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RESUMO

As células estromais mesenquimais (MSC’s) tém propriedades regenerativas e
imunomoduladoras, tornando-as importantes na terapia veterinaria. Nos
equinos, estas células séo frequentemente obtidas da medula 6ssea e do tecido
adiposo, necessitando procedimento cirdrgico, com sedacéo e anestesia local.
Assim, o tecido endometrial, obtido através de bidpsia uterina, pode ser uma
fonte mais acessivel para o futuro uso terapéutico. 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 diferenciacdo em tecido
adipogénico e osteogénico. As MSC-TE e MSC-TA foram cultivadas in vitro e
avaliadas quanto a expressédo dos marcadores CD90, CD105, CD34 e MHC I,
através de citometria de fluxo. Além disso, foi realizada analise transcriptdmica
comparativa destas células pela extracdo do RNA total seguido de
Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS). Foi analisada a expressao génica
diferencial de mMRNA, assim como seus processos biolégicos e vias metabdlicas
mais representadas em cada tipo celular. As MSC’s de ambos os tecidos
apresentaram caracteristicas especificas de células estromais mesenquimais,
incluindo diferenciacao nas linhagens adipogénicas e osteogénicas, além padréo
fenotipico esperado. Os transcritos de todos 0S 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 metabdlicas expressas
diferencialmente foram aquelas relacionadas ao alto padrdo proliferativo do
tecido endometrial. Portanto, as células estromais mesenquimais advindas do
endométrio equino sdo capazes de ser isoladas através de bidpsia uterina,
podendo se tornar uma fonte usual de coleta de MSC'’s, para fins terapéuticos,
uma vez que apresentaram caracteristicas imunofenotipica, de
multipotencialidade e de producéo de transcritos semelhantes ao tecido adiposo.

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

génica
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DIFFERENTIATION POTENTIAL AND IMMUNEPHENOTYPICAL
CHARACTERISTICS FROM ADIPOSE AND ENDOMETRIAL DERIVED
EQUINE MESENCHYMAL STROMAL CELLS. Botucatu — SP. 2021. 83p.
Dissertacdo (Mestrado) — S&o Paulo State University - School of Veterinary
Medicine and Animal Science.

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 Il 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.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O tratamento clinico com células-tronco (CT) apresenta-se como uma
pratica crescente na medicina veterinaria, ja que tém propriedades pro-
regenerativas e imunomoduladoras (PAUL; ANISIMOV, 2013). Tais células e
também o seu meio de cultivo sdo 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 6ssea, do cordao umbilical e do tecido adiposo (HERZOG et al., 2003).
No equino, as ceélulas estromais mesenquimais (MSC’s) sao colhidas mais
frequentemente da medula 6ssea ou tecido adiposo, sendo cultivadas in vitro
para transplante aut6logo. Para tanto, é necessario procedimento cirlrgico para
obtencado deste tipo de célula, o que aumentou o interesse das pesquisas para
fontes menos invasivas como sangue periférico total, sangue do cordao 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 imunomodulacdo e reparacao tecidual do tecido
uterino.

O tecido endometrial € composto por células epiteliais luminais, células do
estroma, do endotélio, fibras musculares e leucdcitos, além de ser altamente
regenerativo. As células estromais endometriais sdo dinamicas, capazes de se
multiplicar durante o ciclo estral e gestacdo (DONOFRIO et al., 2008), sob a
influéncia de fatores de crescimento e esteroides ovarianos (GARGETT et al.,
2008).

MSC’s de origem endometrial ja foram isoladas de diversas espécies
como humanos, roedores, suinos e ovinos (GAAFAR et al., 2014; RINK et al.,
2017). A partir do uso terapéutico destas células, ja foi possivel 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 superficie, a fim de
explorar o potencial terapéutico deste tipo de célula-tronco (RINK et al., 2017).

A endometrite persistente pos-cobertura (EPPC) € uma enfermidade

inflamatoria que se destaca por ser a principal causa de infertilidade nas éguas,



tendo uma prevaléncia média de 10 a 15% (WOODWARD; TROEDSSON,
2013). O tratamento inclui lavagem uterina, uso de agentes echolicos e
glicocorticoides, porém nao sdo eficazes, podendo ser utilizados como
alternativa os produtos biologicos atuantes na imunomodulagcdo. Portanto,
afeccbes crbnicas e degenerativas do trato reprodutivo das éguas, nado
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 transcriptdmica a fim de confrontar o perfil de producao de
biomoléculas com potencial terapéutico 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

expansao in vitro, caracterizacdo e diferenciacdo.

1.2 Objetivo Especifico
- Comparar o transcriptoma de células estromais mesenquimais do

tecido endometrial e adiposo de equinos (Equus caballus).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Células-tronco mesenquimais

Células estromais mesenquimais sao células-tronco adultas que possuem
alta capacidade de se renovar e diferenciar em varias linhagens de tecido
conjuntivo. Possuem populacdo heterogénea de células estromais, formato
fibroblastéide, multipotentes e ndo hematopoiéticas, sendo de interesse devido
ao potencial terapéutico na regeneracdo de orgdos e/ou tecidos lesionados
(SILVA et al., 2018).



Possuem propriedades anti-apoptéticas contribuindo para homeostase
tecidual e também atuam com as células do sistema imunolégico nos processos
inflamatorios. Além disso, apresentam baixa expressdao 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 sdo caracterizadas por aspectos demonstrados in vitro,
como combinacdo de marcadores fenotipicos e potencial de diferenciacdo em
outras linhagens mesodermais, permitindo transformacdo em osteoblastos,
adipdcitos, condrdcitos e outros tipos celulares, em resposta a um estimulo
apropriado (CONRAD; HUSS, 2005; NOTCH et al., 2010).

O Comité 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 superficie (Clusters Designation — CD) séo
utilizados como identificacdo da imunofenotipagem, pois as células contém
proteinas de membrana que podem ser reconhecidas por anticorpos especificos
e, portanto, ser utilizados na caracterizacdo deste tipo celular (TAYLOR et al.,
2007).

Ainda nao foram validados marcadores de superficie especificos para
equinos, devido a limitada disponibilidade de anticorpos monoclonais anti-cavalo
e também anticorpos de outras espécies ndo possuem rea¢do cruzada com a
espécie equina (TAYLOR et al., 2007). Desta forma, as MSC’s equinas possuem
variada expressdo de marcadores de superficie como CD29, CD90, CD44,
CD166, CD13, CD146, CD117, CD40 e CD80. Enquanto tém baixa expressao
dos CD45, CD14 ou CD11b, CD79 ou CD19 e antigenos de MHC Il (De
SCHAUWER et al., 2012; MARTINELLO et al., 2010; RANERA et al., 2011).

As MSC’s podem ser isoladas a partir de musculo, figado, baco,
cartilagens articulares, derme, timo e tecido adiposo (BIANCO; COSSU, 1999).
Mais recentemente, o Utero também se mostrou uma fonte de MSC’s (MUTLU et
al., 2015). Essa grande variedade de fontes no organismo é uma demonstragcédo
de que as MSC’s estdo presentes em praticamente todos os tecidos, no qual
interagem com as ceélulas locais e, sob condi¢des de inflamacéao, com células do
sistema imune (BERNARDO; FIBBE, 2013).



As MSC'’s podem ser cultivadas e expandidas in vitro, pois sdo capazes
de se aderir ao plastico do frasco e formar colénias quando cultivadas em baixa
densidade. A morfologia tipica sao células com formato fibroblastoide alongadas,
fusiformes e pontiagudas, contendo grandes nucleos ovais centralizados e com
abundante citoplasma. Na fase de senescéncia, 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 0 que levou ao seu uso terapéutico
em doencas degenerativas e autoimunes. Experimentos pré-clinicos e também
na fase clinica se baseiam neste isolamento a partir da medula 6ssea, e do tecido
adiposo e sua expansdao in vitro. As MSC’s tém fun¢&o imunomodulatéria, pois
percebem e controlam a inflamacao, além de modificar a proliferacéo e producéo
de citocinas dos linfécitos e células mieloides do sistema imune (EGGENHOFER
et al., 2014).

2.2. Fontes de células-tronco mesenquimais

Nos equinos, MSC’s ja foram isoladas a partir de diversos tecidos como
medula éssea, tecido adiposo, tecido embrionario, fluido e membrana sinovial,
sangue periférico e do corddo umbilical, periésteo, musculo, gengiva, polpa
dentaria, ligamento periodontal, endométrio e foliculo 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 éssea tém a maior
concentracdo de células, principalmente comparado ao sangue periférico. As
originadas na medula 6ssea tém menor concentracdo em relacdo as de tecido
adiposo, porém suas células tém maior potencial de diferenciacdo em tecido
musculoesquelético (FRISBIE et al., 2009; KISIDAY et al., 2008; VIDAL et al.,
2009).

Cultivos advindos da medula Ossea e tecido adiposo tém maior
crescimento in vitro que o cultivo originado no cordao umbilical (BARBERINI et
al., 2014). As células da medula 6ssea, por sua vez, tém maior potencial
condrogénico e osteogénico podendo ter melhor resposta nestes

microambientes. A reduzida osteogénese de MSC'’s de tecido adiposo pode ser



associada com alterada responsividade a estimulacéo pelas TGF-$ e proteina
morfogenética 6ssea (BPM) (ESTES et al., 2006; HENNIG et al., 2007).

A necessidade de fazer um procedimento cirdrgico para a colheita nestes
locais tém direcionado as pesquisas para outras fontes menos invasivas,
incluindo sangue periférico, sangue do corddo 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 € que as células endometriais podem ser
colhidas pela biopsia uterina (SCHURING et al., 2011; REVEL, 2009), que é um
procedimento menos invasivo usado na clinica equina para diagnostico e nao
necessita de sedacao ou anestesia local (SNIDER et al., 2011). Além disso, &
um procedimento que ndo deixa cicatrizes visiveis, que tém uma implicacdo
estética importante na industria do cavalo, principalmente em animais atletas
(CABEZAS et al., 2018).

A bidpsia quando executada corretamente ndo resulta em dano ou
cicatriz ao Utero. Ja foi demonstrado que a realizacao de multiplas biopsias antes
do estro, até cinco amostras de cada vez, ndo teve efeito negativo nas taxas de
prenhezes subsequentes nas éguas (WATSON; SERTICH, 1992).

Além de ser uma fonte alternativa acessivel de células, comparado ao
tecido adiposo e medula éssea, o uso de MSC’s endometriais pode representar
uma o6tima opcédo terapéutica para afeccbes uterinas, condicdo prevalente e
multifacetada que frequentemente leva a infertilidade das éguas. As pesquisas
também devem explorar o potencial clinico das células-tronco endometriais em
outros tecidos que ja sdo alvo das terapias regenerativas, como afec¢bes do
tecido musculoesquelético (RINK et al., 2017).

2.2.1 Tecido endometrial

O utero compreende tecido mucoso, ciclicamente renovado, com
glandulas e tecido estromal extensivamente vascularizado (GARGETT et al.,
2009). Células-tronco uterinas estao presentes no endométrio ciclico durante o
ciclo menstrual e também no tecido inativo nao-ciclico, possivelmente com
funcdo de regenerar o endométrio (GARGETT, 2006). Essa regeneracao
prepara o endomeétrio para estimulo esteroidal tornando-o um ambiente receptivo

para implantacdo embrionaria (GARGETT et al.,, 2009). Espécies que



apresentam ciclo estral também incluem fases de crescimento endometrial e
apoptose celular (SLAYDEN; BRENNER, 2004). O utero tem caracteristicas
imunologicas privilegiadas que permitem hospedar um organismo semi-
alogénico (feto) num ambiente excepcionalmente tolerante (ARCK et al., 2014).

O sistema reprodutivo da fémea se origina do mesoderma intermediario.
Existe a hipOtese de que algumas células passam por uma transicdo entre
mesenquimal para epitelial, pois o tecido se prolifera para formar um epitélio
celémico, que ir4 se invaginar para formar os ductos de Muller. Entdo pode-se
assumir que algumas células epiteliais e células estromais permanecam no
tecido endometrial adulto, dando origem as células-tronco endometriais
(SNYDER; LORING, 2005).

Uma segunda suposicdo seria uma origem mesenquimal a partir da
medula 6ssea. As MSC’s da medula 6ssea circulam em pequeno numero e
podem se estabelecer em outros 6rgaos, onde fazem uma transdiferenciacao
para formar células neste novo tecido ou contribuir para angiogénese
(KORBLING; ESTROV, 2003).

O primeiro relato de isolamento de células-tronco endometriais foi
realizado em humanos, apds a histerectomia, em 2006. Foram identificadas
raras populacdes de células epiteliais e estromais com atividade progenitora e
caracteristicas indiferenciadas (GARGETT, 2006). Também j& foram descritas
nas espécies roedoras, suina, canina e ovina (CHAN; GARGETT, 2006; de
CESARIS et al., 2017; LETOUZEY et al., 2015; MIERNIK; KARASINSKI, 2012).

As células-tronco endometriais jA foram exploradas, devido sua alta
capacidade proliferativa, para promover camadas extras de suporte para cultivo
de células-tronco embrionarias (LEE et al., 2005). Similarmente, colénias de
células grandes demonstram alta proliferacdo (30 population doubling), maior
gue algumas das colbnias de medula 6ssea, polpa dentaria 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
plaguetas (PDGFRp) e actina-alfa de musculo liso (a-SMA). E a expressao
desses marcadores se mantém durante o cultivo (SCHWAB; GARGETT; 2007;
CRISAN et al., 2008). Além de terem potencial de diferenciagcdo nas trés



linhagens classicas, adipogénica, condrogénica e osteogénica, as MSC’s do
endométrio sdo capazes de se diferenciar em linhagens neurogénicas e
miogénicas (CHAN; GARGETT, 2006).

O primeiro relato, na espécie equina, de isolamento, cultivo e
caracterizagdo de MSC’s endometriais foi conduzida por Rink et al. (2017), pela
colheita de tecido post mortem. As células exibiram alta taxa de proliferacéo,
marcadores tipicos como CD29, CD44, CD90 e CD105 e pouca expressao dos
marcadores hematopoiéticos CD34 e CD45. Comparando-as com as de tecido
adiposo, células estromais endometriais tém distinta habilidade de se diferenciar
em musculo liso e apresentam melhor propriedade imunomodulatéria e
migratoria (RINK et al., 2017).

Além das linhagens mesodermais classicas, as MSC’s de origem
endometrial podem ser induzidas para diferenciar in vitro em muasculo cardiaco
e esquelético (HIDA et al., 2008; CUI et al., 2007), células produtoras de insulina
(SANTAMARIA et al., 2011), epitélio urinario (SHOAE-HASSANI et al., 2015),
células neuronais e neurénios dopaminérgicos (WOLFF et al., 2011; BAYAT et
al., 2016). Portanto, este tipo celular pode ser capaz de tratar afeccbes
cardiacas, degeneracdo muscular, diabetes tipo 1 e doencas
neurodegenerativas no futuro, além de produzir modelos animais para o estudo
de doencas humanas e veterinarias (LOPEZ et al., 2017).

Em humanos, o uso de células-tronco endometriais ja foi explorado em
casos de sindrome de Asherman’s, caracterizada por atrofia uterina e aderéncias
endometriais por trauma, levando consequentemente a uma infertilidade
(DEANE et al., 2016).

O potencial terapéutico das células-tronco endometriais ja tem sido
demonstrado em casos como faléncia ovariana precoce (LAl et al., 2015),
doenca de Parkinson (WOLFF et al., 2011) e prolapso de 6rgédos pélvicos
(EMMERSON; GARGETT, 2016), apesar de nao terem sido ainda comprovados
clinicamente.

Nos equinos, a endometrite cronica € uma doenca degenerativa que
causa infertilidade nas éguas, sendo originada na fibrose endometrial e
alteracdes glandulares (HOFFMANN et al., 2009; KENNEY, 1992). Atualmente
nao existe tratamento efetivo para esta afeccdo, mas ja foi relatado o uso de

MSC’s de origem adiposa com redug¢ao na progressao da doenga (MAMBELLI



et al., 2013). Por isso, um tratamento com células de origem endometrial para

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

2.2. Mecanismo de acéo das células-tronco mesenquimais

Originalmente imaginou-se que o tratamento com MSC’s seria baseado
na substituicdo de células disfuncionais pela potencialidade observada. Porém,
as células administradas terapeuticamente apresentaram pouca implantacao
tecidual, sendo entdo proposto que o tratamento teria efeito pela secrecdo de
fatores troficos, citocinas e quimiocinas imunomodulatérias (OTSURU et al.,
2012; TOGEL et al., 2005). Além de modular a resposta inflamatdria, 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 manutengao da homeostase
imunoldgica, pois previnem a ativacao dos linfécitos T, gerando um ambiente
toleravel ou cessando a resposta imunoldgica durante o estagio de reparacao
(MA et al.,, 2014; PROCKOP; YOUN, 2012). Adicionalmente, diminuem a
proliferacéo e atividade citotdxica das células NK, além de ter pouca ou nenhuma
expressao do complexo de histocompatibilidade principal Il (MHC II) (CASTRO-
MANRREZA; MONTESINOS, 2015). Essas fun¢bes sao importantes, pois
facilitam o uso terapéutico alogénico destas células na medicina regenerativa
(LOPEZ et al., 2017).

Estudos mais recentes sugerem que as MSC’s tenham curta vida util
apos a administracdo. O motivo pelo qual isso acontece ainda ndo esta bem
definido. O rapido desaparecimento das células-tronco levanta o questionamento
de como a terapia é capaz de funcionar (EGGENHOFER et al., 2012). E possivel
que uma pequena fragdo de células seja capaz de sobreviver e migrar para 0s
locais de injaria e inflamacéo, podendo explicar os beneficios da terapia celular.
Outra possibilidade é que as MSC’s sejam capazes de rapidamente passar
adiante seu efeito para outras ceélulas que mediam o reparo tecidual ou
imunomodulagdo (EGGENHOFER et al., 2014).

Apesar do primeiro compartimento a ser procurado ser a corrente
sanguinea, estudo recente sugere que haja MSC’s derivadas de tecido adiposo

migrando via sistema linfatico. Ja foi demonstrado que as células podem ser
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liberadas do tecido adiposo ou medula 6ssea em resposta a inflamacéao
acumulando-se nos linfonodos e vasos sanguineos 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 injuria pela migracdo através do
estroma ou microcapilares, migrando apenas curtas distancias estreitando a rota
da corrente sanguinea (Da SILVA MEIRELLES et al., 2006).

O padrao migratorio depende provavelmente da via de administracao.
Pesquisas que usaram a rota intravenosa e demonstraram que a maior parte das
células sdo sequestradas pelos pulmdes na primeira passagem circulatoria
(ASSIS et al., 2010; EGGENHOFER et al., 2012; FISCHER et al., 2009). Ap6s
24 horas, as MSC’s sao realocadas para outros 6rgaos, principalmente figado e
baco, além dos tecidos lesionados (EGGENHOFER et al., 2012; KRAITCHMAN
et al., 2005).

Ainda é questionavel a viabilidade celular apés a passagem pelos
pulmdes. Ha relato de que as MSC’s morrem 24 horas apds administracdo, mas
ainda seriam rastredveis no figado, e a eliminacdo pode depender de
mecanismos imunolégicos (EGGENHOFER et al., 2012).

Apesar disso, o rapido desaparecimento de MSC’s administradas néo
exclui o seu efeito terapéutico. Ja foi demonstrado que a fagocitose de células-
tronco mortas induz a producdo de macréfagos com fendétipo regulatério (Mz).
Também é possivel que uma pequena porcentagem de células escape da
eliminacao e seja responsavel pelo efeito terapéutico (LU et al., 2013).

Os linfocitos T regulatérios sdo exemplos de células capazes de levar
adiante os efeitos das MSC’s. As células-tronco produzem TGF-B, enzima
idoleamina e IL-2, que atuam na proliferacdo de linfécitos T regulatérios e séo
capazes de ativa-los (MELIEF et al.,2013; ENGELA et al., 2013). Além disso, as
MSC’s produzem PGEZ2 induzindo os macréfagos tipo 2 a agirem no controle da
inflamacé&o e mediando a reparacéo do tecido (NEMETH et al., 2009).

Ainda ha discussdes sobre os mecanismos de atuag¢ao das MSC’s, nao
podendo precisar o principio de funcionamento no organismo. S80 necessarios
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 pratica veterinaria pode servir como base para
utilizacdo em medicina humana (VOLK; THEORET, 2013; OJEH et al., 2015).
Existem diversas doencas, tanto animal quanto humanas, que tém o mesmo
mecanismo fisiopatolégico, entdo a espécie equina pode ser modelo para
seguranca e eficiéncia 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 tendao
flexor digital superficial (SMITH et al.,, 2003). Apesar disso, 0 potencial
terapéutico da MSC’s no cavalo vai além do sistema locomotor (GUGJOO et al.,
2018).

Ja foram relatados estudos promissores no tratamento de feridas
equinas. As células dao origem a queratindcitos, células epiteliais, glandulas
sebaceas e células dendriticas. Além disso, produzem fatores angiogénicos
como fator de crescimento vascular endotelial e angiopoetina-1 (WU et al., 2007;
BORENA et al., 2009). Assim, as MSC’s auxiliam na regeneragéo tecidual
diminuindo as chances de complicagdes recorrentes, como tecido de granulacao
exuberante, comuns nos cavalos (THEORET, 2009).

Também ja foi relatado sucesso em casos de correcdes cirdrgicas de
palato mole (CARSTANJEN et al.,, 2006), feridas cutaneas (IACONO et al.,
2016), ulceras de decubito 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 nao tém o devido controle, podendo acontecer
regeneracao espontanea. Fatores como método de cultivo, fonte celular, via de
administracdo, numero de células, tipo de substrato e passagem celular podem
influenciar o resultado, demandando mais pesquisas para padronizacao da
aplicacao clinica (GUGJOO et al., 2018).

A terapia com MSC também se mostra como importante ferramenta nas
doencas imunomediadas e afec¢cbes isquémicas, controlando rejeicbes a
enxertos, miocardite autoimune, artrite e encefalomielite (EINSTEIN et al., 2007;
SORDI; PIEMONTI, 2011). A imunossupressao advinda das células estromais
pode ocorrer através da acgao inibitoria na proliferacéo de linfocitos T CD8* em
diferentes espécies, incluindo o cavalo (CORTINOVIS et al., 2015).
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Diversas afec¢fes autoimunes no equino como uveite recorrente e lapus
sistémico eritematoso, tém caracteristicas similares as da medicina humana
(DEEG et al., 2002). A fisiopatologia envolve inflamacao ativa e desbalanco de
citocinas que podem ser moduladas pela acdo de células-tronco (LIANG et al.,
2010).

A laminite € uma condicdo isquémica comum e usualmente esta
associada com a perda de células-tronco epidermais p63 positivas. A terapia
nesses casos aparenta ter 6timo resultado como coadjuvante ao tradicional
suporte alopatico, principalmente antes do aparecimento da lamina hiperplasica
indiferenciada (MORRISON et al., 2014). J& 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 ja foram
utilizadas no tratamento da endometrite (MAMBELLI et al., 2013; CORRADETTI
et al., 2014; FALOMO et al.,, 2015) pois sdo conhecidas por modularem a
resposta inflamatéria em processos agudos e crénicos (BARRACHINA et al.,
2016). As MSC’s sdo capazes de migrar tanto para os tecidos glandulares quanto
aglandulares do utero (MAMBELLI et al 2013), fazendo a imunomodulacdo na
endometrite (FALOMO et al., 2015) e melhorando o aporte de células
endometriais quando a pouca proliferacdo esta associada a baixa fertilidade
(CORRADETTI et al., 2014).

Células estromais de tecido adiposo coradas (2x107), inoculadas de
forma semelhante a inseminacao artificial no Gtero ndo-saudavel, puderam ser
observadas em amostras de biépsias incluindo tecido glandular e periglandular
(MAMBELLI et al.,, 2013). Células estromais amnidticas variam em seus
resultados nos tecidos saudaveis e também na endometrite, e podem ser
potenciais candidatas para o tratamento endometrial quando ocorre falha na
gestacdo (FALOMO et al., 2015).

Um udnico estudo referente a dinamica folicular relatou aumento no
namero de foliculos, porém sem efeito significativo na dindmica ovariana apés
administracdo de células-tronco (GRADY et al., 2016). Também ja foi relatado
uso de MSC’s autodlogas oriundas de bidpsia uterina de éguas e apds duas

semanas infundidas durante diestro, demonstrando propriedades
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imunomoduladoras e agdo no lumen uterino por até 24 horas apos infusdo, nao
penetrando no endométrio saudavel (RINK et al., 2018).

Outro estudo comparou utilizacdo de células de origem adiposa e
endometrial no tratamento de endometrite pos-cobertura, com objetivo de
analisar as propriedades anti-inflamatorias e de incorporacgédo celular no tecido.
As MSC’s foram observadas no tecido periglandular em ambos os grupos, sem
diferenca significativa entre eles, persistindo durante o tempo em que foram
analisadas as bidpsias, 30 dias pos-infusdo. Além disso, a inoculagdo de MSC'’s
reduziu a inflamagéao, e este resultado foi semelhante em ambas as origens de
MSC'’s. (NAVARRETE et al., 2020).

As células-tronco aparentam ter potencial terapéutico nas afeccbes
reprodutivas equinas e necessita mais estudos controlados com parametros
uniformes (GUGJOO et al., 2018).

2.5. Transcriptémica

Para auxiliar no entendimento desta fonte celular € possivel utilizar
métodos complementares de biologia molecular, como a andlise transcriptbmica
por sequenciamento de RNA (RNAseq), identificando e caracterizando as vias
metabdlicas envolvidas e mecanismos moleculares responsaveis pelo
funcionamento das MSC’s. O estudo dos transcritos € essencial para conhecer
os elementos funcionais do genoma e os constituintes moleculares de células e
tecidos (WANG et al., 2009).

O RNAseq é uma aplicacéo eficiente, sua técnica foi melhorada a partir
de outras tecnologias como ensaios de microarranjos de DNA e analise seriada
de expressdo génica (SAGE) (CLOONAN et al.,, 2009). Uma das técnicas
desenvolvidas foi o sequenciamento de nova geracdo (NGS, do inglés Next-
generation Sequencing), que melhorou a qualidade da analise e reduziu os
custos das pesquisas da area genética e epigenética (HAYDEN, 2009). Apesar
de recente, o NGS fornece informacgfes sem precedentes sobre a complexidade
transcricional de diversos organismos, dentre eles, humanos (SULTAN et al.,
2008).

O Transcriptoma € definido pelo conjunto de transcritos (RNA'’s

ribossdmicos, RNA’s mensageiros, RNA’s transportadores e microRNA'’s) de um
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organismo, tecido, 6rgdo ou linhagem celular. Sendo o reflexo direto da
expressado dos genes. (COSTA et al., 2010).

As espécies que sdo modelos experimentais com importancia médica
tém o transcriptoma completo descrito em alta resolucdo nas fontes de dados
publicas. Os genes e transcritos de outras espécies, como equinos, sdo sabidos
unicamente por uma projecdo computacional baseado em comparacfes
genbmicas com essas espécies. Experimentos que validem esse modelo
gendmico ainda s&o escassos e a maioria dos genes equinos anotados sao de
anico transcrito. (PACHOLEWSKA et al., 2015).

A limitacdo consiste nas poucas sequéncias expressas e DNA
complementar (cDNA) publicado nas fontes de dados. Porém, isso vem
mudando. O RNAseq tornou possivel a validacdo experimental dos transcritos
por um custo razoavel e grupos de pesquisa estdo publicando a expressao
génica de varios tecidos da espécie equina, incluindo musculo, leucdcitos,
cartilagem, sistema nervoso central, tecido reprodutivo, embrido, sémen 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 nao codificantes e também isoformas de
genes codificantes de proteinas, além de anotacdes estruturais de genes ja
existentes (PACHOLEWSKA et al., 2015).

A andlise transcriptdmica do tecido endometrial equino ja foi realizada
com intuito de avaliar a relacao entre dietas altamente proteicas com alteracdes
uterinas capazes de levar a infertilidade da égua. O estudo demonstrou que
éguas com alta concentracdo de ureia no sangue exibem uma diminuicdo do pH
uterino e alteracBes da expressdo de genes ligados a regulacdo do pH, canais
de ions, alteracdes do tecido epitelial e do metabolismo dos acidos graxos.
Evidenciando assim, a importancia de avaliar os genes diferencialmente
expressos no utero, uma vez que essas alteracbes podem revelar disfuncdes
endometriais associadas a efeitos adversos na fertilidade da égua. (BOAKARI et
al., 2019).

2.5.1. Diferencas no transcriptoma de acordo com a origem do tecido
Heterogeneidade celular € uma caracteristica geral dos tecidos

bioldgicos e, até em populacdes que seriam teoricamente homogéneas, existe a
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diversidade celular, sendo influenciadas por fatores intrinsecos e extrinsecos do
microambiente ou do “nicho” (WEN & TANG, 2016).

Um mesmo tipo celular também apresenta fenodtipos diferentes a
depender das mudangas no microambiente em que se encontra. Pesquisando-
se o0 epitélio prostatico, foram demonstrados os diferentes fendétipos e
morfologias das células basais e dos macréfagos, a depender do microambiente
hormonal. Comprovando assim a sua plasticidade. (GOMES, 2020).

Existem evidéncias que células estromais em cultivo s&o
intrinsecamente heterogéneas nos seus fenotipos e fungdes (PHINNEY, 2012).
As MSC'’s de diferentes fontes ou origens apresentam distintas capacidades de
diferenciacdo e imunomodulacdo, e também de expressdo de proteinas de
superficie (HASS et al., 2011; OCK et al., 2016 & PENNINGTON et al., 2016),
mas todas apresentam os critérios minimos que as definem como MSC'’s
(DOMINIC et al., 2006). Padrbes do transcriptoma e potencial de diferenciacao
in vivo das diferentes células estromais também podem variar
consideravelmente (REINISCH et al., 2015). Apesar do comportamento
potencialmente diferenciado, MSC’s de diversas origens estdo sendo utilizadas
para tratar as mesmas enfermidades em pesquisas em animais e testes clinicos
(ZHOU et al., 2019).

Em humanos, uma série de estudos comparativos demonstraram
diferencas entre células estromais de origem adiposa e de medula 6ssea (CHO
etal., 2017; DMITRIEVA et al., 2012; FURUHASHI et al., 2013), e ainda nao esta
claro como este fato influencia nos resultados clinicos (ZHOU et al., 2019).

As células de origem da medula O6ssea apresentaram maior
heterogeneidade transcriptdmica do que as de origem adiposa. Quanto mais
homogénea uma populacdo, mais repetibilidade e confiabilidade nos
experimentos realizados, entdo seria razoavel supor que as MSC’s de tecido
adiposo podem ser mais adequadas para terapéutica especifica. (ZHOU et al.,
2019).

O perfil metabdlico das MSC’s adiposas apresentou superioridade em
manter a diferenciagdo quando cultivadas em laboratorio, sendo mais tolerantes
a senescéncia do que as de origem medular. E, levando-se em consideracgéo a
menor imunogenicidade celular, as de origem adiposa podem ser uma escolha

mais adequada para terapia celular alogénica. (ZHOU et al., 2019).
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Analise transcriptdbmica de MSC’s endometriais humanas ja foi feita com
intuito de avaliar o fendtipo terapéutico deste tipo celular. E, pela primeira vez foi
descrita a capacidade de células estromais de origem uterina serem fontes de
exossomas para a comunicacao paracrina. Neste mesmo estudo, as células que
foram tratadas com A38-01, inibidor do receptor de TGF-B, tiveram maior
potencial angiogénicos, melhora nas propriedades anti-fibroticas e
imunoregulatdrias 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 aplicacao terapéutica de MSC’s na medicina regenerativa continua
crescendo e, por isso, SA0 necessarias mais pesquisas para guiar a utilizacao
clinica apropriada. A escolha da fonte de MSC equina é comumente baseada
somente na facilidade de obtencdo e disponibilidade, entdo necessita-se de
conhecimento mais aprofundado para esclarecer qual fonte de célula seria ideal
para cada tipo especifico 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 éssea, tecido adiposo, sangue do cordao
umbilical e tecido do cordao umbilical. Foi demonstrado que MSC’s das fontes
estudas, quando ativadas nas regides inflamatérias, secretam altas taxas de
mediadores anti-inflamatoérios e sdo similares as de humanos e roedores nas
propriedades imunomodulatérias. (CARRADE et al., 2012).

Outro estudo em equinos investigou a expressao de genes relacionados
ao sistema imune das MSC’s de diferentes fontes quando estimuladas com a
citocina pré-inflamatéria IFN-y. Foram comparadas MSC’s advindas de sangue
periférico, tecido adiposo e medula 6ssea, com o objetivo de determinar se
alguma delas seria preferivel em um ambiente de inflamacdo. (CASSANO et al.
2018).

Notou-se que a expressao basal dos genes relacionados ao sistema
imune, antes do tratamento com o IFN- y, foi variavel a depender da fonte de
origem da célula-tronco, com excec¢éo da prostaglandina sintetase 2 (PTGS2).
Porém, apds a estimulagcdo com a citocina pro-inflamatoria, o perfil de expresséo
génica se tornou mais homogéneo entre as diferentes fontes, ndo havendo

diferencga significativa, sugerindo que as MSC’s provavelmente irdo responder
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de forma similar quando usadas terapeuticamente em lesfes inflamatorias.
(CASSANO et al. 2018).

CONSIDERACOES FINAIS

A terapia celular nos equinos é cada vez mais explorada nas doencas
degenerativas e inflamatdrias. As células estromais mesenquimais tém
propriedades cruciais na homeostase tecidual, entdo independente de suas
fontes estas células tem apresentado cada vez maior interesse na Medicina
Veterinaria. A MSC de origem endometrial foi recentemente isolada e
caracterizada em equinos, sendo uma opcdo de colheita mais acessivel,

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

N&o tem tempo nem piedade nem tem hora de chegar
Sem pedir licenca muda nossa vida

Depois convida a rir ou chorar

Nessa estrada ndo nos cabe conhecer ou ver o que vira
O fim dela ninguém sabe bem ao certo onde vai dar
Vamos todos numa linda passarela

De uma aquarela que um dia enfim

Descolorira”

Toquinho e Vinicius de Moraes
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RESUMO

Células estromais mesenquimais de tecido endometrial e adiposo equino com
caracteristicas imunofenotipicas e de multipotencialidade semelhantes tiveram
sua assinatura transcriptbmica comparada através de Sequenciamento de Nova
Geracgdo. Cinco éguas adultas (n=5), com histérico reprodutivo reconhecido,
foram submetidas a bidpsia uterina para colheita de tecido endometrial (MSC-
TE). Ademais, foi colhido tecido adiposo dos mesmos animais (MSC-TA). As
MSC’s foram avaliadas in vitro quanto ao potencial de diferenciacdo adipogénico
e osteogénico. As MSC-TE e MSC-TA foram cultivadas in vitro e testados os

marcadores CD90, CD105, CD34 e MHC I, por de citometria de fluxo. A colheita
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das MSC-TE pela biépsia uterina se mostrou viavel, sendo possivel isolar e
cultivar as células-tronco de origem endometrial. As MSC-TE e MSC-TA foram
capazes de se diferenciar nas linhagens adipogénica e osteogénica. As MSC’s
apresentaram elevada expressao dos marcadores de superficie CD90 e CD105
e baixa ou auséncia de expressdo de MHC Il e CD34. Portanto, as células
estromais mesenquimais advindas do endométrio equino sdo capazes de ser
isoladas atraves de bidpsia uterina, apresentando caracteristicas
imunofenotipica, de multipotencialidade e de producdo de transcritos
semelhantes ao tecido adiposo, podendo se tornar, com mais pesquisas na area
terapéutica, fonte usual de coleta de MSC'’s.

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

1. INTRODUCAO

As células estromais mesenquimais (MSC’s) possuem propriedades
regenerativas e imunomodulatérias, sendo cada vez mais utilizadas na pratica
veterinaria [1]. MSC’s sdo capazes de diminuir a inflamacéo, proteger os tecidos
contra hipoxia e injaria por reperfusdo e prevenir rejeicdo alogénica [2]. Além
disso, influenciam respostas imunes, tanto adaptativas, como inatas, pela
comunicacdo autdcrina e paracrina, destacando-se a liberacdo de proteinas
hidrossoluveis como: quimiocinas, fatores de crescimento e citocinas [3,4].
Portanto, tais células, e também o meio no qual séo cultivadas, sao alternativas
promissoras para o tratamento de diversas enfermidades, incluindo as do
sistema reprodutivo [5].

As células tronco estromais mesenquimais ou ceélulas-tronco

mesenquimais podem ser isoladas de diversos tecidos, sendo 0s mais comuns:
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sangue periférico, corddo umbilical, medula 6ssea e tecido adiposo [6], sendo as
duas ultimas fontes as mais comuns nos equinos, as quais sao utilizadas com
sucesso para o tratamento de doencas musculoesqueléticas e lesdes tendineas.
Porém, para obtencéo das células é necessario realizar procedimento cirdrgico,
0 que tem aumentado o interesse das pesquisas para fontes menos invasivas
como sangue periférico total, sangue do cordao umbilical ou Gelatina de Wharton
(matriz do corddo umbilical). Neste contexto, o endométrio, também se mostra
atrativo como fonte de células estromais mesenquimais [7].

O endométrio é composto de células epiteliais, estromais, endoteliais,
fiboras musculares e leucocitos. As células do estroma endometrial sdo
dindmicas, capazes de se proliferar durante o ciclo estral e gestacao [8], estando
sob influéncia de fatores de crescimento e esteroides ovarianos [9].

As MSC'’s de origem endometrial (MSC-TE) ja foram isoladas de diversas
espécies como humanos, roedores, suinos e ovinos [7]. O primeiro isolamento
em humanos ocorreu em 2006 com amostras advindas de histerectomia,
representando avanco em relacdo ao mecanismo das doencas endometriais
caracterizadas por crescimento anormal, em particular, cancer uterino,
hiperplasia endometrial, endometriose e adenomiose [10]. Além disso, ja foi
demonstrado o potencial terapéutico deste tipo celular em doencas como
faléncia prematura de ovario [11], doenca de Parkinson [12] e prolapso de 6rgéos
pélvicos [13].

Mais tarde, Schiring et al. [14] isolaram estas células por bidpsia uterina
comprovando que estdo presentes nas camadas mais superficiais do endométrio

humano. A biopsia é uma opcéo viavel para a colheita de MSC’s, por sua
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facilidade no procedimento, frequentemente realizado em rotina clinica e
preservando o utero [14,15].

Estudos similares foram conduzidos em equinos, 0s quais indicaram uma
nova fonte de MSC'’s, explorando o seu potencial terapéutico [7,15]. Afeccdes
cronicas e degenerativas do trato reprodutivo das éguas, nao responsivas aos
tratamentos convencionais, podem se beneficiar deste protocolo [16]. E ja foi
comprovada a seguranga da aplicagdo de MSC’s no endométrio equino,
corroborando a implementacdo desta opcdo terapéutica nas doencas
reprodutivas [17].

A endometrose € uma doenca crbnica degenerativa que causa
infertilidade nas éguas, sendo originada na fibrose endometrial e alteracfes
glandulares [17,18]. Atualmente ndo existe tratamento efetivo para esta afeccéo,
mas ja foi relatado o uso de MSC’s de origem adiposa (MSC-TA) com reducao
na progressao da doenca [19]. Também ja foi relatado uso de MSC’s da medula
0ssea em endometrite pds-cobertura, com resultados promissores na modulacéo
da inflamacao [20]. Por isso, um tratamento com células de origem endometrial
para esta afeccéo poderia produzir resultados ainda melhores [21].

Tendo em vista 0 exposto acima, o objetivo desse estudo foi caracterizar
células estromais mesenquimais de tecido endometrial de éguas em diestro
avaliando seu transcriptoma em relacéo ao de células do tecido adiposo visando

tracar um paralelo quanto ao seu potencial terapéutico.
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2. MATERIAL E METODOS
Este trabalho foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) — Campus de Botucatu, Sdo Paulo,

sob protocolo CEUA 0233/2018.

2.1. Selecéo dos animais

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizadas 5 éguas mesticas,
entre 12 e 18 anos de idade, com historico reprodutivo conhecido e escore
corporal 5 a 7, numa escala de 9 pontos [22]. Os animais foram selecionados
pelas condicdes uterinas, avaliadas pela palpacéo retal e ultrassonografia (Sono
Scape A5V —Hong Kong-China). Foram utilizados como critérios de incluséo,
éguas apresentando boa tonicidade uterina, auséncia de liquido no limen, sem
edema endometrial e presenca de corpo lateo no ovario, caracterizando o diestro

[23].

2.2. Caracterizagado das MSC’s

Ambos os tecidos, adiposo e endometrial, foram isolados, cultivados e, na
segunda passagem celular, uma amostra de MSC’'s foi usada para
caracterizacdo pela expressdo de marcadores de superficie celular
(imunofendtipo) e avaliacdo do potencial de diferenciacdo em duas linhagens
mesenquimais: adipogénica e osteogénica. Uma nova amostra foi utilizada para

analise transcriptomica.
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2.3. Isolamento, expansdo e criopreservacdo das células estromais

mesenquimais

2.3.1. Tecido endometrial

A obtencao do tecido endometrial foi feita pela biopsia uterina. Todos os
procedimentos intrauterinos foram realizados com equipamentos esterilizados e
o examinador utilizou luvas de palpacédo descartaveis. As éguas foram contidas
em brete, foi feita antissepsia do perineo com detergente neutro, enxaguado
duas vezes, e secado com papel toalha. Foi utilizada pinca de biépsia do tipo
Jacaré, recuperando da base de um dos cornos uterinos, um fragmento de tecido
de aproximadamente 1 x 0,5cm, utilizando procedimentos padrfes para a técnica
[24]. As amostras foram armazenadas em tubo cdnico graduado contendo 25 mL
de HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution; Gibco®), acrescido de 1,2% de
anfotericina B e 1% de penicilina/estreptomicina e transportados para o
laboratorio. O protocolo utilizado para isolamento, expansao e criopreservacao
das células foi uma adaptacdo do processo realizado por Moraes et al. [25]. O
protocolo de isolamento constituiu-se por 4 lavagens do tecido em placas de
Petri. A primeira lavagem foi realizada com alcool 70% e as posteriores, com a
mesma solucdo do transporte. O fragmento foi dissecado em pequenos
fragmentos (1-2mm?3) com auxilio de laminas de bisturi n® 23, acrescido de 25
mL de HBSS com 0,3% de tripsina (TrypLE™ Express, no phenol red, 1X,
Gibco® para digestdo quimica, e centrifugado durante 15 minutos a 1800 g. Na
sequéncia, a amostra foi agitada no vortex por 10 segundos, passada em filtro
de Nylon 70 um e novamente centrifugada, a 340 g durante 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 5 mL de meio de

cultivo contendo 40% de solugdo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
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Gibco®) baixa glicose, 40% de F-12 Nutrient Mixture, 20% de soro fetal bovino
(SFB), 1% de penicilina/estreptomicina, 1,2% de anfotericina B e 0,22% de
amicacina (TEUTO). A amostra foi cultivada em frascos de 25 cm? com sistema
de filtracao, incubadas a 37,5 °C, atmosfera Uumida com 95% de ar e 5% de CO:a.
O meio de cultivo foi trocado a cada 48 horas e, quando os frascos atingiram
uma confluéncia de 90%, foi realizada a ressuspencdo das células por
tripsinizacdo para criopreservacdo. Este processo foi similar ao protocolo
utilizado por Mitchell et al. [26], utilizando solu¢cdo com 90% de SFB e 10% de
DMSO. As amostras foram reconstituidas utilizando protocolo descrito por

Chaytor et al. [27].

2.3.2. Tecido adiposo

A colheita e o isolamento das MSC’s de origem adiposa foram realizados
segundo o protocolo padrdo estabelecido pelo Laboratério. Em resumo, as
éguas foram devidamente contidas em brete, sedadas e feita a anestesia local
com cloreto de lidocaina a 2%. A anestesia local foi por via subcutanea em forma
de L invertido, na regido glutea caudodorsal paraxial, previamente tricotomizada.
Foi feita incisédo da pele e retirado fragmento de gordura de aproximadamente 2
cm?. O armazenamento das amostras até o laboratério foi feito da mesma
maneira do tecido endometrial. Para o isolamento, o tecido foi lavado uma vez
em placa de Petri com alcool 70% e 3 vezes com solugdo semelhante a de
transporte. Em seguida, foi feita fragmentacdo mecéanica do tecido com ajuda de
laminas de bisturi n° 23 e a amostra foi acondicionada em tubo cénico contendo
25 mL de HBSS acrescido de 0,04% de collagenase Clostridium histolyticum,

durante 30 minutos a 37°C, para digestao quimica. A seguir, foram agitados no
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vortex, passados em filtro de Nylon 70 um e centrifugados 3 vezes durante 10
minutos, a 340 g. O sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspendido em
HBSS para remocao da colagenase. A amostra foi cultivada em 5 mL de meio
contendo 40% de DMEM baixa glicose, 40% de F12 Nutrient Mixture e 20% de
SFB, acrescido de 1,2% de anfotericina B, 1% de penicilina/estreptomicina e
0,22% de amicacina (TEUTO), em garrafas de 25 cm? com sistema de filtracéo,

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

2.4. Diferenciacdes adipogénica e osteogénica

Todos os procedimentos descritos abaixo foram feitos em placas de 24
pocos em duplicatas, sendo utilizado o protocolo descrito por Maia et al. [28]. O
meio de diferenciacdo comercial (STEMPRO differentiation kit, Invitrogen, Séo
Paulo, Brasil) foi usado durante 14 dias para linhagem adipogénica e 21 dias
para a osteogénica, sendo trocado a cada 3 dias. Para identificacdo da
diferenciacdo osteogénica, as células foram lavadas com HBSS e fixadas com
paraformoldeido 4% durante 20 minutos a 4° C. As placas foram lavadas com
agua ultrapura (MilliQ®) e as células coradas com 300puL de Alizarin Red S 2,5%
(Sigma Aldrich), durante 2 minutos na temperatura ambiente. O excesso do
corante foi removido lavando-se 2 vezes com &gua ultrapura (MilliQ®).
Finalmente, os pogos foram examinados em microscopio invertido para observar
a presenca de cristais de hidroxiapatita. Para diferenciacdo adipogénica as
células foram lavadas com HBSS e fixadas com paraformoldeido 4% durante 20
minutos a 4° C. Lavou-se gentilmente com agua ultrapura (MilliQ®) e corou-se
com 300 pL de solucéo de Oil Red 0,5% (Sigma Aldrich) durante 10 minutos na

temperatura ambiente. Lavou-se duas vezes com agua ultrapura (MilliQ®) para
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retirar 0 excesso de corante e, entdo, adicionou-se 300 pL de hematoxilina,
incubando-se por 2 minutos. Foi novamente enxaguada e 0s po¢os observados
no microscopio invertido para exame dos granulos de lipidios intracelulares,

corados em vermelho.

2.5. Andlise dos marcadores de superficie celular

Os marcadores de superficie das células estromais mesenquimais foram
analisados pela citometria de fluxo (FC500, Beckman Coulter, Hialeah, FL, EUA)
de acordo com a técnica descrita por Maia et al. [26]. Foram examinadas as
expressdes de CD34 (mouse anti-human CD-34-FITC, BD Pharmingen, San
Jose, EUA), CD90 (mouse anti-human CD90-FITC, BD Pharmingen, San Jose,
EUA), CD105 (mouse anti-human CD105, Abcam San Francisco, California,
USA), MHC Il (mouse anti-horse MHC 1l monomorfico clone CVS20, AbD
Serotek, UK). Para o MHC II, anticorpo secundario apropriado foi utilizado
(Rabbit anti-mouse PE serotec 0105). Utilizou-se protocolo padrdo sugerido
pelos fabricantes de cada um dos anticorpos primarios e secundarios, as
mesmas leituras foram feitas tanto para células de tecido adiposo quanto

endometrial e 10.000 eventos foram contabilizados.

2.6. Extracao de RNA e formacéo da biblioteca

RNA total foi extraido de amostras de 5 eguas utilizando protocolo do
reagente trizol® de acordo com as recomendacdes do fabricante (ThermoFisher
Scientific, Waltham, USA). A quantificagdo foi feita utilizando o fluorométro
QubitTM 2.0 (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) e os niveis de degradacéao

foram avaliados em gel de agarose 1%. A biblioteca de DNA complementar
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(cDNA) foi construida com amostras de 200 ng, pelo kit SureSelect Strand
Specific (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). O produto desta biblioteca foi
sequenciado utilizando a plataforma Illumina NextSeq (lllumina, San Diego,

USA) com corridas de 150 pares de base.

2.7. Processamento do RNAseq e analise diferencial dos genes

A plataforma CLC Workbench verséo 7.1 foi utilizada para remover os
adaptadores e selecionar os transcritos de qualidade, além de mapear os
transcritos de acordo com a biblioteca de referéncia NCBI Cab3. A analise
diferencial da expressdo génica foi feita pela plataforma DESeq2 versao
1.24.012 e os genes com valor p ajustado <0,05 foram considerados
significativamente regulados. Os dados do componente principal (PCA) e
mapeamento foram feitos pelo Pacote pcaExplorer, em R. Para a analise de
aglomeracao foi utilizada distancia de Euclidean e, para andlise ontologica, o

gProfiler.

3. RESULTADOS
3.1. Isolamento e cultivo celular

O cultivo priméario das células mesenquimais de tecido adiposo (MSC-TA)
foi obtido pela digestdo quimica com colagenase, sendo observada a adesao ao
plastico e morfologia classica fibroblastoide apdés 5 dias de cultivo. Apos
isolamento e expanséo primaria das MSC-TA foi obtido 80% de confluéncia com
18,3 dias de cultivo, em meédia.

Por outro lado, o cultivo celular primario das amostras de tecido

endometrial equino (MSC-TE) foi obtido pela digestdo por tripsina, sendo
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possivel o isolamento das células aderentes ao plastico morfologia
fibroblastéide. Somente a partir do sexto dia de cultivo foi possivel observar
células aderidas ao frasco, sendo o tempo necessario para que o cultivo
atingisse a confluéncia de 60% um total de 19 dias, em média, quando foi feita a

passagem celular.

3.2. Potencial de diferenciacao nas linhagens mesodermais

O potencial de diferenciacdo in vitro nas duas linhagens, adipogénica e
osteogénica, foi demonstrado tanto nas MSC-TA e TE, em células em P2. As
amostras tanto de origem endometrial quanto adiposas foram similares em suas
capacidades de diferenciacdo. No controle negativo, em que as células néo
foram induzidas para diferenciacdo, ndo foram observadas mudancas
morfologicas.

As células induzidas para diferenciacdo adipogénica apresentaram
acumulo de goticulas de lipideo no citoplasma, sendo confirmada pela coloracdo
com Oil Red, ao término de 14 dias. E o cultivo em meio indutor de diferenciacéo
osteogénica resultou em producdo de depdsito extracelular de calcio,

confirmados pelo corante Alizarin Red (Fig. 1).
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Figura 1. Diferenciagdo das MSC’s do tecido adiposo (A,C,E) e do tecido endometrial (B,D,F)
nas duas linhagens mesenquimais durante a segunda passagem. (A,B) MSC’s apresentando
goticulas lipidicas dentro do citoplasma, confirmando a linhagem adipogénica. (C,D) MSC’s
coradas com Alizarin Red evidenciando a matriz de calcio extracelular. (E,F) Grupos controle.
Aumento de 100 X (E,F) e 200 X (A-D).

3.3 Caracterizacdo imunofenotipica

O perfil de marcadores de superficie celular das MSC-TA e MSC-TE,
analisado pela citometria de fluxo, revelou elevada expressdo dos marcadores
CD90 e CD105 e baixa ou auséncia de expressao dos marcadores CD34 e MHC
Il (Fig. 2). A média percentual da expressdo dos marcadores e desvio padrédo

para cada fonte de MSC’s podem ser observadas na Tabelal.
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Figura 2 — Histogramas representando o perfil das amostras de MSC-TA e MSC-TE analisadas
pela técnica de citometria de fluxo ap0s segunda passagem, avaliando-se os marcadores de
superficie celular CD90, CD105, CD34 e MHC Il. As MSC’s foram positivas para CD90 e CD105,
negativas para CD34 e apresentaram baixa expresséo do MHC II.

3.4Andlise transcriptémica
A andlise do transcriptoma foi realizada com objetivo de avaliar
similaridades e diferencas entre os tecidos, adiposo e endometrial. Durante o

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

O sequenciamento identificou um total de 20.777 transcritos, que foram
classificados baseados em sua abundancia. O resultado da transcriptémica foi
analisado para identificacdo de acordo com a significancia estatistica e funcao
bioldgica. Quando utilizado o Padj<0,05, foi observado que 690 (3,3%) genes

apresentaram diferenca significativa nas amostras analisadas.

Tabela 1. Médias percentuais de marcagdo das MSC'’s originadas nos tecidos
adiposo (MSC-TA) e endometrial (MSC-TE) na segunda passagem celular por
citometria de fluxo para os marcadores CD90, CD105, CD34 e MHC II.

Marcacgéo
Tratamento
CD90 CD105 CD34 MHC I
MSC-TA 96,9+2,7 23,249,8 1,4+0,7 9,1+1,1
MSC-TE 84,4+8,0 33,745,2 2,9+0,4 12,9+9,0

3.4.1. Andlise de Componente Principal (PCA)

A PCA é uma ferramenta estatistica que distribui as amostras em espaco
bidimensional baseado na variacdo da expressao génica. Aquelas com perfil
génico semelhantes se agrupam no gréafico. Na presente analise de PCA houve
uma diferenciacéo entre as amostras (TA= MSC’s de tecido adiposo, TE= MSC’s
de tecido endometrial), segundo o primeiro componente (eixo x). (Fig. 3).

A analise dos transcritos de acordo com seus principais processos
biolégicos demonstrou um total de 259 (2%) genes regulados positivamente e
355 (2,8%) genes regulados negativamente nas amostras de MSC-TE (Figura

4).
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Figura 3: Andlise de componente principal (PCA) indicando a presenca de dois grupos distintos.
Tecido adiposo (TA) em rosa e tecido endometrial (TE) em azul.
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Figura 4. Gréafico em barras representando os processos bioldgicos controlados por 427 genes
regulados positivamente e 587 genes regulados negativamente nas MSC’s endometriais.
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extraidos dos genes

diferencialmente expressos, 0os 10 mais expressos (tabela 2) e os 10 menos

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

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

tecido adiposo.

Gene

Descricdo

Log2FoldChange

CLDN1

FGF5

FGF1

RGS4

ALDH1A2

ANKRD1

IGFBP2

CPVL

LOC100629324

DES

Claudina 1; proteina de adeséao
celular epitelial e endotelial

Fator de crescimento
fibroblastico; atividade
mitogénica; oncogene

Fator de crescimento
fibroblastico; atividade
mitogénica e atua na migracao
de células endoteliais

Regulador de sinalizacdo da
proteina G; regulacdo negativa
da proteina G

Aldeido desidrogenase; catalisa
a sintese de acido retindico

Dominio de repeticao de
anquirina 1; fator de transcri¢cao
induzido pela IL-1 e TNF-q;
ativacao de células endoteliais

Proteina ligadora de IGF1 e
IGF2; alta expresséo desta
proteina esta associada a
proliferacéo celular e formacéao
de tumores

Carboxipeptidase; classe de
protease que cliva um anico
aminoécido; metabolismo celular

Formin-like protein 5
Especifica do tecido muscular,

essencial para estrutura e funcéo
dos sarcémeros

6.003912013

4.044393835

5.345941901

9.208792998

12.53417083

2.67279025

1.998699852

3.104814792

5,164794481

1,987045857
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345 Tabela 3: Os 10 genes menos expressos, comparando MSC’s de tecido
346 endometrial com as de tecido adiposo.

Gene

Description Log2FoldChange

MMP1

CCL26

KITLG

CRABP2

ANGPTL2

CEMIP

LAMA4

ICAM1

NFIB

CA12

Matrix metaloproteinase 1; quebra da -5.026649441
matriz extracelular em processos

fisiologicos; também associado a

doengas como artrite e doenga

pulmonar obstrutiva

Ligante de quimiocinas CC; -6.0382589
guimiocina CC atrai eosindfilos e

basdfilos; contribui com acimulo em

doencas atopicas

Kit ligante; atua no atero, células -5.031858828
germinativas, desenvolvimento neural

e hematopoiese; envolvido na

migracgao celular

Proteina ligadora de acido retinéico; -5.738727862
transporta acido retindico e colesterol
do citoplasma para o nucleo

Glicoproteina semelhante a -3.723819327
angiopoetina; sdo membros da

familia VEGF; exerce funcéo sobre

as células endoteliais de forma

paracrina e autécrina

Hialuronidase 1 indutora de migragéo -4.708695385
celular; media a despolimerizacao do

acido hialurénico; envolvido na

endocitose celular; regula

positivamente a transi¢éo

mesenquimal epitelial e crescimento

tumoral

Laminina 4; componente da matriz -3.176352804
extracelular; implicado em adeséo
celular e diferenciagcéo

Molécula de adesao intercelular; -3.197981681
expressa tipicamente por células

endoteliais e células do sistema

imune

Fator de transcricdo do GFAP; -6.626045422
essencial para o desenvolvimento do
cérebro

Anidrase carbbnica 12; catalisadora -4,086056295
da hidrata¢é@o do COg, atuante na

respiracéo celular, calcificacéo,

balancgo acidobasico e reabsorgdo

Ossea
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347 Entre os genes mais significativamente expressos nas MSC-TE, as vias
348 metabdlicas envolvidas foram: via de sinalizacdo de FGF, angiogénese,
349 degradacédo de serotonina, sinalizacdo de proteina G e imunomodulacéo. E os
350 processos biologicos correspondentes estavam relacionados principalmente ao
351 metabolismo e proliferacédo celular (Figura 5).

352

PANTHER Pathway PANTHER GO-Slim Biological Process
Total # Genes: 8 Total # pathway hits: 7 Total # Genes: 8 Total # process hits: 27

Genes

Genes

-

o

Category

Category biological adhesion {G0:0022610)

M bioclogical regulation (G0:0065007)
B cellular process (GQ:0009987)

developmental process (G0:0032502)
M localization (GO:0051179)

W 5-Hydroxytryptamine degredation (P04372)

B Angiogenesis (POO00S)

FGF signaling_pathway (P00021) M locomotion {G0:0040011)
Heterotrimeric G-protein signaling_pathway-Gi alpha and Gs alpha mediated pathway (P00026) M metabolic process (GO:0008152)
B Heterotrimeric G-protein signaling_pathway-Gg_zlpha and Go alpha mediated pathway (PO0027) multicellular organismal process (G0:0032501)

response to shimulus (G0:0050896)
M signaling (GO:0023052)

Inflammation mediated by chemokine and cytokine signaling pathway (P00031)

362

363 Figura 5 — Gréafico em barras indicando as vias metabdlicas e os processos bioldgicos
364  relacionados aos 10 genes mais regulados positivamente nas MSC-TE.

365

366 Os genes significativamente menos expressos em comparagdo as MSC-
367 TA foram relacionados as vias de sinalizagdo da preselina, imunomodulacao,
368 sinalizacdo das integrinas e ativacdo da cascata do plasminogénio (Figura 6).

369
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PANTHER Pathway
Total # Genes: 10 Total # pathway hits: 4

Genes

Category

Alzheimer disease-presenilin pathway (PO0004)

Inflammation mediated by chemokine and cytokine signaling pathway (PO0031)

Integrin signalling_pathway (PO0034)
B Plasminogen activating_cascade (PO00S0)
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PANTHER GO-Slim Biological Process
Total # Genes: 10 Total # process hits: 18

Category

Genes
o [ [*] o

biological adhesion (GO:0022610)
M biological regulation (GO:0065007)
M cellular process (GO:0009957)

M immune system process (GO:0002376)

M interspecies interaction between organisms (G0:0044419)
M localization (GO:0051179)

M locomotion (GO:0040011)

Bl metabolic process (GO:0008152)

response to stimulus (G0:0050896)
M signaling (G0:0023052)

Figura 6 — Gréfico em barras indicando as vias metabdlicas e processos bioldgicos relacionados

aos 10 genes mais significativamente expressos nas MSC-TA.

A ontologia génica dos genes expressos diferencialmente nas MSC-TE

indicaram os processos celulares mais importantes. Os genes envolvidos nesses

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

TP53INP2, SLC25A33, HAND1, NAA1ll, FGF9, RPS6KA2, SOX4, RCAN2,

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

NGR1, ARHGEF3, KLF12, TMOD1, RNF10, SLITRK2 e FGFRA4.

Decidiu-se analisar ainda, entre 0os genes significativamente expressos

positivamente nas MSC-TE, aqueles que se

referem as propriedades

terapéuticas das células estromais, entre elas, imunomodulacédo, migracéo e

angiogénese. Analisando os genes mais expressos nas MSC-TE, observou-se
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gue os transcritos que apareceram em maior frequéncia foram os CXCL8 (IL-8),

TOX, PLA2GS5, TIMD4, ISG20 e VEGFC.

3.  DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas imunofenotipicas,
capacidade de diferenciacdo e perfil transcriptbmico de células estromais
mesenquimais obtidas do endométrio equino em comparacao com as MSC’s de
origem adiposa. Trabalhos anteriores demonstraram que o nicho do qual as
MSC’s se originam definem sua assinatura transcriptémica, bem como seus
atributos bioldgicos [29]. Entretanto, nas condicbes do presente experimento,
embora algumas vias metabolicas e processos biolégicos envolvidas na funcao
fim do tecido endometrial estivessem positivamente reguladas, somente 3,3%
dos transcritos foram expressos diferencialmente, demonstrando a similaridade
entre os dois tipos celulares estudados.

Em ambos os tecidos, células mesenquimais obtidas apresentaram
morfologia classica fibroblastéide, com formacédo de colénias bem definidas,
indistinguiveis de células de outras fontes descritas na literatura, e similar a
outros achados no isolamento com tecido endometrial humano e equino [7,30].

A principal vantagem da colheita a partir de células endometriais, em
detrimento a gordura ou medula 6ssea, é que pode ser feita pela bidpsia [14,31],
um procedimento pouco invasivo, feito rotineiramente para o diagnostico de
alteracOes uterinas na clinica equina, ndo necessitando sedagcdo ou anestesia
local [32]. No presente experimento, as células mesenquimais endometriais
foram isoladas a partir de fragmentos de bidpsia, tendo o tecido

aproximadamente 1,0 x 0,5 cm e pesando 1 g. Os autores Rink et al. [33] e
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Cabezas et al [15]. também utilizaram o procedimento com sucesso, em
diferentes fases do ciclo estral, obtendo quantidade suficiente de células,
corroborando com nossa hipétese de que pode ser feita rotineiramente para
formacao de banco de células.

As éguas utilizadas estavam em estacdo de monta, fase final de diestro,
portanto, sob efeito de progesterona, quando existe alta proliferacdo do tecido
estromal [34]. Outros autores isolaram MSC’s endometriais em éguas tanto em
diestro [7], quanto em anestro [15]. Em humanos, também ja foram obtidas
amostras de mulheres em fase estrogénica [30]. Sendo assim, as diversas fases
do ciclo estral demonstram ter atividade de células mesenquimais, sendo
possivel a coleta durante todo o ano.

Rink et al. [35] pesquisaram marcadores de superficie de células
estromais mesenquimais no tecido endometrial em diferentes fases do ciclo
estral equino. Foram identificados altos niveis destes marcadores durante o estro
e o final do diestro (d13), comparado ao comeco do diestro (d5). Este achado
parece ser consistente com o possivel recrutamento de MSC’s para o endométrio
antes e durante a fase proliferativa do ciclo.

A maioria dos autores que isolaram MSC’s de origem endometrial
utilizaram a colagenase na dissociacdo enzimatica do tecido [7,14,30,33].
Moraes et al. [25], trabalhando com endométrio bovino, utilizou protocolo
associando colagenase e tripsina. No presente estudo, foi utilizada apenas a
tripsina, proporcionando um protocolo mais eficiente e rapido para o isolamento
das células.

As células estromais mesenquimais sdo definidas pela aderéncia ao

plastico, expressdao de marcadores celulares especificos e potencial de
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diferenciacdo em linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica [36]. No
nosso estudo, as células, tanto de origem adiposa quanto endometrial,
diferenciaram-se nas duas linhagens testadas, adipogénica e osteogénica.

Cabezas et al. [15] fizeram uma analise semi-quantitativa e concluiram um
maior potencial osteogénico na amostra endometrial, comparado a adipogénica.
Afeccdes com metaplasia e mineralizacdo do endométrio sdo comuns em
humanos [8], podendo ser causadas por este maior potencial de diferenciacéo
em tecido 6sseo.

Rink et al. [7] também compararam a diferenciagdo das MSC’s equinas
endometriais e de medula 6ssea e observaram padrdes diferentes entre as
linhagens observadas. MSC’s de origem endometrial tiveram menor habilidade
em gerar cartilagem do que as de origem medular. Apesar disso, foi observado
gue a amostra endometrial teve uma maior habilidade em adotar o fendtipo de
musculo liso quando tratada com TGF-B1. Isso pode ter ocorrido até por
contaminacdao de células do miométrio no momento da coleta, necessitando mais
investigacdes. Por outro lado, Navarrete et al. [28] demonstraram que MSC’s de
TE e TA apresentam capacidade semelhante de se diferenciar em cardiomiocitos
apos diferenciacéo induzida in vitro.

Em nosso estudo, embora a diferenciacao para precursores adipogénicos
e osteogénicos tenha sido observada tanto nas MSC’s de tecido endometrial
como adiposo, nao foi realizada uma comparacdo quantitativa. Mas pelas
imagens obtidas, ndo parecem existir diferencas morfologicas entre 0os grupos
estudados. Apesar disso, pelo descrito anteriormente, fica claro que ha um viés

significativo entre os tecidos de origem das células estromais mesenquimais [37].
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Com relacéo a expressao dos marcadores de superficie das células, este
estudo obteve resultados semelhantes a outros autores. Para caracterizacao
positiva, 0 CD90 e o CD105 resultaram em médias percentuais de 84,4+8,0% e
33,715,2%, respectivamente. Estes resultados corroboram outros autores que
estudaram MSC’s endometriais equinas. Cabezas et al. [15] obtiveram as
meédias de 75% e 24%, respectivamente. Ja Rink et al. [7] obtiveram 98% e 97%,
respectivamente. A expressao intermediaria do anticorpo para CD105 pode ser
explicada pela falta de anticorpo especifico para os equinos. De Schauwer et al.
[38] ja demonstraram variacdo na marcacdo do CD105 em equinos, o que
justifica nossos resultados.

Para caracterizacdo negativa, foram estudadas as expressdes do
marcador para célula hematopoiética CD34 e para apresentador de antigenos
MCH classe Il, com resultados de 2,9+0,4% e 12,9+9,0%, respectivamente.
Outros estudos encontraram o valor de 1,8% de expressdo de CD34, e entre
0,8% e 2,1% para MHC Il [7,15]. A maior expressdo de MHC Il do presente
experimento (12,9%) pode ser explicada pelas diferencas entre as
partidas/marcas de anticorpos utilizados, porém ainda assim pode ser
considerada baixa.

Varios artigos ja demonstraram que MSC'’s de origens diferentes possuem
diversas propriedades biolégicas semelhantes, apresentando inclusive
potenciais terapéuticos similares [38,39]. No entanto, ja foi demonstrado que
MSC TE e MSC TA de equinos diferem com relacdo a marcadores de superficie
e padroes de migracdo [15]. Sendo assim, no presente estudo, objetivamos

aprofundar o estudo das caracteristicas das MSC de origem endometrial,



492

493

494

495

496

497

498

499

500

501

502

503

504

505

506

507

508

509

510

511

512

513

514

515

516

63

avaliando o perfil génico na tentativa de identificar a presenca de transcritos com
potencial terapéutico.

A analise do componente principal demonstrou uma separacao clara dos
grupos de MSC’s de acordo com o0s genes encontrados evidenciando que
existem particularidades entre as células oriundas do tecido adiposo e do tecido
endometrial. Nas amostras do tecido endometrial, foram encontrados 427 (2,0%)
e 587 (2,8%) genes positiva e negativamente regulados, respectivamente. De
fato, quando foi conduzida uma analise mais profunda em relacdo a esses genes
diferencialmente expressos, foram encontradas diferencas entre 0s processos
bioldgicos e vias metabdlicas apresentadas em cada tipo celular.

A ontologia dos genes expressos diferencialmente nas células estromais
de tecido endometrial indicou relagédo com a proliferacéo celular (RBPMS, E2F5,
PLK3, familia FGF, RPS6KA2 e TBC1D1), regulacdo neural (SLC6A17, STMN4,
GRP e SLITRK2), apoptose (TGM2, TP53INP2 e BMF), metabolismo celular
(PFDN2, SLC25A33, NAA1l, SESN3, KLF12 e RNF10) e desenvolvimento
embrionario (HAND1, SOX4, HOXD10, LBH, NGR1 e TMOD1). Dentre estes,
também se observou genes relacionados a angiogénese (RCAN2, ETS1, DLK1
e PRKD?2) e a interleucina 8, que atua na imunomodulacao.

O endomeétrio é um tecido com renovacao intensa, que passa por mais de
400 ciclos reprodutivos na vida da mulher [39], entdo é justificavel que os genes
relacionados a proliferacao celular, metabolismo celular e angiogénese estejam
altamente expressos neste nicho. O FGF9 atua como mediador autocrino e
paracrino para proliferacdo epitelial, sendo considerado elemento fundamental
na implantacdo embrionaria em mulheres, éguas, ratas e porcas [41,42,43,44].

O tecido estromal desempenha um papel importante na renovacgéao tecidual do
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endométrio e é natural que as vias de proliferacdo celular sejam, portanto, as
mais up reguladas nesse tecido.

Talbi e colaboradores [45], analisando a expressao génica do endométrio
humano, relataram a importancia dos genes relacionados a apoptose celular
como parte fundamental na renovacao ciclica deste tecido. A ontologia génica
deste estudo demonstrou aumentada atividade deste processo bioldgico, o que
também corrobora a assinatura das MSC-TE.

Outras caracteristicas das MSC’s, que também estdo presentes nas
células do TE séo a migracao celular, remodelacéo tecidual e angiogénese. Os
quais sao processos biolégicos e eventos moleculares que participam
ativamente na regeneracdo do organismo, sendo cruciais na atividade
terapéutica das MSC’s. Genes da familia FGF (FGF1, FGFR1, FGF5, FGF9,
FGFR4 e FGF12), associados com angiogénese e remodelacao tecidual, foram
encontrados diferencialmente expressos nas MSC’s endometriais.

Os resultados do transcriptoma demonstraram também um aumento de
expressdo das vias de sinalizacdo da proteina G nas células obtidas do tecido
endometrial, corroborando os estudos de Spitzer e colaboradores [46], quando
analisaram o perfil génico de MSC’s endometriais de humanos, encontrando o
RGS5 como um dos genes mais diferencialmente expressos. Estes mesmos
autores encontraram genes expressos positivamente que pertencem a via WNT,
gue controlam auto-renovacao e multipotencialidade, e também relacionados a
angiogénese, similarmente aos nossos achados nas MSC-TE.

Células estromais mesenquimais nos tecidos adultos permanecem
quiescentes, em estado nao-proliferativo, até que sejam estimuladas por sinais

como injuria ou remodelacéo, resultando em proliferacdo e manutencdo do
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estagio indiferenciado, e também em diferenciacdo nas linhagens celulares
adultas [47]. Entretanto, no presente experimento as ceélulas estudadas foram
removidas de seu nicho natural e submetidas a condi¢cdes de cultivo in vitro
semelhantes. Esse ambiente de cultivo também pode tem influenciado no perfil
de transcritos produzidos pelas células estudadas e contribuido para a baixa
porcentagem de genes diferencialmente expressos.

No presente estudo, em ambos o0s tecidos, poucos genes de
imunomodulacdo foram encontrados altamente expressos, talvez porque as
MSC’s nao tenham sido desafiadas. As MSC-TE demonstraram expressao
aumentada de IL-8 em relacdo as de tecido adiposo, corroborando os achados
de Cortez-Araya e colaboradores [48], que identificaram um perfil
imunomodulatério melhor do que MSC’s de origem adiposa nos genes
especificos que analisaram.

O tecido uterino também pode se tornar uma fonte para banco de MSC’s
de outras espécies animais como, por exemplo, caninos e felinos, que
atualmente utilizam o tecido adiposo. Ja foram isoladas e caracterizadas MSC’s
endometriais de cadelas, utilizando a castracdo eletiva para esta coleta,
processo cirurgico rotineiro em que o Utero € normalmente descartado. [49]

O estudo das MSC’s endometriais em cadelas tem sido respaldo também
pelo interesse em desvendar mecanismo de afeccOes reprodutivas nesta
espécie. Doencas degenerativas do utero, como o complexo de hiperplasia
cistica/piometra e as alteracdes metabdlicas resultantes, sado frequentes e nao
responsivas a farmacologia convencional. Ainda precisa ser analisado o papel
das MSC’s nestas afeccoes, se estas tém fungao na prevencio ou contribuem

para o inicio destas doencgas. [50].
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As éguas, assim como as cadelas, apresentam doencas reprodutivas
inflamatorias e degenerativa. O que justificam a utilizacdo da espécie equina
para este estudo, pois a subfertilidade das éguas afeta o mercado de criacéo e
reproducéo equina. [50,51,52].

Desvendar o funcionamento das MSC’s do tecido endometrial € crucial
para entender as principais afeccdes desta ordem, como endometrite
(inflamacdo aguda do endométrio) e inflamacédo crbnica e persistente, ou
endometrose. Assim como evoluir no tratamento destas enfermidades que
muitas vezes nao respondem a terapéutica convencional. [53].

As MSC-TE ja foram utilizadas no tratamento de endometrite induzida em
éguas, sendo comparadas com MSC’s de origem adiposa. Foram identificadas
células-tronco, no estroma periglandular uterino ap6s 30 dias da infuséo, tanto
do grupo tratado com células de origem adiposa, quanto endometrial. Porém
ainda nao existem resultados consistentes com relagao ao enxerto de MSC’s no
atero. [53].

Quando comparados os tecidos (adiposo e endometrial) de origem das
MSC’s no tratamento da endometrite, ambos obtiveram respostas anti-
inflamatorias e imunomodulatérias [53]. O que corrobora com os resultados do
nosso experimento, em que ambas as amostras expressaram genes com funcao

imunomodulatoria, sem diferenca significativa.

CONCLUSAO
Conclui-se que as células estromais mesenquimais advindas do
endomeétrio equino sdo capazes de ser isoladas pela biopsia uterina, podendo

se tornar uma fonte usual de colheita de MSC'’s, ja que foram confirmadas suas
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caracteristicas imunofenotipicas e de multipotencialidades. A semelhanca no
perfil de transcritos dentre as MSC-TE e -TA indica que estas células apresentam
potencial terapéutico semelhante por produzirem fatores bioativos semelhantes,

no entanto, testes clinicos ainda precisam ser realizados.
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