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RESUMO
A evolucdo da compreensao sobre a origem e identidade de células sinalizadoras medicinais
(MSC) tem levado a uma nova perspectiva sobre suas funcdes e aplicacdes terapéuticas. A
relacdo entre as diferentes subpopulagdes/linhagem de MSCs, sua capacidade de diferenciacao
in vitro, seu imunofenodtipo e, subsequentemente, sua expressdo génica ainda sdo pouco
conhecidos, permanecendo relevantes incertezas sobre a real plasticidade das MSCs e o seu
potencial terapéutico. Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo comparar a expressao
génica de alguns genes relacionados a diferenciagdo osteogénica, condrogénica e adipogénica
antes e ap06s a indugdo de diferenciacdo in vitro, em MSCs oriundas da medula 6ssea (BMMSC)
e tecido adiposo (ADSC) subcutdneo murino. Para isto, as células foram coletadas, isoladas e
cultivadas até a terceira passagem sob condigdes controladas de CO> e temperatura. Foram
realizados ensaios de prolificidade por Scratch Wound Healing, imunofenotipagem para os
anticorpos CD90, CD45, CDI105 e CDI14, ensaio de plasticidade através da indugdo a
diferenciagdo in vitro e analise de expressdo génica por técnica de qPCR para os genes: OTP,
IBS, BMP2 e OTX para linhagem osteogénica; LPL e ADIPOQ para linhagem adipogénica;
COLL II e AGGRECAN para linhagem condrogénica. Sob as condi¢des experimentais do
presente estudo, o tecido de origem de coleta exerceu efeito sobre a expressdo da maior parte
dos marcadores de diferenciacdo mesenquimal. As BMMSCs indiferenciadas apresentaram
maior expressdo in vitro dos genes associados as linhagens osteogénica, condrogénica e
adipogénica, mas ndo se evidenciou expressdo génica tipica de osteoblastos e adipdcitos em
BMMSCs diferenciadas. A expressdo génica relacionada a condrogénese foi considerada
inconclusiva, ndo sendo possivel afirmar, com seguranga, se houve ou ndo diferenciacao
verdadeira. A expressdo tanto de marcadores considerados fatores de transcricdo ou de
crescimento indutores de diferenciacdo, denotam o provavel potencial modulador in vitro de

BMMSCs e ADSCs para as diferenciacdes mesenquimais estudadas.

Palavras-chave: Plasticidade; células-tronco mesenquimais; expressao génica;

Teresina

2023
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ABSTRACT

The evolution of understanding about the origin and identity of medicinal signaling cells (MSC)
has led to a new perspective on their functions and therapeutic applications. The relationship
between the different subpopulations/lineages of MSCs, their ability to differentiate in vitro,
their immunophenotype and, subsequently, their gene expression are still poorly understood,
with relevant uncertainties about the real plasticity of MSCs and their therapeutic potential.
Thus, the present work aims to compare the gene expression of some genes related to
osteogenic, chondrogenic and adipogenic differentiation before and after in vitro induction of
differentiation in MSCs originating from bone marrow (BMMSC) and subcutaneous adipose
tissue (ADSC) murine. For this, cells were collected, isolated and cultured until the third
passage under controlled conditions of CO2 and temperature. Prolificity assays were carried
out by Scratch Wound Healing, immunophenotyping for CD90, CD45, CD105 and CD14
antibodies, plasticity assay through in vitro differentiation induction and gene expression
analysis by qPCR technique for the genes: OTP, IBS, BMP2 and OTX for osteogenic lineage;
LPL and ADIPOQ for adipogenic lineage; COLL II and ACCAN for chondrogenic lineage.
Under the experimental conditions of the present study, the tissue from which the sample was
collected had an effect on the expression of most mesenchymal differentiation markers.
Undifferentiated BMMSCs showed higher in vitro expression of genes associated with
osteogenic, chondrogenic and adipogenic lineages, but there was no evidence of gene
expression typical of osteoblasts and adipocytes in differentiated BMMSCs. Gene expression
related to chondrogenesis was considered inconclusive, and it is not possible to state with
certainty whether or not there was true differentiation. The expression of both markers
considered transcription or growth factors that induce differentiation, denote the probable in
vitro modulating potential of BMMSCs and ADSCs for the mesenchymal differentiations
studied.

Keywords: Plasticity; mesenchymal stem cells; gene expression;

Teresina

2023



12

SUMARIO

LISTADE FIGURAS .......cooitiiieeceeteeee et teeee et veeae st esae st s s s s s essssssassssnaesensenanannans 6
LISTADE TABELAS........cooouiieiceetecee et tee e eeae st s s s st s s s s s s s s st essssesasassanaesensanasaenans 7
LISTA DE SIGLAS E SIMBOLOS ..........coooouoiiiiieeeteeeeeeceeeeeeeeeeee e see s ss s s aenan, 8
RESUMO ...t st saesesa et sae st s et essesen st ess et essesensesensesensesessesensesensssensesansens 10
ABSTRACT ...ttt s st s e s e s e s s e s s s e s s e senses s sesrannas 11
SUMARIO.......co.ooeiceeeceeieeee e eeeee et s e es et e s ae s s et s e s s s et s s s s s e s s ass s ss s aassssessssssaneenans 12
1. INTRODUCAQ GERAL ..o aeses s asse st ensn s eenans 13
2. REVISAO DE LITERATURA...........cooouiieieieeeeeeieee e eeae e esae st saesessesense s sensesenans 14

2.1 Identidade de IMISCS ... e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e ettt aaaeeeeeeeesttnnaeeens 14

2.2 Plasticidade de IMISC....... ..o e e e et r e e e e e e e ettt e e e e e e e e eattaaeaaas 18

2.3 IMUuNOMOAUIAGAQ ......cceiiiiiiiiiiiie et e e e e e s b e e e e e e e e annrreeeeeeeeeaaanne 23
BuCAPITULO L.ttt ettt n st aesens st enaesensesnaens 25
4. CONSIDERACOES FINALS ........ooouiiieiiieeiecee e teeee et esae s sesassessesensesenassensesenans 65
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........c.coouiiiiiceeeeeeeeseeeeeaeeeeeeseeae s ves s aesstess s, 66

APENDICES ..ot ee et e et e e e e e e e e e s e e e s e s e e es e s esesseeeeseseeeesenses et ensesenseaseseeseseeseesesesenens 73



13

1. INTRODUCAO GERAL
As células sinalizadoras medicinais (MSCs), também conhecidas como “células estromais”

ou “células-tronco mesenquimais”, ao longo dos anos, tém sido objeto de estudo intensivo, e
sua origem e nomenclatura passaram por uma evolucdo significativa. Inicialmente, o conceito
para defini-las estava atrelado a sua provavel capacidade de originar novos tecidos, pois eram
consideradas células progenitoras somaticas (CAPLAN, 1991; PITTENGER, 1999). Contudo,
apos ter sido isolada de diversos tecidos adultos, constatou-se sua localiza¢dao perivascular
(CRISAN,2007; MEIRELLES et al., 2008), identificadas em pequenas quantidades em todos
os nichos organicos. Dessa forma, MSCs foram isoladas tanto em anexos fetais, como cordao
umbilical e placenta, quanto em tecidos adultos, como medula 6ssea, tecido adiposo, polpa
dentaria, bulge folicular e em 6rgdos parenquimatosos (JONES et al., 2002; HANIFFA et al.,
2007; FRASER et al., 2007; ZHANG et al., 2011; MURPHY et al., 2013).

Recentemente, evidenciou-se a capacidade das MSCs secretarem peptideos bioativos como
quimiocinas, fatores de transcricdo e fatores de crescimento, com capacidade de interacao
mutua com o nicho celular adjacente (MEIRELLES, CAPLAN, NARDI, 2008). Foi entao
proposto que estas células poderiam comportar-se como “drogarias” no fornecimento de
metabologenos com potencial para modular a resposta inflamatoria e sinalizagao celular local
(CAPLAN, CORREA, 2011). Foi entdo proposto que a nomenclatura mais adequada seria
“células sinalizadoras medicinais”, cuja provavel fun¢do de imunomodulacio local poderia
mediar a homeostase tecidual e estimular células progenitoras a diferenciarem-se para
manuten¢do do nicho tecidual (CAPLAN, 2017; ROBEY, 2017). Desta forma, as MSCs
apresentam relevante potencial terapéutico como moduladoras da reparagdo tecidual e tem sido
propostas diversas aplicagdes experimentais para tratamento de diversas patologias em animais
e seres humanos (POGGI; VARESANO; ZOCCHI, 2018; SONG, SCHOLTEMEIJER, SHAH,
2020).

A atividade de imunomodulag@o poderia estar subordinada a interag@o entre as MSCs e o
nicho anatomico no qual estejam inseridas. Desta forma, sinalizacdo de quiescéncia reduziria a
atividade destas células, bem como sinalizagdo inflamatéria Thl ou Th2, dentre outras,
poderiam elevar a atividade imunossupressiva ou imunoestimulatéria das mesmas,
respectivamente. Acredita-se que esta retro sinalizagdo paracrina e autocrina, entre MSCs e o
nicho, sejam responsaveis pelos dados experimentais de reparagao tecidual obtidos em animais
(CAPLAN et al., 2006; MEIRELLES ef al., 2008; SONG, SCHOLTEMEIJER, DE LUCA et
al., 2019; SHAH, 2020).
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A interagdo destas células com o nicho de coleta, também poderia explicar os variados perfis
imunofenotipicos identificados in vitro, em diversos estudos em seres humanos e animais
(ZHANG et al., 2011; DA ROCHA et al., 2019; CARVALHO et al., 2019; UTUMI et al.,
2021). Cada subpopulacao/linhagem de MSC (adipoderivadas, estromais medulares, de polpa
dentaria, etc), de diferentes tecidos adultos, apresentam perfis imunofenotipicos distintos,
compartilhando alguns marcadores de superficie (clusters of differentiation) e exibindo outros
distintos entre si (COVAS, 2006; DOMINICI et al., 2006). Atualmente, as buscas para
compreender a relagdo entre estas diferentes subpopulagdes e o efeito biologico de diferentes
expressoes de perfis imunofenotipicos esta em ascensdo, demandando mais pesquisas neste

campo da identidade de MSCs (TAN et al., 2020; TYURIN-KUZMIN et al., 2020).

Apesar dos avangos na compreensdo da biologia das MSCs, ¢ importante destacar que as
caracteristicas manifestadas in vitro podem nao refletir precisamente seu comportamento in vivo
(DIMARINO et al., 2013; MORETTA et al., 2015; ALVES et al., 2016). O comportamento das
MSCs em seu ambiente nativo permanece em estudo, e pesquisas atuais enfatizam a
necessidade de investigar a plasticidade dessas células in vitro. Estudos contemporaneos
sugeriram que os ensaios atuais de plasticidade in vitro ndo representam o melhor método para
investigacdo de sua plasticidade e a expressdo génica de MSC tornou-se entdo um tema

relevante de discussao atual (SCHULTZ, SINCLAIR, 2016; ZOLOCINSKA, 2018).

Neste contexto, dada a relevancia da compreensdao do real potencial de plasticidade entre
diferentes subpopulagdes/linhagens de MSCs, a presente dissertacdo tem como objetivo
comparar a expressao de alguns genes relacionados a diferenciagdo osteogénica, condrogénica
e adipogénica antes e ap0ds a indugdo de diferenciagdo in vitro em MSCs oriundas da medula

6ssea (BMMSC) e tecido adiposo (ADSC) subcutaneo murino.

Esta dissertacdo esta estruturada em Introdugdo geral, revisdo de literatura, manuscrito nas
normas do periddico PLOS ONE (com imagens em inglés), consideragdes finais e apéndices

(dados brutos da pesquisa e andlises estatisticas).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Identidade de MSCs
Antes de sua nomenclatura atual, as MSCs foram relatadas pela primeira vez em 1968,

quando Tavassoli e Crosby, em seus estudos sobre o transplante de medula 6ssea para locais
extracelulares, observaram que fragmentos autélogos da medula foram capazes de gerar osso

heterotrépico (TAVASSOLI, CROSBY, 1968). Mais tarde, Alexander Friedenstein e
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colaboradores, em 1970, realizaram uma descoberta significativa ao identificar que uma
subpopulacdo de células estromais, inicialmente chamadas de “unidades formadoras de
colonias fibroblasticas (UFC-F)”, possuiam elevado potencial replicativo (FRIEDENSTEIN,
CHAILAKHJAN, LALYKINA, 1970). Posteriormente, Caplan em 1991, cunhou o termo
“células-tronco mesenquimais” baseado no pressuposto de que tais células se comportariam in
vivo como progenitores multipotentes, pois ja havia sido demonstrada a inducdo de
diferenciagdo osteogénica, condrogénica e adipogénica in vitro (CAPLAN, 1991).

Desde entdo, as pesquisas sobre “células-tronco mesenquimais” expandiram-se, revelando
sua presenca em uma variedade de tecidos e 6rgaos, como medula dssea, tecido adiposo, cordao
umbilical, polpa dentaria e placenta (JONES et al., 2002; HANIFFA et al., 2007; FRASER et
al., 2007; ZHANG et al., 2011; MURPHY et al., 2013). Além disso, descobriu-se que estas
células possuiam capacidade notével de se diferenciar em algumas linhagens celulares in vitro
incluindo ostedcitos, condroblastos, adipocitos, células musculares, entre outras
(GRIGORADIS, HEERSCHE, AUBIN, 1988; CHENG et al., 1994; PITTENGER et al., 1999;
ZUK et al., 2001).

No entanto, a nomenclatura das MSCs tem sido objeto de debate e confusdo na literatura
cientifica. Em 2005, a Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT) propds a alteragdo do
termo "células-tronco mesenquimais" para "células estromais mesenquimais" para refletir
melhor sua origem mesenquimal e suas propriedades estromais (DOMINICI ez al., 2005). Essa
mudanca de terminologia visava também evitar confusdes com células-tronco embrionarias e
células do tecido mesenquimal, o que levou esses pesquisadores a estabelecerem critérios
minimos para definir células estromais mesenquimais multipotentes humanas. Segundo a ISCT,
estas deveriam ser aderente ao plastico quando mantido em condigdes de cultura padrdo,
expressar CD105, CD73 e CD90, ndo expressar CD45, CD34, CD14 ou CDI11b, CD79a ou
CD19 e moléculas de superficie HLA-DR e por fim, exibirem diferenciacdo em osteoblastos,
adipocitos e condroblastos, demonstrado por coloracao da cultura celular in vitro (DOMINICI
et al., 2005).

No entanto, alguns pesquisadores encontraram semelhancas entre “células-estromais
mesenquimais” e pericitos in vitro em multiplos 6érgaos humanos (BRACHVOGEL et al., 2005;
SACCHETTI et al., 2007; CRISAN et al., 2008) fomentando a hipdtese de que existiria um
“ancestral” das MSCs na parede de vasos sanguineos. Tal hipotese corroborava com estudos de
Meirelles, Caplan e Nardi em 2008, os quais reuniram um compilado de evidéncias que

demonstram a localizacdo perivascular destas células e propuseram ser esta a seja a razdo das



16

semelhangas identificadas entre estas células, coletadas de tecidos distintos (MEIRELLES,
CAPLAN, NARDI, 2008).

Partindo desse pressuposto, todos os tecidos vascularizados poderiam ser uma fonte viavel
de “células estromais mesenquimais” o que também explicaria seu potencial imunomodulatério
demonstrado em diversas pesquisas (KRAMPERA et al., 2003; CONNICK et al., 2012;
MELIEF et al., 2013; ZHOU et al., 2019; HU et al., 2019). A fungdo moduladora destas células
comecou a ser investigada ainda na década de 90, quando Haynesworth e colaboradores em
1996, documentaram que progenitores recém comprometidos sintetizavam um amplo espectro
de fatores de crescimento e citocinas com efeitos nas células circunvizinhas
(HAYNESWORTH, BABER, CAPLAN, 1996). Mais tarde, MIN e colaboradores em 2022,
assim TANG e colaboradores em 2004, elencaram informagdes sobre os efeitos troficos
mediados por MSCs. Nestes estudos, demonstraram que estas células secretam fatores bioativos
in vitro e que podem suprimir o sistema imune, inibir a fibrose e apoptose e aumentar a
angiogénese (MIN et al, 2002; TANG et al., 2004).

Assim, devido a tais caracteristicas imunomodulatorias, Caplan (2010) sugeriu a mudanca
de nome de “células estromais mesenquimais” para “células sinalizadoras medicinais” (MSC),
j& que sua funcdo in vivo provavelmente ndo estaria ligada a aparente multipoténcia
demonstrada in vitro, mas sim a liberagao de agentes bioativos imunomoduladores. Tal sugestao
tornou-se ainda mais relevante quando Caplan e Correa, em 2011, reuniram informagdes sobre
o potencial imunomodulador destas células, as quais possivelmente atuariam como “drogarias”
para reparacdo da injuria tecidual ao nicho ao qual estdo inseridas in vivo (FIGURA 1).

(CAPLAN, CORREA, 2011)
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FIGURA 1 — Representagdo esquematica da provavel fungdo das células sinalizadoras medicinais (MSC)
in vivo. A: Pericitos sdo estimulados pela injuria tecidual a migrarem e diferenciarem-se em MSCs. B: intera¢do
entre MSCs e células do sistema imunologico, e os fatores troficos produzidos pela mesma. FONTE: Modificado

de CAPLAN, CORREA (2011, p. 14).
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Desde entdo, foi sugerido por Caplan que os termos “células-tronco mesenquimais” e
“células estromais mesenquimais” entre em desuso, pois células-tronco sdo células
indiferenciadas e nao-especializadas capazes de realizar mitoses simétrica e assimétrica por
tempo indeterminado, preservando suas propriedades bioldgicas (CAPLAN, 2017). Assim, o
termo “célula-tronco” ndo pode ser referido as MSCs ja que estas ndo sdo capazes de formar
tecidos in vivo, bem como o termo “mesenquimais”, pois este designa um tecido conjuntivo
embriondrio transitorio oriundo do mesoderma e da crista neural de origem ectodérmica, nao
sendo possivel haver uma célula-tronco poés natal com capacidade de formar outros tecidos se
ndo os comprometidos com sua linhagem (ROBEY, 2017).

Além disso, as MSCs ndo apresentam marcadores imunofenotipicos especificos
(ALHADLAQ, MAO, 2004; NARDI et al., 2006), sendo sua caracterizagdo estabelecida pela
identificacdo de um amplo perfil de marcadores positivos e negativos. Essa imunofenotipagem
¢ realizada com a utilizagdo de anticorpos monoclonais que reconhecem esses antigenos de
superficie da membrana celular, conforme demonstrado em estudos contemporaneos (NARDI

et al., 2006; LOJUDICE, 2008).

A populacdo de MSCs isoladas da medula 6ssea de humanos e camundongos comumente
expressa em sua superficie marcadores moleculares como: CD44 (receptor de hialuronato),
CD105 (endoglina: marcador angiogénico), CD106 (VCAM-1: molécula de adesdo vascular),
CD166 (ALCAM: moléculas de adesdao de leucdcitos ativados), CD29 (integrinas VLA-B),
CD73 (SH3 e SH4), CD90 (Thy-1), Stro-1(estroma de suporte da hematopoese) e Sca-1
(GRONTHOS et al., 2003; KOLF et al., 2007; PHINNEY, PROCKOP, 2007).

Paralelamente, existe um consenso na literatura de que as MSCs ndo possuem marcadores
tipicos de células de linhagens hematopoéticas e endoteliais, como, por expemplo: CD11b
(marcador de célula imune - integrina Mac-1), CD14 (receptor de lipopolissacarideo LPS),
CD31 (PECAM-1: molécula de adesdo plaquetaria), CD33 (receptor transmembrana de células
mieloides), CD34 (receptor de células endoteliais), CD133 e CD45 (presentes em todas as
células hematopoéticas) (PHINNEY, PROCKOP, 2007). A auséncia dos antigenos CD14, CD34
e CD45 na superficie dessas células mesenquimais permite distingui-las das precursoras

hematopoéticas (KOLF et al., 2007).

Do mesmo modo, para cumprir o requisito de MSC, as células devem exibir plasticidade
in vitro. Esta ¢ definida como a capacidade das MSCs de originarem diferentes tipos celulares
(DOMINICI et al., 2006). Segundo conceito mais recente, a plasticidade refere-se a capacidade

de uma determinada célula de um tecido ou 6rgdo especifico adquirir o fendtipo de outra célula
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de um tecido ou orgdo diferente ou até mesmo alternar entre as linhagens mesodérmicas,
ectodérmicas, da crista neural ¢ endodérmica (YODER, 2004). A diferenciacdo das MSCs in
vitro nas linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica demonstradas por coloragio ¢ o
método convencional e recomendado pela ISCT para demonstrar sua plasticidade. Para tanto,
utiliza-se de corantes especificos para visualizar caracteristicas morfologicas distintas das
células diferenciadas (DOMINICI et al., 2006). Por exemplo, o vermelho de alizarina ¢ usado
para detectar a formacdo de matriz mineralizada em células osteogénicas, o Oil Red O ¢
utilizado para identificar goticulas lipidicas em células adipogénicas, e o alcian blue ¢ usado
para detectar a producdo de matriz cartilaginosa em células condrogénicas (ZOLOCINSKA,

2018).

2.2 Plasticidade de MSC
Com o crescente interesse no uso terapéutico das MSCs, tornou-se crucial identificar os

marcadores genéticos que indicam suas caracteristicas. O perfil gendmico permite a
identificacdo e caracterizagdo das MSCs, bem como a descoberta de biomarcadores e
moléculas-chave envolvidas em seus processos celulares. Essas informagdes sdo essenciais para
o desenvolvimento de abordagens de engenharia de tecidos baseadas em células e para

aprimorar as aplicagdes clinicas das MSCs (ALMALKI, AGRAWAL, 2016).

Para investigar os marcadores genéticos das MSCs, uma variedade de técnicas genomicas
e de expressao génica sdo utilizadas incluindo microarranjos de DNA, sequenciamento de nova
geracdo (NGS), andlise de expressdo génica por qPCR e estudos de vias de sinalizagdo celular
(KUBO et al., 2009; CAMARILLO et al., 2011; ZOLOCINSKA, 2018; BAEK et al., 2022).
Através dessas abordagens, ¢ possivel identificar genes expressos durante a diferenciacdo das
MSCs em linhagens celulares in vitro, bem como caracterizar os perfis de expressdo génica
associados a diferentes estagios de desenvolvimento e condig¢des patologicas. Por exemplo,
genes como RUNX2, COLI1Al e OXTERIX (Sp7) sdo frequentemente associados a
diferencia¢do osteogénica, enquanto PPARy, FABP4 e LPL sdo relacionados a adipogénese.
Além disso, genes como SOX9, ACAN e COL2AI1 s3o indicativos da diferenciagdo
condrogénica (QI et al., 2003; HAMID et al., 2012; GRANELI et al., 2014; ZOLOCINSKA,
2018).

Pesquisas contemporaneas tém proposto que a diferenciagdo das MSCs pode ser
influenciada por trés principais vias: fatores quimicos, fatores fisicos e fatores bioldgicos
(YANG et al., 2008; CHEN et al., 2016; WILEMS et al., 2019; TAN et al., 2020) (FIGURA 2).

Segundo estes autores, os fatores quimicos desempenham um papel crucial na orientacdo da
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adipogénese e osteogénese das MSCs em cultura, regulando a atividade de fatores de
transcri¢do-chave durante a diferenciagdo celular. Além disso, no ambiente in vivo, a provavel
diferenciagdo das MSCs também pode ser afetada por fatores fisicos presentes no nicho
tecidual. A determinagdo do potencial de diferenciacdo das MSCs recém-isoladas ¢ realizada
por meio de ensaios estabelecidos que utilizam um meio de cultura contendo varios produtos
quimicos. No caso da diferenciacdo adipogénica, as MSCs s3o cultivadas em um meio
suplementado com isobutilmetilxantina (IBMX), indometacina, dexametasona (Dex) e insulina.
O IBMX e o Dex desempenham um papel crucial no inicio da diferencia¢do adipogénica

(CHEN et al., 2016).

Fatores fisicos:
forma da célula
forcas mecanicas

matriz extracelular

Fatores quimicos: estruturas geométricas
IBMX; BGP potencialice Fatores biolégicos:
dexametasona IO AEIE envelhecimento
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metabolismo

—

O

DIFERENCIACAO DAS MSC

FIGURA 2 — Multiplos fatores que controlam a provavel diferenciagdo de células sinalizadoras medicinais,
incluindo fatores quimicos, fisicos e biologicos. FONTE: Modificado de CHEN et al (2016, p. 1133).

Assim, um estudo evidenciou que no processo da provavel diferenciagdo celular das MSCs
¢ necessaria a alteracdo do estado metabolico destas células, incluindo o teor de oxigénio
(TYURIN-KUZMIN et al., 2020). Quando estas sdo cultivadas in vitro, o nivel total do
metabolismo de producdo de lactato e consumo de oxigénio pela célula diminui
consideravelmente. Um exemplo disto estd no processo de indug¢do de diferenciacao
adipogénica, onde passam da producdo glicolitica de ATP para a fosforilagdo oxidativa,
enquanto em condi¢des de hipoxia, a diferenciagdo adipogénica ¢ suprimida (ATASHI,
MODARRESSI, PEPPER, 2015). De forma similar, a indu¢ao de diferenciagdo osteogénica e
condrogénica também sdo dependentes da via metabdlica. O tecido cartilaginoso retém a via
glicolitica como principal produgdo de ATP, isto pode ser justificado pela escassa
vascularizacdo da cartilagem, ao contrario da diferenciagdo osteogénica, pois nesta acredita-se
que no processo inicial de diferenciacdo, a via glicolitica ¢ predominante e no estagio final, a

fosforilacao oxidativa ¢ priorizada (SHUM et al., 2015).
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Por outro lado, fatores fisicos também poderiam ser responsaveis por influenciar a
diferenciagdo das MSCs. Devido a sua localiza¢do perivascular, estando presente em diversos
tecidos, podem interagir fisicamente com os componentes do microambiente. Desse modo, a
forma da célula, matrix extracelular e forcas mecanicas externas poderiam regular o
comprometimento da linhagem de MSCs (CHEN et al., 2016). Um estudo demonstrou que um
substrato mais rigido tem sido associado a promog¢ao da osteogénese, enquanto um substrato
mais macio favorece a adipogénese (SHIH et al, 2011). Isso ocorre porque a rigidez do
substrato afeta a conformacao celular, a organizagdo do citoesqueleto e a ativagdo de vias de
sinalizacdo que desencadeiam a expressdo de genes especificos de cada linhagem celular

(MCBEATH et al., 2004; SEN et al., 2014)

Outros fatores bioldgicos tém sido descritos como influenciadores no processo de
diferenciagdo das MSCs. Segundo Schultz e Sinclair (2016), o envelhecimento poderia alterar
a plasticidade e imunofenotipo das células ao longo dos anos. Sun e colaboradores (2006)
através de analise protedmica, estudaram os efeitos da senescéncia na diferenciagao osteogénica
das MSCs e identificaram perda do potencial osteogénico relacionado a idade nestas células.
Nesse sentido, ¢ de suma importancia entender as etapas do processo que levam uma célula a
diferenciar-se em uma de linhagem especifica. Atualmente, a hipotese mais debatida em artigos
na tematica ¢ que talvez as MSCs ndo sejam células-tronco e que sua plasticidade in vitro ndo
corresponde aquelas demonstradas in vivo (ROBEY, 2017). Por este motivo a compreensao de

real expressdo génica poderia contribuir para elucidar tal relevante questao.

A diferenciagdo ¢ um processo em etapas, envolvendo diversas vias metabdlicas (TAN et
al., 2020). Na diferenciagdo adipogénica, por exemplo, a primeira etapa envolve a ativagdo da
proteina B CCAAT/intensificadora de ligacdo (C/EBPf) e C/EBPS. Esses fatores de transcri¢ao
estimulam a expressdo do receptor y ativado por proliferador de peroxissoma (PPARY),
considerado o principal regulador da adipogénese (AMABLE et al., 2014; CASADO-DIAZ et
al., 2017). O PPARy promove a expressio de genes envolvidos no metabolismo e
armazenamento de lipidios, incluindo proteina de ligacdo a 4cidos graxos 4 (FABP4),
adiponectina (ADIPOQ) e lipoproteina lipase (LPL). Além disso, o PPARy também ativa a
expressao de C/EBPa, o que aumenta ainda mais a diferencia¢do e maturagao dos adipdcitos.
Outro fator importante na adipogénese ¢ a insulina, que promove a captagdo de glicose e a
sintese de triglicerideos nos adipdcitos. A insulina também ativa a expressao do PPARy, que
por sua vez aumenta a expressdo de genes envolvidos na diferenciacdo e maturagdo dos

adipocitos (FIGURA 3) (CHEN et al., 2016).
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FIGURA 3 - Vias de sinalizagdo e fatores chave de transcri¢ao na regulacdo da diferenciacdo adipo-osteogénica

de células sinalizadoras medicinais. FONTE: Modificado de CHEN et al (2016, p. 1130)

Além desses fatores, outras vias de sinalizagdo também desempenham um papel na
diferencia¢do dos adipocitos. Por exemplo, a via de sinalizagdo do cAMP ¢ ativada pela
isobutilmetilxantina (IBMX), que leva a fosforilagdo da proteina de ligacdo ao elemento de
resposta do cAMP (CREB) e a regulacdo positiva da expressdo de C/EBPB. (BRINDLE et al,
1992; PITTENGER et al., 1999)

A expressdao de microRNAs (miRNAs) também desempenha um papel na adipogénese. Por
exemplo, miR-431 demonstrou inibir a diferencia¢do de adipdcitos ao direcionar PPARy e
C/EBPa, respectivamente. Por outro lado, o miR-17-5p demonstrou promover a diferenciagao

de adipdcitos ao direcionar os inibidores da via de sinalizagdo Wnt (WANG et al., 2018).

Para a diferenciacdo osteogénica, a expressdo de genes especificos ¢ regulada
positivamente enquanto outros sdo regulados negativamente, levando a ativacdo de fatores de
transcri¢do especificos de osteoblastos (CHEN et al., 2016; TAN et al., 2020). Dentre estes, um
dos principais reguladores da diferenciacdo osteoblastica € o fator de transcri¢ao runt-related 2
(RUNX2), também conhecido como fator de ligagdo ao nucleo alfa-1 (CBFA1) (KATAGIRI,
TAKAHASHI, 2002). O RUNX2 ativa a expressao de genes especificos de osteoblastos, como
fosfatase alcalina (ALP), osteocalcina (OCN) e colageno tipo I alfa 1 (COL1Al), que sao

cruciais para a formag¢ao e mineralizagdo da matriz 6ssea (FARSHDOUSTI et al., 2015).
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Além do RUNX2, outros fatores de transcrigdo estdo envolvidos na diferenciagdo
osteoblastica. Osterix (OTX), também conhecido como Sp7, ¢ um fator de transcri¢do contendo
dedo de zinco que atua a jusante do RUNX2 e ¢ necessario para a maturacdo e fun¢do dos
osteoblastos. OSX regula diretamente a expressdo de varios genes especificos de osteoblastos,
incluindo osteopontina (OTP) e sialoproteina 6ssea (IBS), os quais estdo envolvidos na

maturagdo e mineralizacdo da matriz 6ssea (ZAINAL et al., 2022).

Virias vias de sinalizagdo contribuem para a regulacdo da diferenciacdo osteoblastica,
como a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina canodnica, por exemplo. A ativa¢do dessa via leva a
estabilizacdo e a translocagdo nuclear da B-catenina, que entdo interage com os membros da
familia de fatores de transcricio do fator de células T/fator de intensificagdo linféide
(TCF/LEF). Juntos, os fatores de transcri¢do B-catenina e TCF/LEF ativam a expressdo de
genes osteogénicos, incluindo o RUNX2 (FIGURA 3) (CHEN et al., 2016; ZAINAL et al,
2022).

Outra importante via de sinalizagdo envolvida na diferencia¢do osteoblastica ¢ a via da
proteina morfogenética 6ssea (BMP). As BMPs se ligam aos seus receptores (BMPRs), levando
a ativagdo de cascatas de sinalizag@o a jusante, incluindo as proteinas Smad, uma familia de
proteinas que atuam como principais transdutores de sinais para receptores da superfamilia do
fator de crescimento transformador beta (TGF-B). Esses Smads ativados se translocam para o
nucleo e cooperam com outros fatores de transcri¢do, como o RUNX2, para induzir a expressao

génica especifica do osteoblasto (FIGURA 3) (CHEN et al., 2016).

O processo de condrogénese ¢ iniciado pela regulacdo positiva de diversos fatores de
transcrigdo. Um dos reguladores centrais ¢ o fator de transcricdo SRY-box 9 (S0OXO9),
considerado o principal regulador da condrogénese. SOX9 ¢ responsavel pela expressdo de
outros genes condrogénicos, incluindo colageno tipo II alfa 1 (COL2A1), agrecano (ACAN) e
proteina da matriz oligomérica da cartilagem (COMP). Esses genes sdo essenciais para a sintese

de componentes da matriz extracelular especificos da cartilagem (MAZOR et al., 2022).

Além disso, a regido determinante do sexo Y-box 5 (SOXS5) e a regido determinante do
sexo Y-box 6 (SOX6) sdo co-reguladores do SOX9 e aumentam sua atividade. Juntos, esses
fatores de transcrigdo promovem a expressao de genes especificos da cartilagem e a manutencao

do fenotipo dos condrocitos (LIU et al., 2017).

Virias vias de sinalizagdo também estdo implicadas na diferenciacdo condrogénica. Uma

das vias mais importantes ¢ a via de sinalizacdo do fator de crescimento transformador beta
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(TGF-B). Os ligandos TGF-p ligam-se aos seus receptores, levando a ativacdo de efetores a
jusante, incluindo as proteinas Smad. Os Smads ativados se translocam para o ntcleo e
cooperam com outros fatores de transcri¢cdo, incluindo SOX9, para promover a condrogénese

(WANG et al., 2014).

Outra via crucial envolvida na diferenciagdo condrogénica ¢ a via da proteina
morfogenética 6ssea (BMP). As BMPs ligam-se aos seus receptores € ativam as proteinas Smad,
que, de forma semelhante a sinalizacdo do TGF-f, se translocam para o nucleo e regulam a

expressdo de genes condrogénicos (SAMSA W., ZHOU X., ZHOU G., 2017).

Além dos fatores de transcricao e vias de sinalizagdo, a composicdo e as propriedades
mecanicas da matriz extracelular (MEC) também desempenham um papel na diferenciagado
condrogénica. A presen¢a de moléculas especificas da MEC, como colageno tipo II, agrecan e
fibronectina, fornece um microambiente de suporte para o desenvolvimento de condroblastos e

deposicao de matriz de cartilagem (WANG et al., 2014).

2.3 Imunomodulacio
A interagdo entre MSCs e células imunes ocorre por meio de varios mecanismos, incluindo

o contato cé¢lula a célula e a secregao de fatores soluveis (secretomas) (HARRELL et al., 2019).
Na imunidade adaptativa, as MSCs exercem efeitos imunomoduladores principalmente por
meio do contato direto célula-célula e da atividade paracrina, podendo se ligar fortemente as
células T através de suas moléculas de adesdo, afetando assim a proliferacdo, ativagdo e

diferenciagdo das células T (SONG, SCHOLTEMEIJER, SHAH, 2020).

Além disso, possuem moléculas de adesdo em sua superficie celular, como integrinas,
selectinas e molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1), que lhes permite interagir fisicamente
com cé¢lulas imunes. Esse contato direto célula a célula pode ocorrer em véarios contextos,

inclusive em tecidos inflamados ou dentro de orgdos linféides (ZHOU et al., 2019).

As MSCs expressam moléculas de superficie como o ligante de morte programada 1 (PD-
L1), que interage com os receptores de morte programada-1 (PD-1) nas células T, levando a
supressao da ativagdo e proliferacdo das células T. Essa interacdo promove a geragdo de células
T reguladoras (Tregs), que ajudam a manter a tolerancia imunolodgica e a regular as respostas

imunes (FIGURA 4) (SONG, SCHOLTEMEIJER, SHAH, 2020).

As MSCs expressam moléculas de superficie como o ligante de morte programada 1 (PD-

L1), que interage com os receptores de morte programada-1 (PD-1) nas células T, levando a
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FIGURA 4 - O efeito da imunomodulagdo mediada por células sinalizadoras medicinais em células imunes.
FONTE: Modificado de HUANG, WU, TAM (2022).

supressao da ativagdo e proliferacdo das células T. Essa interacdo promove a geragdo de células
T reguladoras (Tregs), que ajudam a manter a tolerancia imunolodgica e a regular as respostas

imunes (SONG, SCHOLTEMEIJER, SHAH, 2020).

Desta forma, as MSCs podem produzir citocinas pro-inflamatérias, como IL-1 e IL-6, e
citocinas anti-inflamatdrias, como TGFf, quimiocinas e outros fatores, como Fator de
Crescimento de Fibroblastos basico (bFGF), Fator de crescimento epidérmico heparina (hEGF),
Fator de crescimento de hepatocitos (HGF) (FIGURA 4) (POGGI, ZOCHI, 2018). Além disso,
as MSCs podem modular a resposta imune e promover o reparo de danos inflamatorios por
meio da interagdo com células imunes inatas, como inibindo a proliferagdo, diferenciacio e
ativagdo de células natural killers (NK) através de uma reducdo na ativagdo de receptores como
NKG2D, NKp30 e NKp44 (HUANG, WU, TAM, 2022). As MSCs afetam a diferenciacao de
macrofagos principalmente por meio da secre¢do de citocinas soliiveis. Esse mecanismo esta
relacionado principalmente a atividade da indoleaminadioxigenase 1 (IDO1) e a ligagdo entre
os receptores PGE2 e EP2/EP4 na superficie dos macréfagos (FIGURA 4). Além disso, as
MSCs podem secretar o gene 6 estimulado por TNF (TSG-6) e inibir a resposta inflamatoria

(SPAGGIARI et al., 2008).

Em células dendriticas (DC), as MSCs podem restringir a diferencia¢do e a maturagao
das mesmas. As MSCs também podem transformar as DCs em um fendtipo anti-inflamatorio e
tolerante, regulando negativamente a producdo de citocinas pro-inflamatorias e induzindo a

producdo de células T reguladoras (Tregs) (CASTRO-MANRREZA, MONTESINOS, 2015).
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3.CAPITULO 1

O TECIDO DE ISOLAMENTO INFLUENCIA O PERFIL DE EXPRESSAO GENICA

DE CELULAS SINALIZADORAS MEDICINAIS (MSC)*

* Manuscrito elaborado de acordo com as normas do periddico “PlosOne” (Fator de impacto: 3,752,
ISSN: 1932-6203)
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RESUMO

A evolucgdo da compreensao sobre a origem e identidade de células sinalizadoras medicinais
(MSC) tem levado a uma nova perspectiva sobre suas fungdes e aplicagdes terapéuticas. Desta
forma, o presente artigo tem como objetivo comparar a expressao de alguns genes relacionados
a diferenciacdo osteogénica, condrogénica e adipogénica antes e apds a indugdo de
diferenciagdo in vitro em MSCs oriundas da medula 6ssea (BMMSC) e tecido adiposo (ADSC)
subcutaneo murino. Para isto, as células foram coletadas da medula 6ssea e do tecido adiposo
subcutaneo, isoladas e cultivadas até a terceira passagem sob condi¢des controladas de CO; e
temperatura. Foram realizados ensaios de prolificidade por Scratch Wound Healing,
imunofenotipagem para os anticorpos CD90, CD45, CD105 e CD14, ensaio de plasticidade
através da inducdo a diferenciagdo in vitro e andlise de expressdo génica por técnica de qPCR
para os genes: OTP, IBS, BMP2 e OTX para linhagem osteogénica; LPL e ADIPOQ para
linhagem adipogénica; COLL II e ACCAN para linhagem condrogénica. Sob as condi¢des
experimentais do presente estudo, o tecido de origem de coleta exerceu efeito sobre a expressao
da maior parte dos marcadores de diferenciagdo mesenquimal. As BMMSCs indiferenciadas
apresentaram maior expressdo in vitro dos genes associados as linhagens osteogénica,
condrogénica e adipogénica, mas ndo se evidenciou expressdao génica tipica de osteoblastos e
adipocitos em BMMSCs diferenciadas. A expressdo génica relacionada a condrogénese foi
considerada inconclusiva, ndo sendo possivel afirmar, com seguranca, se houve ou nao
diferenciagdo verdadeira. A expressdo tanto de marcadores considerados fatores de transcricao
ou de crescimento indutores de diferencia¢do, denotam o provavel potencial modulador in vitro

de BMMSCs e ADSCs para as diferenciacdes mesenquimais estudadas.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, as células sinalizadoras medicinais (MSCs) [1], também conhecidas como
"células estromais" ou "células-tronco mesenquimais" [2], tém recebido um interesse
significativo na pesquisa cientifica. A evolugdo da compreensdo sobre a origem e identidade
dessas cé¢lulas tem levado a uma nova perspectiva sobre suas fungdes e aplicagdes terapéuticas
[3] . Inicialmente, as MSCs foram consideradas células progenitoras somaticas, atribuindo-lhes
a capacidade de diferenciacdo e manutencao celular dos tecidos somaticos mesenquimais € nao
mesenquimais [4,5]. No entanto, a identificacdo da produgdo de inimeros peptideos bioativos
em linhagens de MSCs, associado a descoberta de sua localizacdo perivascular em varios
tecidos adultos indicou que, provavelmente, a principal fun¢do dessas células ndo seja
diferenciagdo, mas sim a modulagdo da resposta inflamatoria local e a promoc¢ao da homeostase

tecidual [6,7].

Dessa forma, propds-se que as MSCs provavelmente constituem-se num fenétipo de células
pericito, podendo ser consideradas, hipoteticamente, como pericitos ativados [2,8]. Dessa
forma, podem ser isoladas de qualquer tecido vascularizado e provavelmente comportam-se in

vivo como sentinelas do microambiente local [9].

A interagdo entre as MSCs e o nicho anatdmico em que estdo inseridas desempenha um papel
crucial na regulagdo da atividade imunomoduladora dessas células. Isto poderia explicar, em
parte, os variados perfis imunofenotipicos identificados in vitro, em diversos estudos em seres
humanos e animais. Cada subpopulagdo/linhagem de MSCs (adipoderivadas, estromais
medulares, de polpa dentaria, etc), de diferentes tecidos adultos, apresentam perfis
imunofenotipicos semelhantes, mas distintos, compartilhando alguns marcadores de superficie

(clusters of differentiation) e exibindo outros distintos entre si [10,11].
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Apesar dos avancos na compreensdo da biologia das MSCs, inumeras pesquisas
contemporaneas tém demonstrado que as condigdes de cultivo influenciam o fendtipo e
genoétipo destas células [12,13]. Assim sendo, o comportamento celular in vitro ndo possui

equivaléncia exata in vivo [14-16].

Nao obstante, a relacdo entre as diferentes subpopulagdes/linhagem, sua capacidade de
diferenciagdo in vitro, seu imunofenotipo e, subsequentemente, sua expressao génica ainda sao
pouco conhecidos, permanecendo relevantes incertezas sobre a real plasticidade das MSCs e o

seu potencial terapéutico [17,18].

O comportamento das MSCs em seu ambiente nativo permanece em estudo, e pesquisas atuais
enfatizam a necessidade de investigar a plasticidade dessas células in vitro [14, 16]. Estudos
contemporaneos sugeriram que os ensaios atuais de plasticidade in vitro ndo representam o
melhor método para investigacdo de sua plasticidade e a expressdo génica de MSCs tornou-se

um tema relevante de discussao atual [19,20].

Neste contexto, dada a relevancia da necessidade de compreensdo do real potencial de
plasticidade entre diferentes subpopulacdes/linhagens de MSCs, o presente artigo tem como
objetivo comparar a expressdo de alguns genes relacionados a diferenciagdo osteogénica,
condrogénica e adipogénica antes e apds a inducgdo de diferenciagdo in vitro em MSCs oriundas

da medula 6ssea (BMMSC) e tecido adiposo (ADSC) subcutdneo murino.
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MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental

Adotou-se um delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 2x2
constituido por quatro tratamentos. O primeiro fator corresponde a origem das MSCs, medula
6ssea (BMMSC) e tecido adiposo (ADSC) de ratos Wistar (Rattus novergicus). O segundo fator
corresponde a condi¢do de diferenciacdo das MSCs, indiferenciadas e diferenciadas in vitro.
Para tanto, utilizou-se trés ratos como doadores de tecido adiposo subcutaneo e medula Ossea.
Para cada amostra de tecido foram isoladas e expandidas MSCs, em triplicata, até a terceira

passagem (P3), com 10® MSCs/passagem, totalizando o n de 6,0 x 10° MSCs/mL.

As amostras de 10° MSCs/mL foram distribuidas, em triplicata, de acordo com a origem de
obten¢do (BMMSC x ADSC). Para cada amostra, foram mensuradas a expressdo génica da

2 ¢

“adiponectina (ADIPOQ)”, “expressao génica da lipoproteina lipase (LPL)”, “expressao génica

99 <6

da osteopontina (OTP)”, “expressao génica da sialoproteina dssea (IBS)”, “expressdo génica da
proteina central de proteoglicano (ACCAN)”, “expressdo génica do coladgeno tipo II (COLII)”,

“expressdo génica do fator de transcricdo sp7 (OTX)” e “expressdo génica da proteina

morfogenética ossea tipo 2 (BMP2)”.

Os genes foram selecionados empiricamente, baseado na relevancia de suas citagdes na
literatura especializada, constituindo-se entre os genes marcadores de células precursoras (OTX

¢ BMP2) e de células maduras (ADIPOQ, LPL, OTP, IBS, ACCAN, COLII).
Animais e aspectos éticos

Este estudo obedeceu as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e

foi autorizado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Federal do



103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

31

Piaui (UFPI) sob o nimero 662/2020. Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus),
machos, com 30 dias de idade, peso médio de 260g + 2,63, provenientes do Biotério central da

UFPL

Os animais foram mantidos em sistema convencional de gaiolas individualizadas, instaladas
sob condi¢des monitoradas de temperatura equivalente a 25°C, mantidos em ciclo claro/escuro
de 12h, manejados por tratador do biotério, alimentados com racgdo especifica para roedores e
agua ad libitum. Apo6s a realizagdo do estudo, todos os animais foram eutanasiados, seguindo a
Resolu¢ao Normativa n° 37 do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal do
Brasil (CONCEA). Para tanto, foi administrado 10mg/kg de cloridrato de lidocaina 2%
(Syntec® do Brasil LTDA) e apds 10 minutos, administrado 150 mg/kg de tiopental sodico 0,5g

Cristalia® produtos quimicos e farmacéuticos LTDA), ambos intraperitonealmente.
p q P

Coleta, isolamento e expansao das células sinalizadoras medicinais

A coleta de medula 6ssea e tecido adiposo subcutaneo foi realizada conforme descrito
anteriormente por ARGOLO NETO et al. [21] COSTA et al. (22) respectivamente. De forma
sucinta, foram coletadas amostras de trés gramas de gordura subcutinea da regido cervical
dorsal e regido inguinal, em ambiente cirirgico, com auxilio de um bisturi n.24, cabo n.4
(Endogerais Medical Commerce® LTDA). As amostras foram manipuladas em cimara de fluxo
laminar, onde foram lavadas trés vezes com PBS 1x, ph 7,2 (Gibco™, Thermo Fisher Scientific
Inc, catdlogo 70013032, 10x, v.500mL), fragmentadas mecanicamente em segmentos de
aproximadamente 0,5 cm? e centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos, a 4°C. O pellet obtido
foi ressuspendido em meio de cultivo completo DMEM Glutamax™ (Gibco™, Thermo Fisher
Scientific Inc, catalogo 10569010, USA) suplementado com 1% de solugdo de penicilina e
estreptomicina (Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc, catdlogo 15140122, 10.000U/mL,

v.100mL), 1% de aminoacidos ndo essenciais (Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc, catdlogo
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11140050, 100x, v.100mL), 1% de L-glutamina (Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc,
catalogo 25030081, 200nM, v.100mL), 1% de anfotericina B (Gibco™, Thermo Fisher
Scientific Inc, catalogo 15290018, 250ug/mL, v.20mL) e 15% de soro fetal bovino (Gibco™,
Thermo Fisher Scientific Inc, catalogo 10500064, v.500mL) e imediatamente semeado em trés

garrafas de 25cm? contendo dois mL de meio completo.

Amostras de medula 6ssea foram obtidas, mediante técnica de flushing. Para tanto, os fémures
foram amputados assepticamente, divulsionados os tecidos adjacentes, seccionadas as epifises
Osseas e realizada a lavagem do canal medular (flushing) com meio de cultivo completo. Em
seguida, a amostra medular total obtida foi filtrada com auxilio de um filtro de células de 70pm
(BD Biosciences™, USA) e centrifugadas a 1500rpm por 10 minutos, a 4°C. O pellet obtido
foi ressuspendido em meio de cultivo completo e imediatamente semeado em trés garrafas de

25¢m? contendo dois mL de meio completo.

Todas as garrafas, de ambas amostras, foram mantidas incubadas em estufa incubadora de CO»

(Thermo Fisher Scientific Inc, jacket water, série 310) a 5% de CO2 37°C e 95% de umidade.

As garrafas de cultivo foram avaliadas individualmente a cada 72 horas sob microscopia Optica
(Pro-lab Materiais para Laboratorio® LTDA) e tripsinizadas quando obtida 80% de confluéncia.
A tripsinizagdo foi realizada conforme descrito por LEITE et al. (23) na qual foi adicionada a
garrafa dois mL de tripsina (Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc, catdlogo 25200056, 0,25%,
v.500mL), reincubando-a sob as mesmas condi¢des por 10 minutos e inativando a acdo
enzimatica com a adi¢do de quatro mL de meio de cultivo completo. As MSCs em suspensao
foram aspiradas assepticamente e expandidas com taxas de repique progressivas 1:2, 1;4, 1:8 ¢

assim, sucessivamente, em garrafas de 25cm?.

Algumas aliquotas foram selecionadas aleatoriamente para fixa¢do com formoldeido (4%

(Quimisul® SC Produtos Quimicos e Laboratorio, 37%, v.1000mL) e colora¢do com Giemsa
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(CasalLab, materiais para laboratorios, Brasil, codigo 4154, v.1.000mL) para fins de

fotodocumentacao.
Ensaio de prolificidade celular

Este ensaio foi baseado na técnica de Scratch Wound Healing descrita por WALTER et al [24].
Resumidamente, aliquotas de MSCs foram plaqueadas, em triplicata, a 1x10* células/pogo, em
placas de cultivo de 96 pogos de 0,32 cm?/pogo. As células foram cultivadas sob as mesmas
condi¢des até atingirem confluéncia de 80%. Em seguida, foi realizada uma lesdo linear de
2,9mm na monocamada celular, utilizando uma ponteira de micropipeta estéril. As células
foram lavadas imediatamente com PBS para remover os debris celulares. A area da lesdo foi
fotografada com contraste de fase em posicdes marcadas no microscopio invertido
(COLEMAN NIB-100%). As células foram mantidas durante 0, 24, 48 ¢ 72 horas € as areas

riscadas mensuradas com o software Image J (NIH, Bethesda™, USA).
Imunofenotipagem celular

O ensaio foi realizado conforme adaptacdo da metodologia descrita por LEITE ef al. [23]. As
MSCs em P3 foram tripsinizadas e ressuspendidas em PBS. Em seguida, foi adicionado 0,1ml
do tampao DBPS ( Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc, catdlogo 14190144, 1x, v.500mL)
contendo 0,1% de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich™, catdlogo A905610G),
centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos, a 4°C. Em seguida, as MSCs foram incubadas com
os anticorpos conjugados (dilui¢do 1:100) CD105 (Anti-CD105 PE -Abcam Cambridge, USA);
CD14 (Anti-CD45 FITC-Sigma, USA); CD90 (Anti-CD90 APC -Abcam Cambridge, USA);

CD45 (Anti-CD45 FITC -Abcam Cambridge, USA) por 30 minutos a temperatura ambiente.

Apo6s a incubagdo as MSCs foram lavadas uma vez com 0,1 ml tampao FACS e novamente

centrifugadas sob as mesmas condigdes. O pellet obtido foi ressuspendido em DPBS e as



174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

34

amostras, analisadas utilizando um citdmetro de fluxo FACScanto® II e software BD
FACSDiva® software (Version 6.1.3). Como controle (branco) da analise, utilizou-se uma

amostra pura de MSCs.
Ensaio de plasticidade celular

O ensaio de plasticidade foi conduzido conforme descrito por ROCHA et al. [25]. De forma
geral, as MSCs de ambas amostras (ADSC e BMMSC), em P3 foram semeadas, em triplicata,
a 1x10*células/mL em placa de 96 pogos. Para a indugdo da diferenciagdo osteogénica as MSCs
foram incubadas por 21 dias em meio STEMPRO® Osteogenesis Differentiation (Gibco™,
Thermo Fisher Scientific Inc, catdlogo A1007201). Posteriormente, o meio de indugdo foi
descartado, as células lavadas com PBS, fixadas em formaldeido tamponado a 4% e coradas
com solu¢do de Alizarin Red (Sigma-Aldrich™, catalogo A553325G). A diferenciacao
adipogénica foi realizada mediante incuba¢do das MSCs em meio STEMPRO® Adipogenesis
Differentiation (Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc, catalogo A100700) durante sete dias,
seguido de fixagdo em solucdo de formaldeido a 4% e coradas com Oil Red O Solution (Sigma-
Aldrich™, 0,5% em isopropanol, catdlogo O1391, v.250mL). A indu¢do condrogénica ocorreu
mediante incubagdo das MSCs por 15 dias em meio STEMPRO® Chondrogenesis
Differentiation (Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc, catdlogo A1007101), fixadas em
formaldeido a 4% e coradas com solucdo de Alcian blue ( Sigma-Aldrich™, 1% e, 3% de acido
acético, catalogo B8438, v.250mL). Todas as amostras celulares foram observadas em

microscopia Optica convencional para analise qualitativa ou quantitativa.
Extracao do RNA e qPCR quantitativo (expressao génica)

O ensaio foi realizado conforme descri¢des prévias de FIDELES et al. [26]. O RNA total das
amostras (MSCs) foi extraido antes e depois da induc¢do de diferenciagdo celular e identificado

como RNA de MSC indiferenciada e RNA de MSC diferenciada em osteoblasto, adipdcito ou
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condrécito. A extragdo foi realizada utilizando Quikzol® (Trizol, Ludwing Biotecnologia®
LTDA, v.100mL, lote 08084G), conforme instru¢des do fabricante. A qualidade e a quantidade
do RNA extraido foram avaliados por espectrofotometria no Nanodrop 2000 (Thermo Fisher

Scientific Inc, USA).

Assim, 1 nug de RNA total de cada amostra foi utilizada para a sintese de cDNA. A reacdo de
transcri¢do reversa foi realizada utilizando um kit de sintese de cDNA MMLYV transcriptase
reversa (RNase H- Ludwing Biotecnologia® LTDA, 200U/mL, lote 2261) de acordo com as
instrugdes do fabricante. O cDNA sintetizado foi armazenado a -20 °C até a realizagdo do

qPCR.

Para cada fator de analise (BMMSC x ADSC e indiferenciada x diferenciada), as reagoes
individuais de qPCR foram preparadas utilizando o kit Syber Green gPCR Master Mix Low
Rox (Ludwing Biotecnologia® LTDA, 25uL) com 420 nM de cada iniciador do gene de
interesse (Tabela 1), 4ul de cDNA da célula de estudo, 6 pul de SYBR Green Mix e o volume
final foi ajustado para 12ul com agua DEPC (Invitrogen life technologies®, v.100mL, catalogo

462224).

Tabela 1. Sequéncias de oligonucleotideos usadas para analise de qPCR.

Gene Sequéncias sentido e antisentido 5°- 3’
GAPDH Forward: AAGATGGTGAAGGTCGGTGT
Reverse: GAGGTCAATGAAGGGGTCGT
OTP Forward: GCACACAAGCAGACGTTTTG
Reverse: ATCTGTGGCATCGGGATACT
IBS Forward: ACAACGAAGACTCTGAGGGG
Reverse: CTCCAACTTTCCAGCGTCAG
OTX Forward: AGCCCTGGGAAAAGGAGG
Reverse: GACCATTGGTGCTTGAGAAGG
BMP2 Forward: AGTCCTTCACTGCCAGCACA
Reverse: CCTCAGTCCATAAGCCAAGCT
ADIPOQ Forward: AGGCCGTTCTCTTCACCTAC
Reverse: TTGTCCCCTTCCCCATACAC
LPL Forward: CGGCCTCTTCCCCTATCAG
Reverse: CAGTGTGCGATCTGGAACTG
ACCAN Forward: GCTACCCTGATCCCTCATCC
Reverse: AGGTCACTGTCTGGATGGTG
COLLII Forward: CAGCAGGTTCACGTACACTG

Reverse: CCATGGGTGCAATGTCAACA
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Como gene constitutivo, utilizou-se 0 GAPDH. Os controles negativos sem cDNA (NTC)
foram incluidos no experimento e as amostras foram testadas em triplicata. As reagdes foram
realizadas no termociclador StepOne (Thermoscience, USA) usando a programagao: 95°C por
10 min, 40 ciclos de 95°C x 15seg, 60°C x 60seg. Em seguida, foi realizado a curva de

dissociagdo (curva de melt).
Analise estatistica

O método 22¢T foi utilizado para as andlises de expressdo relativa e os resultados sdo
apresentados com média e desvio padrao. Os pressupostos de normalidade foram aferidos pelo
teste de Shapiro-Wilk. O experimento foi conduzido em um esquema fatorial inteiramente
casualizado, tendo sido avaliado duas origens (BMMSC x ADSC) e duas condi¢des de
diferenciagdo (indiferenciada x diferenciada). As médias foram comparadas utilizando teste de

tukey  (p<0,05) (SAS® analyticc North  Carolina State  University, USA).

RESULTADOS

Isolamento e imunofenotipagem celular

Todas as coletas, de ambos os tecidos, permitiram a obtencdo de células mononucleares
aderentes a partir da primeira semana de cultivo. As células aderentes exibiram morfologia
tipicamente fusiforme, organizando-se em pequenas colonias (c/usteres) com aproximadamente
seis a oito células. Estas expandiram-se radialmente, ao longo de 15 dias, em média,
coalencendo entre si, formando coldnias maiores, a partir de 20 células. A partir de entdo, as
células assumiram morfologia fibroblastoide, com nticleos centralizados esféricos, expandindo-
se como uma monocamada homogénea. Nao foram identificadas diferencas morfoldgicas entre

as BMMSCs e ADSCs, no mesmo estagio de desenvolvimento (tempo de cultivo) (Fig 1).
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O perfil imunofenotipico das BMMSCs, submetidas a analise em citdometro de fluxo,
apresentou-se positivo para os anticorpos CD90 (86,8%) e CD105 (54,3%). Nao foi observada
marcagdo para os anticorpos CD45 e CDI14. Analogamente, o perfil imunofenotipico
identificado nas ADSCs apresentou marcagdo positiva para os anticorpos CD90 (91,7%),

CD105 (61,3%) e marcagdo negativa para os anticorpos CD45 e CD14 (Fig 1).

Fig. 1 C¢lulas sinalizadoras medicinais (MSCs) de ratos Wistar (Rattus novergicus) oriundas
de medula 6ssea (BMMSC) e tecido adiposo subcutdneo (ADSC). A: 25 dias de incubagao,
apresentando-se predominantemente como células aderentes fibroblastoides. Histograma de
imunofenotipagem em terceira passagem. B a D: BMMSCs. E a H: ADSCs. B: branco, C:
marcagao positiva para CD90 (86,8%) e negativa para CD14, D: marcag¢ao positiva para CD105
(54,3%) e negativa para CD45. E: branco, F: auséncia de marcagdo para CD14, G: marcacao

positiva para CD90 (91,7%) e negativa para CD45, H: marcagao positiva para CD105 (61,3%).

ELULATRONCO WESENQUIMAL RATO MEDULA OSSEA_0D1-BRANCO. CELULA JIMAL RATO MEDULA OSSEA_001-14_30 CELULA TRONCO MESENQUIMAL RATO MEDULA OSSEA 001-45_105
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CD45FITC-A
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Prolificidade (ensaio de Scratch Wound Healing)

Nao foram identificadas diferencas estatisticas significativas (p>0,05) entre a prolificidade de

BMMSCs e ADSCs. Identificou-se que as BMMSCs exibiram médias de area de falha
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258  discretamente menores que as ADSCs. As BMMSCs exibiram areas de falhas de 2,6+0,08mm
259 e 1,240,7mm, 0,06+0,02mm apds 12h, 24h e 48h, respectivamente. As ADSCs exibiram areas
260  de falhas de 2,8+0,9mm e 1,64+0,2mm, 0,3+0,04mm, respectivamente aos mesmos intervalos
261  de tempo. Apds 72 horas, tanto as BMMSCs quanto ADSCs preencheram completamente toda

262  aarea de falha, demonstrando ambas, capacidade proliferativa e migratoria (Fig 2).

263  Fig. 2 Culturas de ADSC e BMMSC em terceira passagem submetidas a ensaio de Scratch
264  Wound Healing ao longo de 12 (A e E), 24 (B e F), 48 (C e G) e 72 horas (D e H),
265  respectivamente. Nao foram identificadas diferencas (p>0,05) entre as areas de falha. Ambas
266  linhagens demonstracdo capacidade proliferativa para colonizar a area de falha, tendo as
267 BMMSC apresentado capacidade cinética proliferativa discretamente maior. Barra de escala

268 500 pm.

ADSC

BMMSC

269 —

270 Ensaio de plasticidade celular

271 Obteve-se éxito na indugdo de diferenciacdo in vitro para ambas as linhagens (BMMSC e
272 ADSC). Tanto as ADSCs quanto as BMMSCs submetidas a diferenciagdo adipogénica

273 apresentaram células arredondadas, com elevada relagdo nucleo:citoplasma, com citoplasma
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rico em vacuolos lipidicos evidenciados pela coloracdo Oil Red (Fig 3a,b). Na indugdo de
diferenciagdo condrogénica, observou-se matriz extracelular rica em glicosaminoglicanos,
evidenciados pela coloragdo Alcian Blue (Fig 4a,b). Para a indugdo de diferenciagdo
osteogénica, as c¢lulas de ambas linhagens apresentaram matriz extracelular rica em calcio,

fortemente evidenciada pela coloracdo Alizarin Red (Fig 5a,b).

Fig. 3 Analise da plasticidade e expressdo génica osteogénica de BMMSCs e ADSCs. A/B
indugdo adipogénica de BMMSCs e ADSCs, respectivamente. Coloracdo em vermelho indica
presenca de matriz extracelular composta por fosfatos de célcio. Barra de escala 500 um. I:
expressdo génica da osteopontina (OTP) e sialoproteina 6ssea (IBS) de acordo com o fator
origem. II: expressdo génica da proteina morfogenética 6ssea II (BMP2) e Osterix (OTX) de

acordo com o fator interag@o entre origem e condi¢do. *Significante (p=<0,05).
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Fig. 4 Analise da plasticidade e expressdo génica condrogénica de BMMSCs e ADSCs. A/B
inducdo condrogénica de BMMSCs e ADSCs, respectivamente. Coloragdo em azul indica
presenca de matrix extracelular composta de proteoglicanos. Barra de escala 500 um. Expressao
génica de colageno tipo II (COLII) e proteina central de proteoglicano (ACCAN) de acordo

com o fator interagdo entre origem e condigdo. *Significante (p<0,05).
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Fig. 5 Analise da plasticidade e expressdo génica condrogénica de BMMSCs e ADSCs. A/B
indugdo adipogénica de BMMSCs e ADSCs, respectivamente. Coloracdo em vermelho indica
presenca de lipideos nas células. Barra de escala 500 um. Expressdo génica de lipoproteina
lipase (LPL) e adiponectina (ADIPOQ) de acordo com o fator interacdo entre origem e

condigdo. *Significante (p<0,05).
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Expressao génica

Os resultados de expressdao dos genes OTP, IBS, BMP2, OTX, COLLII, ACCAN, LPL e
ADIPOQ nas duas origens (BMMSC x ADSC) e duas condigdes de diferenciagdo
(indiferenciada x diferenciada) avaliadas, sdo apresentadas nas figuras 3 I, II, 4 e 5. Observou-
se efeito significativo da interagdo entre origem e condi¢do de diferenciagdo sobre a expressao
dos genes OTX (p=0,0205), BMP2 (p=0,0467), COLII (p=<0,0001), ACCAN (p=0,0006), LPL
(p=0,0001) e ADIPOQ (p=0,0002), com maior expressio (p<0,05) em BMMSCs
indiferenciadas. Apenas a expressdo do gene ACCAN foi maior (p<0,05) em BMMSCs

diferenciadas (Fig 4).

Os genes OTP e IBS ndo apresentaram efeito significativo (p=>0,05) da intera¢do entre origem
e condi¢do de diferenciagdo. Nestes, a expressao génica foi influenciada (p<0,05) somente pelo

fator origem, sendo observada maior expressdao em BMMSCs (Fig 31).

DISCUSSAO

As MSCs desta pesquisa foram coletadas, isoladas e expandidas de forma usual, conforme
amplamente descrito na literatura especializada [27,28] Quando em cultivo, tanto as BMMSC:s,
quanto ADSCs comportaram-se como esperado, exibindo aderéncia a superficie de cultivo,
capacidade proliferativa e manutencdo de fen6tipo, conforme também demonstrado em estudos
anteriores [29,30]. Independente da origem de isolamento (medula dssea ou tecido adiposo
subcutaneo) o fenotipo celular observado foi o mesmo. Inicialmente apresentando-se com
morfologia fusiforme e, posteriormente, assumindo caracteristicas fibroblastoides (Fig 1A e 2).
Tal observagdo reitera a principal hipotese atual para a origem das MSCs, haja visto que
pericitos sdo células mesenquimais e, portanto, com morfologia similar a células musculares e

endoteliais [31,32] tal qual observado na morfologia das MSCs desta pesquisa.
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A manutencdo da capacidade proliferativa, mensurada neste estudo por meio do ensaio de
Scratch Wound Healing, foi observada tanto nas BMMSCs e ADSCs, sem diferencas entre
ambas. Embora as BMMSCs tenham exibido capacidade proliferativa e migratoria
discretamente maior que as ADSCs (Fig 2), ambas colonizaram a area de falha em 72 horas.
Esta capacidade inerente de migracdo e colonizagdo de nichos adjacentes j4 havia sido
demonstrada anteriormente e constitui-se numa caracteristica descrita para MSCs in vitro e in

vivo [33].

Atualmente acredita-se que, in vivo, as MSCs podem ser induzidas a desprenderem-se da regido
periendotelial e a migrarem para o tecido adjacente por estimulos mecanicos e/ou quimicos [12,
13]. Sucintamente, de forma geral, segundo estes autores, fatores mecanicos como tensao e
alongamento tecidual ciclicos, estimulam as vias de sinalizagdo enzimatica da 'quinase de
adesdo focal” e de "sinalizagdo extracelular regulada por sinal” (FAK-ERK1/2). Estas induzem
a reducdo do citoesqueleto de actina e, consequentemente, a rigidez celular, favorecendo sua
migragdo. Além disso, também estimulam a liberagdo da quimiocina pleiotropica "fator 1 de
células estromais” (SDF-1) pelas células endoteliais e tecidos adjacentes. Como as MSCs
expressam niveis variados do receptor CXCR4, cognato ao SDF-1, conseguem migrar através
do endotélio para os tecidos alvo. Analogamente, os fatores de crescimento de fibroblastos
(bFGF), endotelial vascular (VEGF), de hepatdcitos (HGF), semelhante a insulina-1 (IGF-1),
derivado de plaquetas (PDGF), crescimento transformador fator f1 (TGF-B1), dentre outros,
secretados pelo nicho adjacente, podem induzir superexpressio de receptores CXCR4 e
favorecer a quimiotaxia de MSCs em dire¢do ao gradiente de SDF-1 liberado pelos tecidos

lesionados [34,35].

Sob condigdes in vitro, a capacidade de proliferacao e migragdo celular podem ser avaliada pelo
tratamento prévio da cultura celular com SDF-1 e/ou fatores de crescimento, induzindo

superexpressdo de CXCR4 [36]. Contudo, a proliferagdo celular e migracdo in vitro também
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podem ser observadas sem nenhum tratamento prévio [37]. Como células perissinusoidais,
musculares lisas vasculares e algumas células hematopoiéticas também podem responder
positivamente ao tratamento com SDF-1 e fatores de crescimento [33], optou-se por ndo utilizar
nenhum indutor de proliferacdo e migracdo celular nas culturas. Assim, demonstramos que
constituem-se apenas de MSCs, bem como o potencial idiossincrasico das mesmas para

preencher o local de falha no teste de Scratch Wound Healing.

As BMMSCs e ADSCs exibiram o mesmo imunofenétipo, com intensidades de expressao
semelhantes, reiterando a pureza da cultura analisada. Ambas as linhagens exibiram expressao
CD90+ e CDI105+, com CD14- e CD45- (Fig 1 B-H). Este ¢ um perfil imunofenotipico
comumente descrito em estudos com linhagens de MSCs de murinos [38], roedores silvestres

[25, 39], animais domésticos [40,41] ¢ humanos [42].

Até o momento, ndo foram descritos marcadores especificos para MSCs. Uma das dificuldades
para o estabelecimento de marcadores especificos de MSCs s3o as possiveis mudancas
fenotipicas que podem ocorrer a partir do momento em que as MSCs sdo coletadas do seu nicho
microanatdmico in vivo e submetidas a cultivo in vitro em microambiente artificial. Durante
este processo, € possivel que marcadores constitutivos expressos in situ deixem de ser expressos
in vitro e/ou que sejam expressos marcadores ndo constitutivos quando em condig@o de cultivo
[15, 20]. A propria matriz extracelular pode induzir alteragdes no imunofenétipo de MSCs. Nao
obstante, diversos trabalhos contemporaneos, utilizando metodologias de cultivo distintas, tem
demonstrado diferentes perfis imunofenotipicos, tanto em variedade de marcadores, quanto em
intensidade de expressao [43—46]. Por este motivo, a Sociedade Internacional de terapia Celular
(ISCT) propos critérios minimos para a identificacdo de linhagens de MSCs, como BMMSCs
e ADSC, por exemplo [11]. Segundo a ISCT, culturas de MSC devem expressar CD105, CD90

e CD73 e ndo expressar CD45, CD34, CD14, CDI11b, CD79a, CD19 e HLA-DR [11].
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O CD90 ou antigeno de diferenciag@o timocito 1 (Thy-1) ¢ uma proteina de superficie celular
expressa por diversas linhagens de células-tronco, bem como por timocitos, células T,
neurdnios, células ‘natural killers” (NK), células endoteliais, dentre outras [47,48]. E
considerado como um relevante marcador de pluripoténcia, quando associado ao CD34 e de
multipoténcia, isoladamente [49,50]. O CD105 ¢ uma endoglina, uma proteina transmembranar
componente do receptor do fator transformador de crescimento-f3 (TGFBR). A superexpressao
do CD105 tem sido demonstrada em células endoteliais vasculares humanas e animais,
sobretudo em tecidos inflamados em processo de neovascularizacdo [51]. Como ambos
marcadores, CD90 e CD105 sdo expressos por células endoteliais, parece-nos evidente que,
baseado no silogismo que as MSCs poderiam representar um fenotipo de células pericito [1],
as BMMSCs e ADSCs os expressariam em niveis significativos, tal qual foi demonstrado neste

estudo (Fig 1).

Por outro lado, 0 CD14 ¢ uma glicoproteina expressa na membrana de leucdcitos e células ndo
mieloides, podendo ser encontrada tanto na membrana plasmatica ancorada por
glicosilfosfatidilinositol (GPI), como na forma soluvel no espago extracelular [52]. O CDA45 ¢
uma proteina tirosina fosfatase, receptor tipo C, também conhecida como PTPRC ou antigeno
comum leucocitario. E expresso em varias isoformas em todas as células hematopoiéticas
diferenciadas [53]. A auséncia de expressio de CD14 e CD45 nas BMMSCs e ADSCs
cultivadas nesse estudo ¢ uma evidéncia que ndo havia contaminantes celulares nas culturas

analisadas.

Com relacdo a inducdo de plasticidade in vitro, as BMMSCs e ADSCs exibiram a mesma
caracteristica de resposta positiva para as colora¢des Alizarin Red S, Alcian Blue e Oil Red O,
apos cultivo em meio indutor de diferenciacdo (Fig 3a,b, 4a,b, 5a,b). Este resultado indica a
aparente capacidade das BMMSCs e ADSCs produzirem, in vitro, matriz extracelular rica em

calcio, proteoglicanos, além de vactolos intracitoplasmaticos de lipideos, respectivamente.
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Alguns trabalhos contemporaneos utilizando linhagens de MSCs humanas e animais, de
diferentes nichos anatomicos, tem descrito resultados idénticos, sob as mesmas condigdes [54—
56]. Muitos destes, utilizaram o mesmo meio indutor de diferenciacdo adotado neste estudo
[57,58]. Tal fato demonstra que o ensaio de diferenciacdo in vitro, ainda que utilizando meios
de indu¢do comerciais, ¢ eficaz em induzir os trés fendtipos mesenquimais basicos osteogénico,
adipogénico e condrogénico, em BMMSCs e ADSCs. Contudo, tal observacao ¢ insuficiente
para se afirmar que houve diferenciacdo ou transdiferenciagdo celular, conforme ja postulado

anteriormente [19].

Analisando-se os ensaios de diferenciacdo isoladamente, sabe-se que a reagdo positiva da
coloracdo Alizarin Red S nao permite distingdo entre calcificacdo distrofica, induzida por
células em processo de necrose ou apoptose, e calcificacdo vidvel da mineralizacdo ativa da
matriz extracelular [59]. Além disso, células indiferenciadas, incluso células endoteliais em
processo de diferenciacdo, dentre outras, produzem a enzima fosfatase alcalina (FA). Esta
enzima cliva o B-glicerolfosfato, componente de todo meio de indugdo osteogénica, elevando a
concentracdo de fosfato no meio de cultivo e, por seguinte, precipitando o fosfato de célcio e
induzindo reacdo positiva a coloragdo Alizarin Red S [59]. Contudo, a matriz extracelular
formada ndo se constitui de hidroxiapatita [60]. Tais ressalvas, infelizmente, ndo sdo
consideradas pela ISCT para demonstragdo de plasticidade em MSCs, até o momento. Tal
condi¢do poderd, inadvertidamente, induzir interpretagdo equivocada do pesquisador que
populagdes de BMMSCs ou ADSCs, por exemplo, exibem diferenciacdo osteoblastica in vitro,

baseando-se apenas na reagdo de coloracdo por Alizarin Red S.

Além disso, fibroblastos maduros tratados in vitro com o fator de transcricdo da proteina
morfogenética 6ssea (BMP) exibem fendtipo osteogénico temporario com produgao de fosfatos
de calcio, mas sdo incapazes de originar outros osteoblastos, manterem-se como osteoblastos e

produzirem matriz mineralizada de hidroxiapatita [61].
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Ciente de tais limita¢des, o presente trabalho se propds também a avaliar a expressao génica de
quatro marcadores de diferenciacdo osteogénica comumente referidos na literatura

especializada [19,46].

A OTP, também conhecida como sialoproteina 1 (BSP-1 ou BNSP) ou fosfoproteina secretada
1 (SPP1), ¢ uma proteina O-glicosil fosfato (glicoproteina composta por oligossacarideos),
secretada principalmente por osteoblastos, constituindo-se numa proteina estrutural extracelular
do tecido 6sseo [62]. Portanto, a OTP ¢ um componente organico do tecido 6sseo [63]. Dentre
suas a¢des, favorece a remodelacdo Ossea e fixagdo de osteoclastos na matriz mineralizada. A
IBS, também denominada sialoproteina 2 ou sialoproteina de ligag@o celular, ¢ uma proteina de
ligacdo de integrinas que constitui-se num componente extracelular 6sseo [64]. Exerce acdes
locais de nucleagdo para a formacdo de cristais de hidroxiapatita, modulando a orientagdo e
deposicao da mesma ao longo das fibras de colageno dentro da matriz extracelular dssea em
formag¢do [65]. Dessa forma, também comporta-se como um marcador especifico de
diferenciagdo de osteoblastos [46]. Além disso, atua como fator de ligacao celular, contribuindo
com a sinalizag@o na resposta de diferenciacdo tecidual, o que lhe atribui carater pleiotropico
[66]. A expressdao dos genes da OTP e IBS ¢ comumente referida como uma “assinatura

osteogénica, tipica de osteoblastos [46, 63].

Nao obstante, nas condi¢des desse estudo, a expressao dos genes da OTP e IBS foram
significativamente maiores nas BMMSCs que nas ADSCs (Fig 31), indicando que a origem
(fator 1) exerceu efeito significativo (p<0,05) na intensidade de expressdo desses genes. Este
resultado sugere que, para a expressdo dos genes da OTP e IBS, pode haver um
comprometimento da populagdo de MSC com o seu nicho tecidual de origem, tal qual discutido
e proposto em publicagdes anteriores [26, 67]. Nestas, elencou-se a possibilidade das MSCs
serem células progenitoras indiferenciadas, com comprometimento intrinseco e especifico para

o seu nicho tecidual. Como ha uma intima relacdo embrionaria entre o desenvolvimento do 0sso
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e da medula Ossea, a qual persiste na fase pods-natal, com a manutencdo de células
osteoprogenitoras mesenquimais no periosteo e endosteo [26], seria esperado, como
demonstrado nesta pesquisa, que as BMMSCs apresentassem maior comprometimento

osteogénico que as ADSCs, devido a natureza do tecido de coleta.

Contudo, sendo a expressao génica da OTP e IBS consideradas uma “assinatura osteogénica”
[46, 63], seria esperado também que houvesse maior expressao desses genes entre as BMMSCs
diferenciadas em osteoblastos, produzindo matriz extracelular mineralizada rica em fosfatos
estaveis como a hidroxiapatita, por exemplo. Mas esta condi¢ao ndo foi observada neste estudo
(Fig 31). A expressao dos genes da OTP e IBS ndo foi influenciada (p>0,05) pelo fator condi¢ao
de diferenciacdo, o que sugere que provavelmente a inducdo de diferenciagdo osteogénica in
vitro observada nesse estudo ndo propiciou uma diferenciagdo ou transdiferenciacdo real das
BMMSCs em osteoblastos funcionais. Esta possibilidade ja havia sido problematizada
previamente por um grupo de pesquisadores [68]. Segundo estes autores, ha trés origens de
desenvolvimento dsseo embriondrio, a crista neural, o0 mesoderma paraxial e o mesoderma da
placa lateral somatica. Um osteoblasto verdadeiro devera ter a capacidade de originar diferentes
tipos de tecidos Osseos, apresentando uma expressdo génica tipicamente osteoblastica

representada por elevados niveis de OTP e IBS [46].

Dessa forma, os resultados desse estudo permitem-nos a inferéncia que as BMMSCs
possivelmente ndo sejam células-tronco verdadeiras, ja que ndo foi possivel demonstrar, pela
metodologia adotada, sua diferenciacdo osteoblastica, conforme postulado por outros autores
[1, 69]. Como possiveis fenotipos de pericitos, as BMMSCs ndo deveriam ter a capacidade de
diferenciagdo ou transdiferenciagdo osteoblastica, mas apenas modular a resposta de
osteoblastos maduros ou imaturos do tecido alvo para a diferenciacdo osteogénica [59]. Tal
provavel capacidade de modulagdo ¢ sugerida neste estudo pela demonstracdo das expressdes

dos genes das sialoproteinas OTP e IBS em BMMSCs indiferenciadas, sua condi¢do natural
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quando isolada do tecido (Fig 3I). Possuindo as sialoproteinas, como a IBS, fun¢ao pleiotropica,
exibindo a capacidade de contribuir com a sinaliza¢do na resposta de diferenciagdo tecidual
[66], tal expressdo génica pode ser interpretada como uma sinalizagdo modulatoria pro-
osteogénica. Talvez, esta nova perspectiva do comportamento in vitro das MSCs possa
contribuir para elucidar porque algumas descri¢des de tratamentos pré-clinicos em tecido dsseo

apresentam resultados exitosos [70,71] e outros ndo [72,73].

O OSTERIX (OTX) ¢ um fator de transcrigdo, também denominado fator sp7, que atua como
efetor na maturacdo 6ssea [74]. Nesta, interage com o fator nuclear de células T ativadas
(NFAT), formando um complexo que potencializa a formagao dssea mediada por osteoblastos
[46]. Além disso, também atua diretamente como fator de diferenciacdo osteoblastica. Por este
motivo, sua expressdo ¢ elevada em células osteoblasticas imaturas [8]. A proteina
morfogenética 6ssea (BMP) 2 ¢ um metaboldgeno reconhecido como fator de crescimento e/ou
citocina, produzida por células osteoprogenitoras, osteoblastos, plaquetas, condrocitos e células
endoteliais [75]. As BMPs, de forma geral (BMP2 a BMP7), pertencem a superfamilia de
proteinas do TGF-B e possuem afinidade com receptores transmembrana de serina-treonina
quinase (BMPRs) [76]. A interagdo das BMPs e seu receptor induz a ativacdo de proteinas
transdutoras de sinais de BMPRs, as quais participam da producdo de RNA mensageiro
(mRNA) para o desenvolvimento do sistema Osseo pos-natal [77]. Dessa forma, a BMP2

também comporta-se como um fator de transcri¢do, precursor da osteogénese [78].

Corroborando a esta premissa, as BMMSCs desse estudo exibiram maior expressao (p<0,05)
dos genes do OTX e da BMP2 que as ADSCs, reiterando a hipotese do provavel
comprometimento da populagdo de MSC com o seu nicho tecidual de origem [26, 77]. Sendo
considerados como fatores precursores da osteogénese, era esperada identificagdo da maior

expressdo de ambos em BMMSCs indiferenciadas, tal qual demonstrado neste estudo (Fig 31I).
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A BMP2 ainda estimula a expressdo de OTX [79], tal qual também foi evidenciado nas

BMMSCs indiferenciadas desse estudo.

Este resultado sugere que as BMMSCs in vitro, sob estimulos indutores de diferenciagdo, sao
capazes de expressar genes de fatores de modulagdo de diferenciacdo osteobléstica, como o
OTX e a BMP2. Tal fato reitera a hipotese da acdo imunomodulatéria das MSCs, como provavel
principal atividade biologica dessas células [1]. Contudo, aparentemente a expressao dos genes
do OTX e da BMP2 ndo exerceu efeito autdcrino positivo para o estimulo da expressdo dos
genes da OTP e IBS, caso contrario haveria autoinducdo de diferenciagdo osteoblastica, com

subsequente aumento da expressao desses genes.

Cabe destacar ainda que, pesquisas anteriores ja haviam demonstrado que algumas BMPs, como
a BMP2, sdo potentes osteoindutores, capazes de induzir fendtipo osteogénico até em células
ndo esqueléticas, as quais, jamais produziriam tecido dsseo sob condigdes fisioldgicas [66]. Tal
condi¢do pode ser identificada in vivo na manifestagdo clinica da enfermidade “fibrodisplasia
ossificante progressiva humana”, causada por uma mutacdo no receptor BMPRs, a qual
potencializa a acdo de BMPs, com consequente calcificagdo patoldgica espontinea [80].
Sugere-se que talvez esta agdo osteoindutora da BMP2 tenha contribuido para a reagao positiva
in vitro da coloragdo da matriz extracelular com Alizarin Red S, mas sao necessarios mais

estudos para esclarecer esta hipdtese.

A capacidade osteoindutora das BMPs contribui para as suspeitas que a indugdo de
diferenciagdo osteogénica in vitro em MSCs ndo gere osteoblastos verdadeiros [59]. Tal
suposi¢cdo, a0 menos em parte, pode ser sustentada pelas evidéncias da baixa expressdo dos
genes da OTP e IBS nas BMMSCs diferenciadas desse estudo (Fig 3II). Estes resultados
corroboram com os achados de alguns pesquisadores que investigaram a origem e
comportamento das células formadoras de osteoblastos [59]. Nesta, suscitou-se que ao final do

desenvolvimento Osseo pré-natal, forma-se um novo sistema de células osteoprogenitoras,
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diferente das osteoprogenitoras embriondrias e mais primitivas. Este novo sistema, que se
expandird na fase poOs-natal, representa uma linhagem provavelmente responsavel pela
manutengdo da continuidade fisica e funcional do osso ¢ da cavidade medular [59, 60].
Acredita-se que as BMMSCs componham este sistema. Dessa forma, as BMMSCs, in vivo,
deveriam contribuir com a manuten¢ao de osteoblastos e adipdcitos medulares, atendendo
melhor as necessidades do esqueleto adulto [68]. Estas pesquisas ressaltam ainda que
aumentaram as evidéncias da intima relacdo morfofuncional das BMMSCs com células
endoteliais/pericitos, para a manuten¢do da cavidade medular. Tal observagdo ressalta a
relevancia do nicho local e da relagdo com pericitos para compreender o provavel

comportamento in vivo das BMMSC:s e seu reflexo in vitro.

Desta forma, parece-nos fortemente sugestivo que as BMMSCs desse estudo manifestaram um
comportamento in vitro pro-osteogénico, como elevacdo da expressdo dos genes do OTX,
BMP2, OTP e IBS, demonstrando provavel potencial regulador in vitro da atividade
osteoblastica, sem, contudo, diferenciar-se especificamente em osteoblastos. Tal fato favorece
o questionamento critico da real efetividade de algumas terapias pré-clinicas em tecido 6sseo,

utilizando ADSCs [38].

Com relagdo a diferenciacdo condrogénica, tanto BMMSCs quanto ADSCs exibiram reagdo
positiva a coloracao de Alcian Blue, representando a coloragdo da matriz extracelular composta
por proteoglicanos (Fig 4a,b). Contudo, nao foi identificado a formacgao de pellets celulares de
condrocitos circinados em lacunas de matriz extracelular. Este resultado sugere que a indugao
de diferenciagdo in vitro ndo promoveu diferenciacdo ou transdiferenciagdo de BMSCs e
ADSCs em condrocitos. Estudos anteriores demonstraram que células em apoptose ou em
necrose podem exibir metacromasia com Alcian Blue ou azul de toluidina [59]. Outros corantes

indicados para a diferenciacdo condrogénica, como a Safranina O, por exemplo, apresentam
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reagdo cruzada positiva para a presenca de DNA, comprometendo a interpretagdo da reagdo de

coloragdo da matriz extracelular [59].

A avaliacdo da expressdo de dois dos principais genes considerados marcadores de
diferenciagdo condrogénica evidenciou maior expressao do gene do colageno tipo II (COL II)
e do gene da proteina central de proteoglicano (ACCAN) (p<0,05) nas BMMSCs que nas
ADSCs (Fig4). O COL II ¢ uma proteina extracelular produzida por células condroprogenitoras
e condrdcitos maduros, sendo um dos componentes fundamentais da cartilagem hialina e
cartilagem elastica [19]. E um marcador especifico da condrogénese, sendo sua maior expressao
nos condrodcitos que nas células condroprogenitoras [81]. Por outro lado, a ACCAN, também
conhecida como "proteina do nucleo proteoglicano especifico da cartilagem” ou ’sulfato de
condroitina proteoglicano 1” ¢ uma proteoglicana agregante produzida por condrocitos, sendo
o principal integrante da matriz extracelular do tecido cartilaginoso [82]. A maior expressdo de
COL II nas BMMSCs que ADSCs desse estudo sugere o provavel comprometimento da
populacao de MSCs com o seu nicho tecidual de origem, ja que a condrogénese possui intima
relacdo com a osteogénese [46]. Esta relagdo estd representada na origem embrionaria
compartilhada entre condroblastos e osteoblastos, a crista neural, o mesoderma paraxial e
mesoderma lateral [83]. Por seguinte, tal observagdo permite-nos uma ilagao relevante para ser
investigada. Como existem trés sitios embriondrios distintos para a formagdo tanto de
cartilagem, quanto de osso, tal auséncia de uma origem embriondria Unica para as diferentes
linhagens condrogénicas e osteogénicas, torna improvavel a existéncia de uma MSC comum a
todos os tecidos conjuntivos. Tal conjectura excede os objetivos de investigacdo do presente
estudo, mas como amplia as possibilidades de estabelecimento futuro de novas linhas de

pesquisa, tal hipotese ndo poderia ser negligenciada durante a analise dos dados desta pesquisa.

Contudo, identificou-se maior expressao do gene do COL II em BMMSCs indiferenciadas.

Pesquisas anteriores ja haviam estabelecido maior expressdo desse gene em células
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condroprogenitoras [81,84]. Dessa forma, hd evidéncia consistente que as BMMSCs
apresentaram maior comportamento in vitro pro-condrogénico que as ADSCs. Dada a relagao
morfofuncional estrita entre a condrogénese e a cavidade medular e osso, tal resultado ¢

compreensivel.

Como condrécitos comumente exibem elevada expressdo do gene do COL II, provavelmente,
nas condigdes desse estudo, a baixa expressdo do gene do COL I em BMMSC:s diferenciadas,
sugere que nao houve diferenciacdo ou transdiferencicao verdadeira in vitro. Esta observacao ¢
corroborada pela auséncia de identificagdo de condrocitos circinados em lacunas de matriz
extracelular a avaliagdo microscopica ap0s a realizagdo do ensaio de plasticidade in vitro nesse

estudo (Fig 4a,b).

Contrariamente, as BMMSCs diferenciadas desse estudo apresentaram expressao
significativamente maior (p<0,05) do gene da ACCAN que as BMMSC:s indiferenciadas. Como
o gene do ACCAN ¢ comumente expresso por condrdcitos maduros [82], este resultado poderia
sugerir uma possivel diferenciacdo in vifro em condrécitos. Contudo, ndo foi identificado
fenotipo condrogénico tipico no ensaio de plasticidade in vitro (Fig 4a,b). Como este ndo ¢ um
método fidedigno para demonstragdo, ou ndo, de diferenciagdo de MSCs e o ensaio de
expressdo génica demonstrou que apenas o gene da ACCAN foi expresso em BMMSCs
diferenciadas, ndo € possivel afirmar, com seguranga, se houve diferencia¢do verdadeira in vitro
em condrocitos nas BMMSCs desse estudo. Analisados isoladamente, parece-nos que as
expressoes dos genes do COLL II e da ACCAN comportaram-se de maneira extemporanea,
quando comparados ao padrdo da expressdao dos genes relacionados a osteogénese investigados
nesse estudo. Por isso, a expressdo génica relacionada a condrogénese nas BMMSCs e ADSCs
sera reavaliada futuramente, em continuidade ao presente estudo, de forma ampliada, com a

analise de transcriptoma e dos fatores precursores da condrogénese.



624

625

626

627

628

629

630

631

632

633

634

635

636

637

638

639

640

641

642

643

644

645

646

647

648

53

Com relagdo aos fatores precursores da condrogénese, os resultados desse estudo demonstraram
ainda que, embora a expressio do gene da BMP2 tenha sido maior nas BMMSCs
indiferenciadas, a expressao do gene do COL II ndo aumentou nas BMMSCs diferenciadas (Fig
4). Este resultado sugere que ndo houve influéncia da expressao in vitro do gene da BMP2 sobre
a expressao do gene do COL II. Esta ¢ uma observacao relevante, pois o fator de crescimento
BMP2 ¢ comumente referido na literatura como um indutor condrogénico [76]. Esta condi¢ao
ndo foi observada nesse estudo e sugere-se que, talvez, este fator ndo represente o principal
estimulo condrogénico, conforme foi proposto na literatura especializada [85]. Segundo estes
autores, o fator de transcri¢do SOX 9 parece ser o principal indutor condrogénico in vivo. Este
fator ¢ produzido por células de origem mesenquimal, como células endoteliais e células
precursoras embriondrias da condrogénese, estando intimamente relacionado com a
diferenciagdo de células precursoras de condrocitos. Como ndo foi objetivo do presente estudo
caracterizar molecularmente a condrogénese in vitro, a expressao de SOX 9 nado foi aferida.
Provavelmente, as condigdes de indugao de diferenciagao in vitro neste estudo, ndo favoreceram
a expressao de SOX 9 pelas BMMSC:s isoladas ou as mesmas talvez ndo possuam a capacidade
intrinseca de auto regulagdo para diferenciacdo em condrocitos. Contudo, a possibilidade dessas

hipoteses precisa ser investigada em novos estudos.

Por fim, com relagdo a diferencia¢do adipogénica, ADSCs e BMMSCs exibiram reagdo positiva
a coloragdo com Oil Red, apresentando vacuolos lipidicos intracitoplasmaticos evidentes em
ambas linhagens (Fig 5a,b). Este resultado corrobora com estudos contemporaneos utilizando
ADSCs [86] e BMMSCs [87]. Contudo, em um estudo, foram demonstradas evidéncias que
algumas condi¢des de cultivo podem induzir fendtipo adipogénico transitorio, contestando se
haveria diferenciagdo real em adipdcitos ou ndo [88]. Estes pesquisadores demonstraram que o
nivel elevado de 4cidos graxos de algumas apresentagcdes de soro fetal utilizado, como o

leporino, por exemplo, pode induzir acimulo de lipideos no citosol de linhagens de MSCs, os
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quais serdo corados pelo Oil Red, sem que haja uma diferenciagdo em adipdcitos verdadeiros.
Suscitou-se que este fendmeno seja mediado por ‘receptores proliferadores de peroxissomas’
(PPARSs), presentes nas membranas de diferentes linhagens mesenquimais. Os PPARs podem
ser ativados por acidos graxos livres e induzem a proliferacao de peroxissomas [89]. Este efeito
foi demonstrado inclusive em fibroblastos maduros [88], os quais, sob condig¢des fisioldgicas,

jamais produziriam ou acumulariam lipideos.

Para mitigar tais duvidas, aferiu-se a expressao génica de dois marcadores comumente descritos
para a diferencia¢do adipogénica de MSCs. A ADIPOQ, conhecida como adiponectina, ¢ um
hormdnio proteico secretado exclusivamente pelos adipocitos maduros, considerado um dos
principais marcadores adipogénicos [19]. A LPL ou lipoproteina lipase, ¢ uma enzima
hidrossoltivel expressa por células endoteliais, musculares e do tecido adiposo, com fungdo de
triglicerideo hidrolase e ligante para captacao de lipoproteina mediada por receptor [90]. Logo,
¢ predominantemente expressa em diversas células maduras diferenciadas [91]. Neste estudo,
as BMMSCs expressaram niveis significativamente maiores (p<0,05) dos genes da ADIPOQ e
da LPL que as ADSCs (Fig 5). A maior expressao génica entre BMMSCs pode ser indicativo
de um possivel comprometimento da linhagem com o tecido de origem, conforme discutido
anteriormente para as diferenciagdes osteogénica e condrogénica. Como tanto a medula dssea,
quanto tecido subcutianeo sdo formados por tecido adiposo unilocular e possuem origem
embrionaria no mesénquima derivado do mesoderma, o qual origina células osteoprogenitoras,
parece haver uma relagdo embriondria proxima entre adipogénese e osteogénese [19, 81]. Dessa
forma, como ha mais células indiferenciadas na camada interna do peridsteo e no endosteo [92],
associada anatomicamente a gordura medular, do que no tecido adiposo subcutaneo, no qual
predominam células maduras, era esperado que as BMMSCs apresentassem maior expressao
génica relacionada a adipogénese, que as ADSCs, tal como foi confirmado neste estudo (Fig 5).

Tal hipotese pode ser sustentada, pelo menos em parte, pela descri¢do prévia, in vivo, que a
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gordura unilocular medular de mamiferos ¢ mais resistente a lipdlise que a gordura unilocular
subcutanea. Além disso, a gordura medular ocupa aproximadamente 50% da medula dssea
adulta e tende a expandir-se no espago medular, em detrimento da lipodistrofia induzida pelo
envelhecimento [92], o que sugere que deve existir um componente celular ativo na medula
Ossea com relevante potencial pré-adipogénico. Baseado nos resultados de expressdo in vitro
dos genes da ADIPOQ e da LPL desse estudo, conjectura-se que provavelmente as BMMSCs

contribuam para a manutenc¢do da adipogénese medular pos-natal in vivo.

Contudo, ndo foi identificado aumento da expressdo dos genes da ADIPOQ e da LPL em
BMMSCs diferenciadas (Fig 5). Seria esperado que, se as BMMSCs se diferenciassem em
adipocitos, deveria haver maior expressdo dos genes da ADIPOQ e da LPL apos a inducdo de
diferenciagdo. Contudo, esta condi¢do ndo foi observada. A maior expressdao desses genes em
BMMSCs indiferenciadas pode ser considerado indicativo do potencial pré-adipogénico dessas
células, sem, contudo, diferenciagdo real em adipdcitos. E relevante destacar ainda que o gene
da LPL, in vivo, também ¢ expresso por células endoteliais. Nestas, estd unida a superficie
luminal de capilares ancorada a glicosilfosfatidilinositol (GPIHBP1) [93]. A hipotese que
ADSCs e BMMSCs sejam derivadas de pericitos [9,94], poderia contribuir para explicar porque

estas células indiferenciadas expressaram marcadores tipicos de tecidos adultos.

Em suma, BMMSCs e ADSCs apresentaram, em maior ou menor intensidade, potencial pro
osteogénico, condrogénico e adipogénico. Tais potenciais, na maior parte dos casos, estiveram
vinculados ao tecido de origem de coleta. A comparagdo entre as observacdes de inducdo de
diferenciagdo in vitro com a expressao génica de marcadores de diferenciacdo osteogénico e
adipogénico, respectivamente, permitiu a constatagdo que, nas condi¢des desse estudo, nao
houve diferenciagdo verdadeira para as linhagens osteogénica e adipogénica. Contudo, a
expressao génica relacionada a condrogénese foi considerada inconclusiva, ndo sendo possivel

afirmar, com seguranga, se houve ou ndo diferencia¢do verdadeira.
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CONCLUSAO

O tecido de origem de coleta exerceu efeito sobre a expressdo da maior parte dos marcadores
de diferenciacdo mesenquimal. As BMMSCs indiferenciadas apresentaram maior expressao in
vitro dos genes associados as linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica, mas nao se
evidenciou expressao génica tipica de osteoblastos e adipdcitos em BMMSCs diferenciadas. A
expressao génica relacionada a condrogénese foi considerada inconclusiva, ndo sendo possivel
afirmar, com seguranca, se houve ou ndo diferenciacdo verdadeira. A expressdo tanto de
marcadores considerados fatores de transcri¢cao ou de crescimento indutores de diferenciagao,
denotam o provavel potencial modulador in vitro de BMMSCs e ADSCs para as diferenciagdes

mesenquimais estudadas.
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4. CONSIDERACOES FINAIS
Este ¢ o primeiro trabalho analisando a expressdo génica de linhagens de MSCs

desenvolvido no Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisas com Células-tronco (NUPCelt)
da UFPI. Apesar do seu escopo e delineamento experimental modestos, decorrente das
limitacdes humanas, técnicas, financeiras e do tempo hébil para a conclusdo de uma dissertagao
de mestrado, apresenta relevancia salutar para a histoéria do NUPCelt em seu décimo aniversario

de fundagao.

Nao apenas pelos desafios metodoldgicos inerentes a um novo campo de investigagdo
da biologia das MSCs no NUPCelt, mas principalmente porque os resultados obtidos, apesar
de iniciais e que, indubitavelmente, necessitardo ser revisados e ampliados, questionaram as
crengas e certezas cientificas consolidadas ao longo de uma década por pesquisadores e alunos.

E sinto-me honrada em fazer parte deste momento.

Tais questionamentos traduziram-se inicialmente em sentimentos de exasperacdo e
perplexidade a medida que os resultados, lentamente, foram analisados. Posteriormente,
transformaram-se em motivagdo e orgulho, por propiciar-nos o doce sabor da experiéncia de
constatagdo de uma melhor compreensdo cientifica sobre um fendmeno. Se os nossos dados
estiverem corretos e puderem ser comprovados tanto pela reprodutibilidade dos pares, quanto
pela ampliagdo das varidveis e condi¢des de andlise, seremos obrigados a rever a produgio
bibliografica do NUPCelt acerca do tema. Mas compreendo que esta ¢ justamente a

caracteristica mais apaixonante da produgdo cientifica.

Parafraseando um dos maiores epistemologistas do século XX, Karl Raimund Popper
(Viena, 1902 — Reino Unido, 1994), as teorias devem ser avaliadas por sua capacidade de gerar
novos problemas, perspectivas e ampliar seu conteudo e ndo, em validar nossas convicg¢des
cientificas. Provavelmente as MSCs ndo sejam células-tronco verdadeiras e talvez a indugdo de
diferencia¢do in vitro observada seja um artefato. Mas isto nos permite incontaveis

oportunidades para explorar e depurar esta hipotese.

Por fim, em tempos atuais de descredibilizacdo da ciéncia, esta modesta pesquisa
reiterou a relevancia do gendtipo e do determinismo bioldgico inescapavel, independente do
fenotipo. O que realmente sdo as MSCs ainda ¢ uma 4rea de fronteira do conhecimento. Mas
elas sdo exatamente o que sempre foram, independente da nossa aparente incapacidade, até o

momento, de compreender a sua esséncia.
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Interagao

LPL ADIPOQ coLll ACCAN oTP BMP2 OoTX IBS

Média Média Média Média Média Média Média Média
Adiposo | -0.893%+0.092 -1.286°+0.080 -0.206°+0.342 5.690°+0.175 7.423 £0.340 -1.923°+ 0.070 0.140°+0.158 4.026 +0.189
DIF 0.106°+0.076 0.4733°0.090 1.036° £0.128 5.893°+0.032 7.7066%0.662 -2.196°+0.270 1.006°+0.312 2.946+0.170
Medular | 2.490°+0.199 1.136°£0.543 12.126°+0.852 5.470P +0.284 9.090+0.310 0.4437+0.498 4.506%+0.240 9.186+1.884
DIF 1.55°+0.110 0.176°+0.466 6.9666°+1.076 8.936+0.973 8.296+0.714 -1.440°+1.040 3.216°+1.225 8.453+0.633

Efeitos Principais

Média Média Média Média Média Média Média Média
Origem A -0.393+0.553 -0.406+0.967 0.415%0.719 5.791+0.158 7.565P+0.495 -2.060+0.231 0.573+0.523 3.486°+0.613
M 2.021£0.532 0.656+0.693 9.546+2.956 7.203+2.00 8.693°+0.656 -0.498+1.263 3.861£1.059 8.820°+1.319
Condicdo | 0.798+1.858 -0.075¢1.372 5.960+6.780 5.580+0.243 8.257+0.958 -0.740+1.334 2.323+2.398 6.606°+3.069
DIF 0.830+0.796 0.325+0.341 4.001£3.319 7.415%1.77 8.001°+0.695 -1.818+0.7961 2.111£1.450 5.700°+3.044

Probabilidade

Origem <.0001 0.0010 <.0001 0.0014 0.0067 0.0019 <.0001 <.0001

Condicdo 0.6818 0.0928 0.0014 0.0003 0.4361 0.0136 0.5874 0.1557

<.0001 0.0002 <.0001 0.0006 0.1218 0.0467 0.0205 0.7721




