quanto endometrial, 445 

diferenciaram-se nas duas linhagens testadas, adipogênica e osteogênica.  446 

Cabezas et al. [15] fizeram uma análise semi-quantitativa e concluíram um 447 

maior potencial osteogênico na amostra endometrial, comparado à adipogênica. 448 

Afecções com metaplasia e mineralização do endométrio são comuns em 449 

humanos [8], podendo ser causadas por este maior potencial de diferenciação 450 

em tecido ósseo.  451 

Rink et al. [7] também compararam a diferenciação das MSC’s equinas 452 

endometriais e de medula óssea e observaram padrões diferentes entre as 453 

linhagens observadas. MSC’s de origem endometrial tiveram menor habilidade 454 

em gerar cartilagem do que as de origem medular. Apesar disso, foi observado 455 

que a amostra endometrial teve uma maior habilidade em adotar o fenótipo de 456 

músculo liso quando tratada com TGF-β1. Isso pode ter ocorrido até por 457 

contaminação de células do miométrio no momento da coleta, necessitando mais 458 

investigações. Por outro lado, Navarrete et al. [28] demonstraram que MSC’s de 459 

TE e TA apresentam capacidade semelhante de se diferenciar em cardiomiócitos 460 

após diferenciação induzida in vitro.  461 

Em nosso estudo, embora a diferenciação para precursores adipogênicos 462 

e osteogênicos tenha sido observada tanto nas MSC’s de tecido endometrial 463 

como adiposo, não foi realizada uma comparação quantitativa. Mas pelas 464 

imagens obtidas, não parecem existir diferenças morfológicas entre os grupos 465 

estudados. Apesar disso, pelo descrito anteriormente, fica claro que há um viés 466 

significativo entre os tecidos de origem das células estromais mesenquimais [37].  467 



62 
 

 

Com relação à expressão dos marcadores de superfície das células, este 468 

estudo obteve resultados semelhantes a outros autores. Para caracterização 469 

positiva, o CD90 e o CD105 resultaram em médias percentuais de 84,4±8,0% e 470 

33,7±5,2%, respectivamente. Estes resultados corroboram outros autores que 471 

estudaram MSC’s endometriais equinas. Cabezas et al. [15] obtiveram as 472 

médias de 75% e 24%, respectivamente. Já Rink et al. [7] obtiveram 98% e 97%, 473 

respectivamente. A expressão intermediária do anticorpo para CD105 pode ser 474 

explicada pela falta de anticorpo específico para os equinos. De Schauwer et al. 475 

[38] já demonstraram variação na marcação do CD105 em equinos, o que 476 

justifica nossos resultados.   477 

Para caracterização negativa, foram estudadas as expressões do 478 

marcador para célula hematopoiética CD34 e para apresentador de antígenos 479 

MCH classe II, com resultados de 2,9±0,4% e 12,9±9,0%, respectivamente. 480 

Outros estudos encontraram o valor de 1,8% de expressão de CD34, e entre 481 

0,8% e 2,1% para MHC II [7,15]. A maior expressão de MHC II do presente 482 

experimento (12,9%) pode ser explicada pelas diferenças entre as 483 

partidas/marcas de anticorpos utilizados, porém ainda assim pode ser 484 

considerada baixa.  485 

Vários artigos já demonstraram que MSC’s de origens diferentes possuem 486 

diversas propriedades biológicas semelhantes, apresentando inclusive 487 

potenciais terapêuticos similares [38,39]. No entanto, já foi demonstrado que 488 

MSC TE e MSC TA de equinos diferem com relação a marcadores de superfície 489 

e padrões de migração [15]. Sendo assim, no presente estudo, objetivamos 490 

aprofundar o estudo das características das MSC de origem endometrial, 491 
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avaliando o perfil gênico na tentativa de identificar a presença de transcritos com 492 

potencial terapêutico. 493 

A análise do componente principal demonstrou uma separação clara dos 494 

grupos de MSC’s de acordo com os genes encontrados evidenciando que 495 

existem particularidades entre as células oriundas do tecido adiposo e do tecido 496 

endometrial. Nas amostras do tecido endometrial, foram encontrados 427 (2,0%) 497 

e 587 (2,8%) genes positiva e negativamente regulados, respectivamente. De 498 

fato, quando foi conduzida uma análise mais profunda em relação a esses genes 499 

diferencialmente expressos, foram encontradas diferenças entre os processos 500 

biológicos e vias metabólicas apresentadas em cada tipo celular.  501 

A ontologia dos genes expressos diferencialmente nas células estromais 502 

de tecido endometrial indicou relação com a proliferação celular (RBPMS, E2F5, 503 

PLK3, família FGF, RPS6KA2 e TBC1D1), regulação neural (SLC6A17, STMN4, 504 

GRP e SLITRK2), apoptose (TGM2, TP53INP2 e BMF), metabolismo celular 505 

(PFDN2, SLC25A33, NAA11, SESN3, KLF12 e RNF10) e desenvolvimento 506 

embrionário (HAND1, SOX4, HOXD10, LBH, NGR1 e TMOD1). Dentre estes, 507 

também se observou genes relacionados à angiogênese (RCAN2, ETS1, DLK1 508 

e PRKD2) e a interleucina 8, que atua na imunomodulação.  509 

O endométrio é um tecido com renovação intensa, que passa por mais de 510 

400 ciclos reprodutivos na vida da mulher [39], então é justificável que os genes 511 

relacionados à proliferação celular, metabolismo celular e angiogênese estejam 512 

altamente expressos neste nicho. O FGF9 atua como mediador autócrino e 513 

parácrino para proliferação epitelial, sendo considerado elemento fundamental 514 

na implantação embrionária em mulheres, éguas, ratas e porcas [41,42,43,44]. 515 

O tecido estromal desempenha um papel importante na renovação tecidual do 516 
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endométrio e é natural que as vias de proliferação celular sejam, portanto, as 517 

mais up reguladas nesse tecido.  518 

Talbi e colaboradores [45], analisando a expressão gênica do endométrio 519 

humano, relataram a importância dos genes relacionados à apoptose celular 520 

como parte fundamental na renovação cíclica deste tecido. A ontologia gênica 521 

deste estudo demonstrou aumentada atividade deste processo biológico, o que 522 

também corrobora a assinatura das MSC-TE.  523 

Outras características das MSC’s, que também estão presentes nas 524 

células do TE são a migração celular, remodelação tecidual e angiogênese. Os 525 

quais são processos biológicos e eventos moleculares que participam 526 

ativamente na regeneração do organismo, sendo cruciais na atividade 527 

terapêutica das MSC’s. Genes da família FGF (FGF1, FGFR1, FGF5, FGF9, 528 

FGFR4 e FGF12), associados com angiogênese e remodelação tecidual, foram 529 

encontrados diferencialmente expressos nas MSC’s endometriais. 530 

Os resultados do transcriptoma demonstraram também um aumento de 531 

expressão das vias de sinalização da proteína G nas células obtidas do tecido 532 

endometrial, corroborando os estudos de Spitzer e colaboradores [46], quando 533 

analisaram o perfil gênico de MSC’s endometriais de humanos, encontrando o 534 

RGS5 como um dos genes mais diferencialmente expressos. Estes mesmos 535 

autores encontraram genes expressos positivamente que pertencem à via WNT, 536 

que controlam auto-renovação e multipotencialidade, e também relacionados à 537 

angiogênese, similarmente aos nossos achados nas MSC-TE.   538 

Células estromais mesenquimais nos tecidos adultos permanecem 539 

quiescentes, em estado não-proliferativo, até que sejam estimuladas por sinais 540 

como injúria ou remodelação, resultando em proliferação e manutenção do 541 
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estágio indiferenciado, e também em diferenciação nas linhagens celulares 542 

adultas [47]. Entretanto, no presente experimento as células estudadas foram 543 

removidas de seu nicho natural e submetidas a condições de cultivo in vitro 544 

semelhantes. Esse ambiente de cultivo também pode tem influenciado no perfil 545 

de transcritos produzidos pelas células estudadas e contribuído para a baixa 546 

porcentagem de genes diferencialmente expressos.  547 

No presente estudo, em ambos os tecidos, poucos genes de 548 

imunomodulação foram encontrados altamente expressos, talvez porque as 549 

MSC’s não tenham sido desafiadas. As MSC-TE demonstraram expressão 550 

aumentada de IL-8 em relação às de tecido adiposo, corroborando os achados 551 

de Cortez-Araya e colaboradores [48], que identificaram um perfil 552 

imunomodulatório melhor do que MSC’s de origem adiposa nos genes 553 

específicos que analisaram. 554 

O tecido uterino também pode se tornar uma fonte para banco de MSC’s 555 

de outras espécies animais como, por exemplo, caninos e felinos, que 556 

atualmente utilizam o tecido adiposo. Já foram isoladas e caracterizadas MSC’s 557 

endometriais de cadelas, utilizando a castração eletiva para esta coleta, 558 

processo cirúrgico rotineiro em que o útero é normalmente descartado. [49]  559 

O estudo das MSC’s endometriais em cadelas tem sido respaldo também 560 

pelo interesse em desvendar mecanismo de afecções reprodutivas nesta 561 

espécie. Doenças degenerativas do útero, como o complexo de hiperplasia 562 

cística/piometra e as alterações metabólicas resultantes, são frequentes e não 563 

responsivas à farmacologia convencional. Ainda precisa ser analisado o papel 564 

das MSC’s nestas afecções, se estas têm função na prevenção ou contribuem 565 

para o início destas doenças. [50]. 566 
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As éguas, assim como as cadelas, apresentam doenças reprodutivas 567 

inflamatórias e degenerativa. O que justificam a utilização da espécie equina 568 

para este estudo, pois a subfertilidade das éguas afeta o mercado de criação e 569 

reprodução equina. [50,51,52].   570 

Desvendar o funcionamento das MSC’s do tecido endometrial é crucial 571 

para entender as principais afecções desta ordem, como endometrite 572 

(inflamação aguda do endométrio) e inflamação crônica e persistente, ou 573 

endometrose. Assim como evoluir no tratamento destas enfermidades que 574 

muitas vezes não respondem à terapêutica convencional. [53].  575 

As MSC-TE já foram utilizadas no tratamento de endometrite induzida em 576 

éguas, sendo comparadas com MSC’s de origem adiposa. Foram identificadas 577 

células-tronco, no estroma periglandular uterino após 30 dias da infusão, tanto 578 

do grupo tratado com células de origem adiposa, quanto endometrial. Porém 579 

ainda não existem resultados consistentes com relação ao enxerto de MSC’s no 580 

útero. [53]. 581 

Quando comparados os tecidos (adiposo e endometrial) de origem das 582 

MSC’s no tratamento da endometrite, ambos obtiveram respostas anti-583 

inflamatórias e imunomodulatórias [53]. O que corrobora com os resultados do 584 

nosso experimento, em que ambas as amostras expressaram genes com função 585 

imunomodulatória, sem diferença significativa.  586 

 587 

CONCLUSÃO 588 

Conclui-se que as células estromais mesenquimais advindas do 589 

endométrio equino são capazes de ser isoladas pela biópsia uterina, podendo 590 

se tornar uma fonte usual de colheita de MSC’s, já que foram confirmadas suas 591 
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características imunofenotípicas e de multipotencialidades. A semelhança no 592 

perfil de transcritos dentre as MSC-TE e -TA indica que estas células apresentam 593 

potencial terapêutico semelhante por produzirem fatores bioativos semelhantes, 594 

no entanto, testes clínicos ainda precisam ser realizados.  595 
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