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relatérios semestrais, de acordo com a Resolugdo do Conselho Nacional de Sadde, n° 466,
de 12 de dezembro de 2012, inciso X.1-3, V|eiro “b". O préximo relatério esta previsto para 17
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Paulo, em reunifo ordindria realizada no dia 19 de fevereiro de 2016 analisou o Projeto de
Pesquisa acima citado, considerando-6 como APROVADO, bem como o seu Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. »
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RESUMO

Gasparoni LM. Osteogénese in vitro a partir de células-tronco da polpa dentaria
humana: papel das metaloproteinases de matriz e seus inibidores [Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Morfofuncionais)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2016.

Perdas Osseas decorrentes de lesdes e traumas tem se tornado um problema de
saude publica em todo o mundo e ainda nao existem substitutos 6sseos ideais para
0 reparo 0sseo. A bioengenharia 6ssea surge como uma nova alternativa as terapias
convencionais e esta baseada em trés pilares: células, biomateriais e moléculas
sinalizadoras. As células-tronco mesenquimais (MSCs) ja foram isoladas de diversos
orgaos e tecidos humanos e as células-tronco da polpa dentaria (DPSCs) tém se
tornado atrativas devido ao seu potencial osteogénico expressivo. Ja se sabe que as
MSCs secretam diversos fatores, moléculas da matriz extracelular (MEC) e vesiculas
extracelulares que carreiam informagdes para a comunicagao celular. A
remodelacio da MEC ocorre pelo balangco entre enzimas proteoliticas
(metaloproteinases de matrizZMMPs), e seus inibidores (TIMPs e RECK) e sao
cruciais em diversos processos celulares. Pouco se sabe sobre a fungdo do eixo
MMPs/TIMPs/RECK na biologia das células-tronco, seja na manutengao do fenétipo
indiferenciado ou na diferenciagdo osteogénica in vitro. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o perfil de expressdo das MMPs/TIMPs/RECK nas DPSCs bem
como durante a indugao da osteogénese in vitro. As DPSCs foram isoladas a partir
de polpas dentéarias saudaveis e expandidas, para a (l) caracterizagdo do fendtipo
mesenquimal (imunofenotipagem, curva de proliferacdo e tempo de dobramento
populacional, viabilidade celular, senescéncia, formagao de colénia, microscopia
eletrbnica de transmissao/MET e indugéo da diferenciagao adipogénica), (Il) perfil de
expressao do Colageno tipo I/Col I, MMPs/TIMPs/RECK por imunofluorescéncia (IF),
(Ill) caracterizagdo dos biomarcadores da osteogénese apos a indugdo da
diferenciacao in vitro por 35 dias (MET, quantificacdo da atividade da fosfatase
alcalina, expressao génica e IF de Col | e mineralizagdo por alizarina vermelha) e
(IV) perfil de expressdo génica e protéica das MMPs/TIMPs/RECK. As DPSCs
apresentaram positividade para os marcadores de superficie celular caracteristicos
de MSCs, alta taxa proliferativa, metabolismo celular adequado ao seu status
celular, potencial clonogénico em baixa densidade, citoplasma contendo
mitocdndrias alongadas e reticulo endoplasmatico rugoso bem como nucleos
definidos e capacidade de diferenciagcao adipogénica. Col I, algumas MMPs, todas
as TIMPs e RECK foram expressos nas DPSCs. Durante a inducédo da osteogénese,
verificamos que transcritos foram modulados positivamente (MMPs -14, -15, -16, -17,
-28, TIMPs -1, -3 e -4), negativamente (MMPs -1, -10, -13 e RECK) ou nao tiveram
diferengca (MMPs -2, -3 e TIMP-2) em relagdo as DPSCs, ja as MMPs -9, -19 e -25
nao foram expressas. Os niveis protéicos das MMPs -2 e -14 foram mais elevados
dos que das DPSCs de 28 a 35 dias, periodos relacionados a fase de mineralizacao.
Desta forma, sugerimos que as MMPs/TIMPs/RECK podem desempenhar
importantes fungdes para a manuteng¢ao do estado indiferenciado das DPSCs bem
como podem atuar em diferentes estagios da diferenciacdo osteblastica e na
mineralizacao in vitro.



Palavras-chave: Células-tronco da polpa dentaria humana. Matriz extracelular.
Metaloproteinases de matriz. Inibidores de metaloproteinases de matriz.
Osteogénese in vitro. Bioengenharia éssea.



ABSTRACT

Gasparoni LM. Osteogenesis in vitro from human dental pulp stem cells: role of
matrix metalloproteinases and their inhibitors. [Master's thesis (Science
Morphofunctional)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sao Paulo; 2016.

Bone loss resulting from injuries and trauma has become a public health problem
worldwide and there are still not ideal bone substitute for bone repair. Bone
bioengineering emerges as a new alternative to conventional therapies and is based
on three pillars: cells, biomaterials and signaling molecules. Mesenchymal stem cells
(MSCs) have been isolated from various human organs and tissues and dental pulp
stem cells (DPSCs) have become attractive due to its significant osteogenic
potential. It is known that MSCs secrete various factors, extracellular matrix
molecules (ECM), and extracellular vesicles that carry information for cellular
communication. The ECM remodeling occurs by the balance between proteolytic
enzymes (matrix metalloproteinases/MMPs) and their inhibitors (TIMPs and RECK)
and are crucial in many cellular processes. Little is known about the function of the
axis MMPs/TIMPs/RECK on the stem cells biology either to maintaining the
undifferentiated phenotype or during osteogenic differentiation in vitro. The objective
of this study was to evaluate the expression profile of MMPs/TIMPs/RECK in DPSCs
and during induction of osteogenesis in vitro. The DPSCs were isolated from healthy
dental pulps and expanded for (i) the characterization of mesenchymal phenotype
(immunophenotyping, proliferation curve and population doubling-time, cell viability,
senescence, colony-forming unit, transmission electron microscopy/TEM and
induction of adipogenic differentiation), (II) expression profile of type | collagen/Col I,
MMPs/TIMPs/RECK by immunofluorescence (IF), (lll) characterization of
osteogenesis biomarkers after induction of differentiation in vitro for 35 days (TEM,
quantification of alkaline phosphatase activity, Col | gene expression and IF and
mineralization by alizarin red) and (IV) gene and protein expression profile of
MMPs/TIMPs/RECK. The DPSCs were positive for cell surface markers
characteristic of MSCs, high proliferative rate, cell metabolism suited to their cell
status, clonogenic potential from low density, cytoplasm containing elongated
mitochondria, well-defined endoplasmic reticulum and typical nuclear morphology
and adipogenic differentiation capacity. Col I, some MMPs, all TIMPs and RECK
were expressed in DPSCs. During induction of osteogenesis, we found that some
transcripts were upregulated (MMPs -14, -15, -16, -17, -28, TIMP-1, -3 and -4),
downregulated (MMPs -1, -10, -13 and RECK) or had no difference (MMPs -2, -3,
and TIMP-2) in relation to DPSCs, however, MMPs -9, -19 and -25 were not
expressed. The protein levels of MMP -2 and -14 were higher than DPSCs from 28 to
35 days, being periods related to the mineralization phase. Taken together, we
suggest that MMPs/TIMPs/RECK may be play important roles for the maintenance of
the undifferentiated state of DPSCs and may act in either several steps of
osteoblastic differentiation and mineralization in vitro.

Keywords: Human dental pulp stem cells. Extracellular matrix. Matrix
metalloproteinases. Inhibitor of matrix metalloproteinases. Osteogenesis in vitro.
Bone bioengineering.
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1 INTRODUGAO

Segundo a Organizagao Mundial da Saude, existem mais de 150 doencgas e
sindromes relacionadas ao aparelho locomotor (Castro-Silva et al., 2012). Cabe
ressaltar que mais de 2,2 milhdes de procedimentos utilizando enxertos 6sseos sao
realizados anualmente em odontologia, neurocirurgia e ortopedia em todo o mundo
(Boeckel et al., 2012). No Brasil, o Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia
(INTO) registrou em 2014, um aumento de 53% em relacdo ao ano anterior, dos
transplantes ésseos que utilizam enxertos (Ministério da Saude, 2014). Na pratica
clinica, o osso autégeno (do préprio paciente) € considerado padrdao-ouro nas
enxertias 6sseas. Todavia, requer dois sitios cirurgicos (doador e receptor), e em
muitos casos, sd0 necessarias grandes quantidades desse tecido, mas sua
disponibilidade é limitada. Existe também a possibilidade de enxertos alégenos
(osso de cadaver da mesma espécie — a partir de um Banco de Osso) ou xenégenos
(osso de espécie diferente), mas ainda ha o risco de transmissdo de doengas e alto
grau de insucesso por reabsorcdo Ossea. Assim, novas alternativas tém sido
buscadas para a geragao de novos tecidos 0sseos.

A Bioengenharia Tecidual € uma area multidisciplinar que se baseia nos
principios da engenharia aplicados as ciéncias da vida a fim de desenvolver
substitutos biolégicos capazes de manter, restaurar ou aprimorar a fungéo de 6rgaos
e tecidos. Esta € composta por trés componentes: células, biomateriais e moléculas
bioativas (Langer et al., 2016). Neste contexto, a Bioengenharia Ossea tem adotado
como estratégia para a geragdo de novos tecidos 6sseos, a utilizacdo de células-
tronco mesenquimais (MSCs) semeadas sobre biomateriais tridimensionais e fatores
osteoindutivos.

Assim, o conhecimento dos mecanismos que controlam as MSCs tanto no
seu estado indiferenciado como durante a osteogénese € crucial para o seu
emprego no reparo e formagao Ossea. Para tanto, a determinagdo do perfil do
secretoma (conjunto de todas as moléculas que sdo secretadas para o meio
extracelular e ancoradas a superficie celular) destas células € um passo importante
para conhecer sua matriz extracelular (componente integral de todos os tecidos
conjuntivos), interagcdes célula-célula, célula-matriz e compreender como ocorre o

controle do seu microambiente. A remodelacdo da MEC ocorre pelo balanco entre
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enzimas proteoliticas (metaloproteinases de matriz — MMPs), e seus inibidores
(TIMPs e RECK) e s&o cruciais em diversos processos celulares. Pouco se sabe
sobre a funcédo do eixo MMPs/TIMPs/RECK na biologia das células-tronco, seja na
manutengcdo do fendtipo indiferenciado ou na diferenciagdo osteogénica in vitro.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfi de expressdo das
MMPs/TIMPs/RECK nas DPSCs bem como durante a indugdo da osteogénese in

vitro.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Células-tronco

As células-tronco (“Stem Cells” — SCs) sao definidas por terem a capacidade
de auto-renovagdo (capacidade de gerar células-filhas indiferenciadas) e de
diferenciagcdo (capacidade de se diferenciar em diferentes tipos de células). As
populacdes de SCs tém sido classificadas de acordo com o seu respectivo potencial
de diferenciacdo em: (l) totipotentes (capazes de gerar todos os tecidos que formam
0 organismo humano, incluindo a placenta e anexos embrionarios), como o zigoto;
(Il) pluripotentes (capazes de formar todos os tecidos que formam o organismo
humano, excluindo a placenta e anexos embrionarios, sendo encontradas somente
na massa interna de embrides na fase de blastocistos — 5 ou 6 dias pds-fertilizagao),
como as células-tronco embrionarias (“Embrionic Stem Cells” — ESCs); e (lll)
multipotentes (com potencial de diferenciagdo limitado a determinados tipos de
células especializadas). As SCs multipotentes podem ser subdivididas em células-
tronco fetais (“‘Fetal Stem Cells” — FSCs), localizadas no fluido e membrana
amnioticos, sangue do cordao umbilical, corddo umbilical propriamente dito e
placenta, e as células-tronco adultas ou somaticas (“Adult Stem Cells” — ASCs), que
podem ser isoladas a partir de tecidos em desenvolvimento ou adultos com origem
ectodérmica, endodérmica ou mesodérmica, tais como as células-tronco
hematopoiéticas (“Hematopoietic Stem Cells” — HSCs) e as células-tronco
mesenquimais (“Mesenchymal Stromal/Stem Cells” — MSCs) (Wu et al., 2016).

Recentemente, foram descobertas as células-tronco pluripotentes induzidas
(“Induced Pluripotent Stem Cells” — iPSCs) através de técnicas de reprogramacgao
celular de células adultas com a superexpressao de determinados fatores de
transcricdo, que possibilitou transdiferenciar uma célula diferenciada em
indiferenciada, resgatando propriedades semelhantes as de ESCs (Takahashi et al.,
2006).

Dentre as diversas populagdes de SCs, vale ressaltar que o uso terapéutico
das ESCs tem sido cada vez mais desencorajado por essas células apresentarem
problemas éticos em diversos paises e por serem conhecidas por sua capacidade

de desenvolver tumores benignos in vivo, chamados teratomas (composto por todos
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os trés folhetos embrionarios). Assim, as ASCs (incluindo as HSCs e MSCs) bem
como as iPSCs tém sido as células mais estudadas para a aplicagdo em terapias

regenerativas (Wu et al., 2016).

2.1.1 Células-tronco mesenquimais

Alexander Maximow e Alexander Friedenstein foram pesquisadores que se
destacaram na hematologia experimental russa e hoje seus méritos séao
reconhecidos em todo o mundo. Maximow postulou a teoria unitaria da
hematopoiese (onde uma unica célula progenitora no mesénquima seria capaz de
gerar outros tipos de células sanguineas) somente décadas mais tarde Friedenstein
e seus colaboradores, reconhecendo a pesquisa de Maximow, isolaram da medula
O0ssea, de forma pioneira, uma populacdo de células distinta das HSCs, com
morfologia fibroblastéide, capazes de se auto-renovar e de se diferenciar em
linhagens mesenquimais (osteoblastos, adipdcitos e condrdcitos) e de reconstruir um
estroma hematopoiético (Friedenstein et al., 1968, 1970, 1974). Essas células foram
chamadas de células-tronco estromais (“Stromal Stem Cells”) (Owen et al., 1988) e
mais tarde a nomenclatura foi adaptada para células-tronco mesenquimais (Caplan,
1991). Devido ao grande crescimento das pesquisas com células mesenquimais e
sua possibilidade de isolamento a partir de todos os tecidos de um organismo, em
2006, a Sociedade Internacional de Terapia Celular adotou a nomenclatura de
células mesenquimais estromais (“Mesenchymal Stromal Cells”) e propds a definicéo
dos critérios minimos para que estas células sejam consideradas MSCs (Dominici et
al., 2006).

As MSCs ja foram isoladas e caracterizadas de diversas regides do corpo
humano, tais como medula éssea (“Bone Marrow Stem Cells” — BMSCs)
(Friedenstein et al., 1966), tecido adiposo (“Adipose Tissue Stem Cells” — ADSCs)
(Zuk et al., 2001), musculo (Williams et al., 1999), figado (Campagnoli et al., 2001),
pulmé&o (Fan et al., 2005), sangue de cordao umbilical (Erices et al., 2000), cordao
umbilical ou geleia de Wharton (Sarugaser et al.,, 2005), fluido e membrana
aminidticos (In 't Anker et al., 2003), coracao (Beltrami et al., 2003), osso trabecular
(Noth et al., 2002), vasos sanguineos (Pasquinelli et al., 2010), sangue periférico
(Zvaifler et al., 2000), derme (Riekstina et al., 2009), dente (Gronthos et al., 2000;
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Miura et al., 2003), fluido e membrana sinovial (De et al., 2001, 2003), periésteo (De
et al., 2001, 2006; Nakahara et al., 1991), cartilagem articular (Dowthwaite et al.,
2004), sangue menstrual (Hida et al., 2008), utero (Gargett et al., 2008), trompa de
falopio (Jazedje et al., 2009) e tecidos fetais (Campagnoli et al., 2001; Miao et al.,
2006).

Embora as MSCs derivadas dos diversos tecidos e 6rgaos compartilhem
propriedades biologicas basicas, existem disparidades substanciais entre elas,
incluindo: (1) diferengas no potencial de expansao sob condi¢des idénticas de cultivo
celular (Kern et al., 2006); (Il) diferengas no potencial de diferenciagao nas linhagens
mesenquimais classicas e (lll) diferencas na expressdo dos marcadores de
superficie celular (Baksh et al., 2007). No entanto, estas possuem vantagens e
desvantagens. Por exemplo, as BMSCs sao as melhores caracterizadas e
estudadas, sendo, atualmente, o padrao-ouro para as MSCs. Contudo, a coleta é
dolorosa, invasiva, possui baixo rendimento e a pung¢dao de medula Ossea é,

geralmente, destinada aos bancos de medula para transplante.

2.1.2 Células-tronco dentais

No inicio dos anos 2000, as células-tronco dentais (“Dental Stem Cells” —
DSCs) foram isoladas e caracterizadas em humanos e, at¢é o momento, cinco
populacdes de MSCs distintas foram categorizadas: (I) durante o desenvolvimento
dentario: no foliculo dentario (“Dental Follicle Stem Cells” — DFSCs) (d'Aquino et al.,
2011; Morsczeck et al., 2005) e na papila apical (“Stem Cells from Apical Papilla” —
SCAPs) (Sonoyama et al., 2006, 2008); (Il) no individuo adulto: no ligamento
periodontal (“Periodontal Ligament Stem Cells” — PDLSCs) (Seo et al., 2004), na
polpa dentaria de dentes deciduos (“Stem Cells from Exfoliated Deciduos Teeth” —
SHEDSs) (Miura et al., 2003), na polpa dentaria de dentes permanentes (“Dental Pulp
Stem Cells” — DPSCs) (Gronthos et al., 2000) (Figura 1). Dentre elas, as DPSCs tém
se mostrado promissoras para uso clinico devido a sua facil obtengcdo e sua
capacidade de se diferenciar em diversas linhagens celulares (Hilkens et al., 2013;
Masthan et al., 2013; Stanko et al., 2013).
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Torna-se evidente que as diferentes populagcoes de DSCs, também possuem
diferencas no potencial de expansido, de multi-diferenciacdo e na expressdo dos

marcadores de superficie celular (Chen et al., 2012).

Figura 1 — Células-tronco dentais

PDLSC SCAP  DFPC

Representagédo esquematica das cinco populagdes de células-tronco dentais identificadas. Fonte:
Bojic et al. (2014).

2.1.2.1 Células-tronco da polpa dentaria (DPSCs)

A polpa dentaria € um tecido dentario ndo-mineralizado composto de tecido
conjuntivo frouxo, povoada por sangue, vasos sanguineos € nervos que ocupam a
parte central da cavidade pulpar de todos os dentes. As DPSCs sao células-tronco
derivadas do ectomesénquima, originarias da migragao das células da crista neural
e possuem propriedades mesenquimais, tais como morfologia fibroblastoide,
aderéncia a superficie de cultivo celular e formacao de colbnias in vitro. Muito tem se
estudado sobre a localizagao destas células na polpa, ou seja, o seu nicho tecidual.
Até o momento, parece haver um consenso de que 0 nicho perivascular seja a
principal fonte destas células, mas ha a possibilidade delas serem encontradas em
nichos perineurais (Zhang et al., 2016).

As DPSCs apresentam maior taxa proliferativa, formacdo de colonias,
potencial clonogénico e de mineralizagdo em relagcdo as BMSCs. Elas possuem
como marcadores de superficie celular: CD29, CD44, CD59, CD73, CD90, CD146,
STRO-1 e ndo expressam os marcadores hematopoiéticos: CD34, CD45, CD11b. As

DPSCs tém sido empregadas para a regeneragao de diversos 6rgaos, tais como
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pancreas, dente, osso, coragao, tecido ocular e nervoso (Ledesma-Martinez et al.,
2016; Mead et al., 2016; Nuti et al., 2016).

2.2 Microambiente

Virtualmente, as MSCs podem residir em locais especificos de todos os
tecidos, chamados nichos teciduais, sendo entdo, potencialmente isoladas. Com
isso, elas tém sido elencadas como promissoras para a regeneragao tecidual devido
a possibilidade de migrarem para os locais de injuria tecidual, de se diferenciarem e,
ainda, por modularem a resposta imune in vivo. No entanto, diversos estudos tém
demonstrado que poucas MSCs sao encontradas nos tecidos lesionados, mas suas
propriedades no reparo tecidual podem estar relacionadas a secrecido de moléculas
com efeitos paracrinos. Neste contexto, o conhecimento do Secretoma celular se faz
decisivo para a compreensdo do microambiente gerado por estas células e seu
potencial terapéutico. Ja se sabe que as MSCs secretam diversas citocinas, fatores
de crescimento, fatores soluveis, moléculas da matriz extracelular (MEC) e vesiculas
extracelulares que carreiam informacgdes (diversos tipos de RNA, proteinas, lipideos,
etc) diversas para a comunicagao celular (Koniusz et al., 2016).

No que diz respeito aos processos de manutencdo das propriedades de
indiferenciacao destas células no seu nicho tecidual ou para o seu comprometimento
e diferenciacdo em uma linhagem especifica, a MEC é um componente-chave. Em
funcao disso, muitos biomateriais tém sido desenvolvidos para diversas aplicacdes
em Bioengenharia Tecidual para mimetizar a MEC do tecido correspondente
(Hinderer et al., 2016). Nao somente a composicdo da MEC, como também suas
propriedades biofisicas (rigidez, stress mecanico, porosidade, etc) e as interagbes
célula-MEC modulam a diferenciagao celular (Kim et al., 2016; Kshitiz et al., 2012;
Ravindran et al., 2015; Reilly et al., 2010; Tatullo et al., 2016; Tse et al., 2011;
Vincent et al., 2013). Dada essa importancia, criou-se uma plataforma on-line
chamada “Projeto Matrissoma” que compila os dados in silico e in vivo dos
componentes da MEC bem como os genes relacionados (Naba et al., 2016).

A remodelagdo da MEC ocorre pelo balango entre a acdo de enzimas
proteoliticas, denominadas metaloproteinases de matriz (“Matrix Metalloproteinases”

— MMPs), de seus inibidores teciduais (“Tissue Inhibitors of Matrix
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Metalloproteinases” — TIMPs) e de seu inibidor ancorado a membrana celular
(“Reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal motifs” — RECK). A maioria das
MMPs ocupa um papel central em condigdes fisiolégicas normais (tais como
diferenciacdo de células-tronco, proliferacdo, mobilidade celular, remodelacao,
cicatrizagao, angiogénese e apoptose) (Malemud, 2006; Mannello et al., 2005, 2006)
e a perda do balanco entre as MMPs e seus inibidores tem implicado em varias
condigdes patoldgicas (tais como invasao tumoral, fibrose, etc) através de diferentes
mecanismos, principalmente ligados a destruicdo tecidual e alteragdo da
composicao da MEC (Gialeli et al., 2011; Kessenbrock et al., 2010; Malemud, 2006).

As MMPs representam a familia de enzimas responsaveis pela clivagem de
todos os componentes da MEC, sendo as unicas capazes de clivar colagenos
fibrilares (Curran et al., 1999). Tradicionalmente, a fungao biolégica das MMPs tem
sido associada a degradacao e turnover da maioria dos componentes da MEC. Este
equivoco funcional tem sido utilizado por anos para explicar o envolvimento das
MMPs nos processos de desenvolvimento, homeostase e doencas, levando a
utilizacdo de inibidores de MMPs em testes clinicos para o tratamento do cancer
sem sucesso, levantando a questao se elas realmente podem ser alvos terapéuticos.
Recentes pesquisas utilizando estudos de degradémica e protebmica em modelos
de animais knockout para as MMPs tém mudado o dogma sobre as MMPs,
mostrando que elas podem ter fungdes dubias, tanto protetoras quanto deletérias
para os tecidos dependendo do processo biolégico envolvido (Pulkoski-Gross, 2015;
Schlage et al., 2015).

As MMPs tiveram seus alvos proteoliticos especificos ampliados, incluindo
outras moléculas da superficie celular e proteinas pericelulares nao relacionadas a
MEC, atuando assim na regulagdo do comportamento celular em varias vias,
principalmente ao nivel da sinalizacdo celular. Estas incluem outras proteinases,
substratos intracelulares, inibidores de proteinases, moléculas quimiotaticas, fatores
de crescimento latentes (pro-TGF-3, entre outros), proteinas ligadas a fatores de
crescimento, receptores ancorados a membrana plasmatica (integrinas, CD44, etc) e
moléculas de adesao célula-célula e célula-MEC, assim gerando moléculas bioativas
(matriquinas) (Bauvois, 2012; Butler et al., 2009; Lopez-Otin et al., 2009; Mannello et
al., 2012; Rodriguez et al., 2010; Wells et al. 2015).
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2.2.1 Metaloproteinases de matriz

As MMPs de mamiferos s&o classificadas como soluveis e insoluveis
(“Membrane-Type MMP” — MT-MMP), que apresentam um dominio de ancoramento
a membrana plasmatica. Ja foram identificados 26 genes de MMPs em humanos,
sendo nomeadas em ordem cronolégica de descobrimento ou agrupadas em fungao
da similaridade da estrutura e substrato (Quadro 1). Elas s&o produzidas como pré-
enzimas ou zimogénio. As MMPs que sao secretadas para a MEC s&o exportadas
como pro-MMPs e ativadas extracelularmente por outras MMPs ativas ou outras
enzimas, enquanto que as MMPs ancoradas a membrana plasmatica sao ativadas
intracelularmente no complexo de Golgi e ja estdo ativas quando incorporadas a
membrana celular (Figura 2) (Paiva, Granjeiro, 2014).

A subfamilia das MT-MMPs é compreendida por seis membros, sendo que as
MMP-14, MMP-15, MMP-16 ¢ MMP-24 (MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP e MT5-
MMP, respectivamente) sdo ancoradas a membrana celular por um dominio
hidrofébico transmembrana do tipo |, seguido de uma cauda citossdlica que interage
com proteinas intracelulares relacionadas a varias vias de sinalizagdo e, ainda,
possuem uma conformagdo diferente do sitio catalitico (“MT-loop”), outra
caracteristica que as difere das demais MMPs. Enquanto que as MMP-17 e MMP-25
(MT4-MMP e MT6-MMP, respectivamente) n&o apresentam o dominio
transmembrana, a cauda citossdlica e nem o “MT-loop”, mas sao ancoradas a face
extracelular da membrana celular via ancora GPI (glicosilfosfatidilinositol) e
apresentam uma regiao adicional (“stem” ou “stalk”), entre o0 dominio hemopexina e
a ancora GPI, contendo de 2 a 3 cisteinas que proporcionam a formacao de pontes
dissulfeto, promovendo a homodimerizagao destas enzimas na superficie celular,
sugerindo que estas enzimas apresentam um conjunto de fun¢des bem distinto das
demais MMPs (Itoh, 2015).

As MT-MMPs desempenham um papel importante na ativacdo de pr6-MMPs

secretadas para a MEC.



37

Quadro 1 — Classificagédo das MMPs e seus respectivos substratos conhecidos

Formas
Grupo MMP Nome latente e Substratos
Ativa (kDa)
Colagenases 1 Colagenase Intersticial, Colagenase Fibroblastica, Colagenase 55/45 Col I, II, 1, VII, VIII, X, gelatina, agrecana, versicana, perlecana, fibronectina, ligante de proteina, caseina, a2-M, ovostatina,
Tecidual ou Colagenase-1 nidogénio, pré-TNF-q, L-selectina, a1-Pl, PZP, IGFBP-3, pré-IL-183 e IL-18, MCP-3, SDF-1.
8 Colagenase Neutrofilica, Colagenase de Neutrdfilo 75/58 Col I, 1L, 1, V, VII, VIII, X, gelatina, agrecana, a1-Pl, antiplasmina-a2, fibronectina, receptor de protease ativada 1.
13 Polimorfonuclear, Colagenase Granulocitica ou Colagenase-2 60/48 Col I, II, 1l e IV, XVIII, gelatina, PAI-2, agrecana, perlecana, laminina, elastina, tenascina, fibrilina, fibronectina, osteonectina,
Colagenase-3 MCP-3, SDF-1.
Gelatinases 2 Gelatinase A, Gelatinase Neutrofilica ou Colagenases tipo IV de 72/66 Col I, 11, 11, IV, V, VII, X, XI, XIV, XVIIl, Gelatina tipo |, Decorina, Elastina, Entactina/Nidogénio, Fibrilina, Fibrina, Fibrinogénio,
72 kDa Fibronectina, Fibulina, Laminina-5 (y2), Plasminogénio, Tenascina, Vitronectina, Agrecana, Versicana, Mielina Basica,
Osteonectina, Amelogenina, Condroitina sulfato, IGFBP-3, Pro-IL-1B, IL-1B, IL-8, Pro-TGF-B, Pro-TNF-a, ligante de Proteina,
Substancia P, C1q, a1-AC, a1-PI, receptor 1 de FGF, MCP-3, SDF-1, adrenomodulina, endotelina grande, LTBP1, Galactina-3.
Col 11, IV, V, VII, X, XI, XIV e XVIII, Gelatina tipo |, Caseina, Decorina, Elastina, Fibrilina, Fibrina, Fibrinogénio, Plasminogénio,
9 Gelatinase B ou Colagenase tipo IV de 92 kDa 92/86 Vitronectina, Agrecana, Versicana, Entactina/Nidogénio, ICAM-1, Galactina-3 , Mielina basica, Osteonectina, Pré-IL-18, IL-1B,
IL-2Ra, Pré-TGF-B, Pro-TNF-q, ligante de Proteina, Proteina P, C1q, a1-Pl,a2-M, MCP-2, SDF-1, LTBP1.
Estromelisinas 3 Estromelisina-1, Transina-1, Proteoglicanase ou Proteina 57145 Col I, IV, IX, X, XVIIl, gelatina, agrecana, versicana, decorina, perlecana, fibrilina, nidogénio, fibronectina, laminina, elastina,
Ativadora de Pré-colagenase plasminogénio, caseina, fibrinogénio, antitrombina-Ill, a2-M, ovostatina, a1-PI, pr6-TNF, IGFBP-3, E-caderina, osteonectina,
pro-IL-18, MCP-3, SDF-1.
10 Estromelisina-2 ou Transina-2 57/44 Col I, IV, V, gelatina, caseina, agrecana, elastina, proteina link, fibronectina.
11 Estromelisina-3 51/44 Laminina, fibronectina, gelatina, a1-PI, IGF, IGFBP-1.

MMPs Tipo de 14 MT1-MMP 66/56 Col I, II, 1ll, XVIII, agrecana, gel |, caseina, nidogénio, elastina, fibronectina, Fator Xll, perlecanaa, fibrina, fibrilina, fibrinogénio,

Membrana vitronectina, laminina-1, laminina-5 (y2), laminina-5(83), pré-TGF-B, pré-TNF-a, sindecana-1, proteina inibidora de
mielina(Belien et al., 1999a), CD44(Kajita et al., 2001a), MCP-3, tTG, MUC1, lumicana, sulfato de dermatana, tenascina C, LDL-
RP, integrina av, IL-8, SDF-1, KiSS-1 proteina, metastina, CTGF, DR6, gC1qr, glicana B, a1-Pl, a2M, tTG, apoA-l, apoE,
gelsolina plasmatica, apoC-Il, IL-8, SLPI, pro-TNF-a, CTGF, APP.

15 MT2-MMP 72/60 Col I, IV, gel, agrecanaa, fibronectina, fibrilina, tenascina C, laminina-1, nidogénio, tTG, perlecanaa, LDL-RP, fibronectina.

16 MT3-MMP 64/52 Col Il, 11, gel, caseina, vitronectina, fibronectina, tTG, agrecanaa, CD44, a1-PI, sindecana, LDL-RP, laminina-1, glicana B, KiSS-
1 proteina, metastina, a2-M, APP.

17 MT4-MMP 57/53 Fibrina, gel, fibrinogénio, pré-TNF-a, agrecanaase-1 (ADAMTS-4), LDL-RP.

24 MT5-MMP - KiSS-1 proteina, etastina, gel, sulfato de condroitina, sulfato de dermatana, APP.

25 MT6-MMP ou Leucosina - Fibrina, fibrinogénio, col 1V, gel, fibronectina, sulfato de dermatana e condroitina, N-caderina.

Matrilisina 7 Matrilisina, Matrina, Metaloproteinase Uterina ou PUMP-1 28/19 Col IV, X, XVIII, gelatina, agrecana, proteina link, elastina, fibronectina, decorina, laminina, plasminogénio, entactina, caseina,
transferrina, mielina basica, a1-Pl, pro-TNF-a, FASL, criptina, osteonectina, IGFBP-3, E-caderina, RANKL, EGF ligado a
heparina.

26 Endometase ou Matrilisina-2 - Col IV, fibronectina, vitronectina.
Outras 12 Metaloelastase Macrofagica, Elastase Macrofagica 54/45-22 Col 1V, XVIII, gelatina, elastina, a1-Pl, fibronectina, agrecana, entactina/nidogénio, plasminogénio, vitronectina, fibrilina,
18 Metaloelastase Colagenase-4 (Xenopus) laminina, pr6-TNF, mielina basica, receptor ativador de plasminogénio tipo urokinase.
19 RASI-1 - Col IV, gelatina, tenascina, agrecana, IGFBP-3, laminina-5 (y2), nidogénio-1, COMP.
20 Enamelisina 54/22 Amelogenina, Col XVIII, agrecana, COMP.
21 Homéologa ao Xenopus XMMP - -
27 CMMP (chicken) ou MMP associada a Artrite Reumatoide 54/46-41 Agrecana.
Cisteina Array MMP (CA-MMP), Femalisina, MIFR ou MMP-
21/MMP-22¥% -
28 Epilisina 55/? -
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Sem Grupo

Mcol-A (mouse)
Mcol-B (mouse)
Gelatinase de 75-kDa (Chicken)

a2-M: a2-macroblogulina, a1-Pl: inibidor de proteinase a1 (a7-proteinase inhibitor), Col: Colageno, COMP: Proteina de matriz oligomérica da cartilagem (cartilage oligomeric matrix protein), FASL:
ligante de Fas, IGFBP: insulin-like growth factor binding protein, LDL-RP: receptor relacionado a lipoproteina de baixa densidade (low-density lipoprotein receptor protein), MCP-3: proteina
quimiotatica de mondcitos-3 (monocyte chemoattractant protein-3), MUC: mucina transmembrana, PAI-2: inibidor do ativador de plasminogénio 2 (plasminogen activator inhibitor-2), PZP: proteina
da zona de pregnancia (pregnancy zone protein), RANKL: ligante de RANK, e SDF: Fator derivado de célula estromal 1 (stromal cell-derived factor-1). Dados extraidos de: (Ahmad et al., 2006;
Aimes et al., 1995; Ashworth et al., 1999; Bartlett et al., 1999; Belien et al., 1999b; Belkin et al., 2001; Berton et al., 2000; Boire et al., 2005; Buttner et al., 1998; d'Ortho et al., 1997; Dallas et al.,
2002; Deryugina et al., 2002; Egeblad & Werb, 2002; Ellerbroek et al., 1999; Endo et al., 2003; English et al., 2000; English et al., 2001; Fernandez-Patron et al., 1999; Ferreras et al., 2000; Fessler
et al., 1984; Fosang et al., 1992; Fowlkes et al., 1994; Fukui et al., 2002; Gao et al., 2004; Gearing et al., 1994; Giannelli et al., 1997; Hahn-Dantona et al., 2000; Hao et al., 2004; Haro et al., 2000;
Hiller et al., 2000; Hiraoka et al., 1998; Hwang et al., 2004; Imai et al., 1997; Itoh et al., 2006; Kajita et al., 2001b; Karsdal et al., 2002; Kim et al., 2006; Koshikawa et al., 2000; Krekoski et al., 2002;
Lemaitre et al., 2006; Levi et al., 1996; Lin et al., 2001; McQuibban et al., 2000; Mecham et al., 1997; Miyamoto et al., 2004; Monea et al., 2006; Murphy et al., 1993; Ochieng et al., 1994; Ohuchi et
al., 1997; Overall, 2004).
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Apesar do mecanismo de ativagdo da pr6-MMP-2 ja ter sido amplamente
estudado pela formacdao do complexo ternario MMP-2/MMP-14/TIMP-2, todas as
MT-MMPs, exceto a MMP-17, podem ativar a pro-MMP-2 (Bigg et al., 1997; Llano et
al., 1999; Pei, 1999; Strongin et al., 1995; Takino et al., 1995; Velasco et al., 2000).
Ainda, o recrutamento das TIMPs também ¢é bastante diferente daquele apresentado
pela MMP-14. Além da MMP-2, outras MMPs podem ser ativadas pelas MT-MMPs,

com excecao da MMP-24 (ndo se conhece nenhuma MMP que seja ativada por ela).

2.2.2 Inibidores das MMPs

As MMPs sao fortemente reguladas aos niveis transcricional, pés-
transcricional, protéico via seus ativadores e inibidores e interacdo com
componentes especificos da MEC (Fanjul-Fernandez et al., 2010). A expressao
génica destas enzimas é regulada por diversos fatores estimulantes e supressores
que influenciam muitas vias de sinalizacdo, tais como ésteres de forbol, sinais
derivados de integrinas, horménios, fatores de crescimento, oncogenes, citocinas,
proteinas da MEC, regulacao epigenética, stress celular, alteragdo na morfologia e
EMMPRIN/CD147 (“Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer”) (Benbow et al.,
1997; Clark et al., 2008). Ja ao nivel da inibicdo enzimatica, tanto a pré-enzima
como a enzima ativa podem ser inibidas na MEC por seu inibidor, situado na
membrana plasmatica (RECK) (Takahashi et al., 1998) e no perimetro pericelular, ou
por aqueles secretados na MEC (TIMPs) (Baker et al., 2002), presentes em locais
mais distantes do sitio de secrecdo da enzima. O balango entre as MMPs e seus
inibidores € um pré-requisito necessario para o funcionamento de eventos
fisiopatolégicos envolvendo a remodelagdo da MEC. RECK é o unico inibidor das
MMPs ancorado a membrana celular e inibe, exclusivamente, a MMP -2 (Takahashi
et al.,, 1998), MMP-9 e MMP-14 (Oh et al., 2001), mas ha indicios de que a MMP-7

possa ser um possivel alvo (Omura et al., 2009).

2.3 Osteogénese

O esqueleto dos mamiferos pode ter diferentes origens embrionarias:

mesoderma paraxial, placa lateral do mesoderma e ectoderma da crista neural, os
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quais originam o esqueleto axial e o esqueleto apendicular. Embora os 0ssos sejam
formados por osteoblastos que secretam uma matriz 6ssea especifica, sua distinta
ontogenia se reflete em distintas vias de sinalizagdes e fungdes (Chung et al., 2014;
Franz-Odendaal, 2011). A osteogénese ocorre por dois principais mecanismos:
ossificagdo intramembranosa, onde ha a direta diferenciacdo de MSCs em
osteoblastos e ossificacdo endocondral, onde as MSCs se diferenciam em
condroblastos, formando uma matriz cartilaginosa, que, progressivamente, é
sunstituida por osteoblastos e matriz éssea. Ambos os mecanismos requerem
extensa remodelacao da MEC.

As MSCs induzidas a diferenciagdo osteogénica in vitro relembram os
mecanismos de diferenciacdo que ocorrem na ossificagao intramembranosa. Assim,
ao longo deste processo, podemos correlacionar o grau de diferenciagao das MSCs
com a expressao temporal de genes especificos e secregao de diversas moléculas.
Inicialmente, as MSCs se diferenciam em células progenitoras osteocondrais, as
quais podem se comprometer com a linhagem osteogénica ou condrogénica.
Quando estas células assumem a direcdo da diferenciagdo osteogénica, passam a
expressar o fator de transcricdio RUNX2. A partir disso, identificamos células
osteoprogenitoras, osteoblastos imaturos e maduros, podendo chegar a se
diferenciarem em ostedcitos, entrarem em apoptose ou se manterem no estado
quiescente terminalmente. Estas células passam a ter alta capacidade secretéria e a
expressar colageno tipo |, fosfatase alcalina e diversas proteinas ésseas até a
mineralizacdo. O processo de diferenciagao in vitro € induzido por meio de cultura
suplementado por acido ascoérbico (necessario para a sintese de colageno tipo |),
dexametasona (glicocérticoide) e p-glicerofosfato (fonte de fosfato) (Paiva, Granjeiro,
2014).

2.3.1 MMPs e seus inibidores no tecido 6sseo

Desde a descoberta da MMP-13 em ossos longos de ratos (Walter et al.,
1963), mais da metade das MMPs conhecidas, tém sido demonstradas no tecido
0sseo em diversas espécies, tais como a MMP-1 (Cawston et al., 1998), MMP-2
(Lefebvre et al., 1991), MMP-9 (Reponen et al., 1994), MMP-3 (Keyszer et al., 1998),
MMP-10 (Bord et al., 1998) e MMP-14 (Holmbeck et al., 1999), sendo que as MMPs
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-9, -13 e -14 sao as mais expressas. Muitas anormalidades 6sseas ou retardamento
no desenvolvimento 6sseo foram observadas em animais knockout para os genes
da MMP-2 (ltoh et al., 1997), MMP-9 (Vu et al., 1998), MMP-13 (Inada et al., 2004;
Stickens et al., 2004), MMP-14 (Holmbeck et al., 2005) e duplo knockout das MMP-
14/MMP-16 (Shi et al., 2008).

Desde a descoberta de que células dsseas secretavam inibidores de
colagenases (Cawston et al., 1981), posteriormente identificados como sendo as
TIMPs, estas foram identificadas em diversas células osteogénicas e condrogénicas.
A TIMP mais expressa durante o desenvolvimento 6sseo é a TIMP-2 (Apte et al.,
1997; Blavier et al., 1997). Entretanto, as outras TIMPs também s&o expressas em
elementos do esqueleto durante o desenvolvimento em humanos e camundongos
(Apte et al., 1997; Blavier et al., 1997; Bord et al., 1999; Flenniken et al., 1990;
Huang et al., 2002; Meikle et al., 1991; Rifas et al., 1994; Shen et al., 2010; Su et al.,
1996; Zeng et al., 1998). Para estes inibidores, os animais knockout para as TIMPs
nao apresentaram fenodtipo dsseo anormal. Recentemente, a descricdo de RECK e
sua importante regulagdo da MEC em tecidos mineralizados tem sido demonstrada,
tais como na amelogénese (Paiva et al., 2009), ossificagdo intramembranosa e
endocondral (Paiva — dados nao publicados) e na palatogénese (de Oliveira
Demarchi et al., 2010). Os animais knockout para RECK morreram antes do inicio da
osteogénese (Oh et al., 2001). Assim, a chave para o entendimento do mecanismo
molecular envolvido na remodelacdo da matriz 6ssea é a compreensao do balanco
entre as MMPs e seus inibidores.

Pouco se sabe sobre a funcdo do complexo sistema envolvendo o eixo
MMPs/TIMPs/RECK na biologia das células-tronco, seja para a manutengdo do
fendtipo indiferenciado ou na diferenciagdo osteogénica. Recentemente, poucos
trabalhos descreveram algumas MMPs que sao expressas por MSCs derivadas da
medula 6ssea, tecido muscular e adiposo, sua distribuicdo e atividade enzimatica
pericelular e na MEC, sugerindo que este conhecimento pode ser importante para
modular o uso terapéutico dessas células em Terapia Celular e Bioengenharia de
Tecidos (Lozito et al., 2014).

Com isso, nosso grupo de pesquisa esta engajado no estudo da funcéo das
MMPs e seus inibidores e nos mecanismos que controlam a diferenciacao

osteogénica em DPSCs.
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de expressao das MMPs/TIMPs/RECK

nas DPSCs bem como durante a indugéo da osteogénese in vitro.

3.1 Objetivos especificos

01) Caracterizagcdo do fendtipo mesenquimal (imunofenotipagem, curva de
proliferacdo e tempo de dobramento populacional, viabilidade celular,
senescéncia, formacdo de colbnia, microscopia eletrbnica de
transmissao/MET e indugéo da diferenciagao adipogénica);

02) Analise do perfil de expressao do Colageno tipo I/Col I, MMPs/TIMPs/RECK
por imunofluorescéncia (IF);

03) Caracterizagdo dos biomarcadores da osteogénese apds a indugcédo da
diferenciagcao in vitro por 35 dias (MET, quantificagcdo da atividade da
fosfatase alcalina, expressao génica e IF de Col | e mineralizagdo por
alizarina vermelha);

04) Analise do perfil de expressao génica e protéica das MMPs/TIMPs/RECK.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Coleta e isolamento das DPSCs

Os dentes permanentes de individuos adultos foram coletados junto a Divisao
de Odontologia do Hospital Universitario (HU) da USP (Comité de ética em pesquisa
(CEP) HU/USP:1142/11 — SISNEP CAAE: 0031.0.198.000-11). Foram utilizados
dentes saudaveis (sem doencga periodontal e sem carie), com indicagao de remogao
cirirgica para a saude oral (terceiros molares inclusos, semi-inclusos ou
erupcionados) (Figura 3) e com a prévia autorizagdo do paciente (assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido).

Figura 3 — Posicionamento dos terceiros molares na cavidade oral

3%molar erupcionado  3°molar semi-incluso 32molar incluso

Representagdo esquematica do posicionamento dos terceiros molares na cavidade oral, conforme
seu nivel de erupgao. Fonte: Google imagens

A coroa e a raiz dentaria foram seccionadas na jungdo amelo-cementaria
(JAC), em seguida, a polpa foi coletada apenas da camara pulpar (Figura 4). Essa

foi transportada ao laboratério em meio de transporte’ em gelo.

Figura 4 — Componentes dentérios e polpa coletada

CAMARA PULPAR

POLPA POLPA
COLETADA

é ; CANAL RADICULAR

' Meio de transporte: ao-MEM (“a-Modified Minimal Essential Medium”, 11900-073, Gibco,

suplementado com 2 mM de glutamina) + 100 ug /mL ampicilina (A0166, Sigma-Aldrich), 100 pg/mL
de estreptomicina (11860-038, Gibco).
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As DPSCs foram isoladas segundo o protocolo adaptado de Gronthos e
colaboradores (Gronthos 2000, 2011). Inicialmente, as polpas foram desagregadas
mecanicamente e enzimaticamente com uma solugdao de Colagenase tipo | - 6
mg/mL (17100-017, Gibco) e Dispase - 8 mg/mL (17105041, Gibco) por 1 h a 37 °C
em banho-maria e agitagdo em vortex a cada 15 min. Apoés este periodo, a remogéao
destas enzimas foi realizada por centrifugacdo. O pellet celular formado foi lavado
com solugdo salina sem calcio e sem magnésio (PBSA) e, novamente, centrifugado
a 800 rpm por 5 min. Este, entao, foi ressuspendido em meio c:Ionogénico2 e filtrado
em filtro de 70 ym (BD Biosciences) para obtencao de “single cells”. As células
isoladas foram cultivadas por 14-15 dias, até a primeira tripsinizagéo (passagem 1 —
#P1), e expandidas na proporcao 1:3 até a passagem 4 (#P4) para a caracterizagao
e até a passagem 5 (#P5) para os experimentos. Em cada passagem, uma fragcéo
das células foi congelada em meio de congelamento® para estoque em nitrogénio
liquido. Estas foram mantidas em uma atmosfera de 5% CO; e a 37 °C. A analise da
morfologia celular foi realizada e a captura da imagem em microscopio Optico
invertido com contraste de fase.

Para os experimentos, foram utilizadas células isoladas de 3 pacientes

diferentes, designados como paciente 1, 2 e 3 (Quadro 2).

Quadro 2 — Dados dos doadores das DPSCs utilizadas neste trabalho

Paciente Idade Género Dente extraido Nivel de Risogénese
erupgao
1 15 anos Feminino 3°Molar Incluso Incompleta
21 anos Masculino 3°Molar Incluso Completa
3 23 anos Feminino 3°Molar Erupcionado Completa

4.2 Caracterizagao das DPSCs

A caracterizagao foi realizada segundo os parametros estabelecidos pela

“Internacional Society for Cell Therapy” (Dominici et al 2006), onde as células-tronco

2 Meio clonogénico: a-MEM suplementado com 2 mM de glutamina + 10% SFB ("Fetal Bovine

Serum", F2561, Sigma-Aldrich e 015/15, Vitrocell) + 50 ug/mL acido ascorbico (A8960, Sigma-
Aldrich), 100 pg /mL ampicilina, 100 pg/mL de estreptomicina.

* Meio de congelamento: 10% de a-MEM suplementado com 2 mM de glutamina + 80% SFB + 10%
DMSO (“Dimetilsulfoxido”, C6164, Sigma-Aldrich).
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mesenquimais devem expressar determinados marcadores de superficie celular, ser
aderentes ao plastico e ter potencial de multi-diferenciacdo em linhagens

mesenquimais (ao menos osteoblastos, adipdcitos e condrécitos).

4.2.1 Imunofenotipagem

Os marcadores de superficie celular foram analisados por citometria de fluxo
multiparamétrica (equipamento FACSAria 1| SORP /“Fluorescente activated cell
sorting”, BD). As células na #P4 foram desagregadas em solucdo de Versene* por
30 min a temperatura ambiente, sob agitagdo, e, posteriormente, as células
desagregadas foram centrifugadas a 400 x g, por 10 min, temperatura ambiente. O
pellet celular foi, fixado em paraformaldeido 4% (P6148, Sigma-Aldrich) e incubado
em Solucao de Bloqueio (5% BSA, 0,01% TRITON X em PBSA). Apéds este periodo,
as células foram contadas em Camara de Neubauer e, para cada tubo, foram
utilizadas 1 x 10° células (Figura 5).

Foram utilizados como marcadores positivos a STRO-1, CD90, CD105, CD45,
CD29, CD44, CD146, como marcadores negativos o CD34, CD14, CD31, CD15,
CD73 e como controle isotipico, IgG1 (Quadro 3). Utilizou-se também tubos de
compensacao (com fluorescéncias positivas para os fluoréforos empregados) e a

analise foi feita no software FlowdJo.
4.2.2 Curva de proliferagdo

As células foram semeadas em placas de multipocos P24 (1 x 10*
células/pogo) em triplicata. Apdés 24 hs (primeiro ponto — dia 1), as células foram
coradas com Trypan Blue 0,4% (T6146, Sigma-Aldrich) e contadas em Camara de
Neubauer por 7 dias consecutivos para a obteng¢ao da curva de proliferacao.

4.2.2.1 Tempo de dobramento populacional

Os dados da contagem celular foram utilizados para obter o calculo do tempo

de dobramento populacional (TD) calculado usando um algoritmo disponivel on-line

* Solugdo de versene: EDTA 50 mM (E3889, Sigma-Aldrich), em PBSA, pH 8,0.
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(http://www.doubling-time.com/compute.php) (Roth 2006):

D

t x log (2)
log(Ns)-log(No)

Onde "log" é o logaritmo na base 10 ou 2 ou qualquer outra base, No € o

numero de células inicial, Ns € o numero de células final e “t” € a duracao da cultura

em horas.

Figura 5 - Estratégia dos tubos com os marcadores usados para a

imunofenotipagem

(= N (= N (= N
Tubo 1: Tubo 2: Tubo 3:

CD15-FITC (1:200)
CD45-APC (1:200)

CD90-FITC (1:200)
CD34-PE (1:200)

CD14-FITC (1:200)
CD29-PE (1:200)
CD44-APC (1:200)

\ / \ / \ /
= O (= N (- )
Tubo 4: Tubo 5: Tubo 6:
IgG1-FITC (1:200) CD105-FITC (1:100) CD31-FITC (1:200)
STRO-1-PE (1:100) CD73-PE (1:750) CD146-PE (1:200)
\ AN / \ /
/- . \ /_ Tubo 8: \ /- Tubo 9: \
-Cr:::)uoI:i’arental Compensagéo Compensagr?lo i
(sem fluorescéncia) FITC (fluorescéncia PE (fluorescéncia
positiva) positiva)
\ J \J AN /
/- Tubo 10: \
Compensacgao

APC (fluorescéncia
positiva)

W,




Quadro 3 — Descrigdo dos anticorpos utilizados na Imunofenotipagem
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Anticorpo Marca Cadigo Diluicao Fluoréforo Anticorpo Tipo Celular Fungao
Conjugado | Secundario
STRO-1 Abcam | ab102969 1:100 PE Anti-mouse PE MSC Melhor marcador de MSCs
CD90 (Thy-1) BD 561969 1:200 FITC Anti-mouse MSC, timécitos e Ancorada via GPI e marcadora de diversas
FITC neurdnios células-tronco
CD105 Abcam ab18278 1:100 FITC - MSC e células Glicoproteina que é um receptor para TGF-
(endoglina) endoteliais B e modula sua interagdo com os seus
receptores (TGF-BRI e TGF-ll)
CD45 BD 340942 1:200 APC - Exclusivo de células Mais abundante glicoproteina em
da linhagem leucdcitos e € um receptor ligado a
hematopoiética proteinas tirosino fosfatase
CD29 BD 555443 1:200 PE - MSC Integrina mais abundante e conecta a
(integrina p1) actina do citoesqueleto a MEC e envolvida
na embriogénese e reparo tecidual
CD44 Dako M7082 1:200 APC - HSC, MSC Molécula de adeséao celular
CD34 BD 550761 1:200 PE - Progenitores de HSC Glicoproteina com fungao de molécula de
adesao, mediando a interagdo de HSC a
MEC ou ao estroma
CD14 BD 347493 1:200 FITC - Células de defesa Ancorada via GPI e componente do
sistema imune inato
CD31 BD 555445 1:200 FITC - Células endoteliais, Familia das imunoglobulinas e marcador de
(PECAM-1) plaquetas, mondécitos angiogénese
e neutrdfilos
CD15 BD 560997 1:200 FITC - Células em estagios Carboidrato expresso em glicoproteinas,
(SSEA-1) iniciais de glicolipidios e proteoglicanas
diferenciagao
CD73 Abcam ab54217 1:750 PE Anti-mouse PE Diferenciagao de Enzima envolvida na diferenciagéo
linfécitos linfocitaria e células endoteliais
CD146 Novus NBP1- 1:200 PE Anti-mouse PE Células endoteliais Glicoprotéina
(MUC18) 43346
19gG1 BD 340755 1:200 FITC - Controle isotipico Imunoglobulina

APC: allophycocyanin; ECC: células de carcinoma embrionario; ESC: células-tronco embrionarias; FITC: fluorescein isothiocyanate; GPI: glicosilfosfatidilinositol; HSC: células-
tronco hematopoiéticas; MEC: matriz extracelular; MSC: células-tronco mesenquimais; PE: phycoerythrin; TGF: fator de crescimento transformante.
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4.2.3 Ensaio de viabilidade celular (MTT)

As células foram semeadas em placas de multipogos P24 (6.250
céls/cm?/poco) em triplicata. Apos 48 hs (primeiro ponto — dia 1), as células foram
analisadas por 3 dias consecutivos. Cada pogo foi incubado com MTT (“Thiazolyl
Blue Tetrazolium Bromide”, M5655, Sigma-Aldrich), concentragao final de 50 pg/mL
por pogo durante 4 hs a 37 °C. Para extrair o produto da reagdo com o MTT, o
formazan (coloragédo azul), foi utilizado alcool etilico por 20 min sob agitagéo e a
leitura foi realizada em espectofotometro a 570 nm (Synergi 2 microplate reader,
Biotek).

4.2.4 Ensaio de senescéncia

O ensaio mais aceito para senescéncia celular é a atividade da #-
galactosidase acida. Nao existe uma explicagdo porque esta enzima aumenta nos
lisossomas durante a senescéncia, mas apesar desta falta de entendimento ela é
aceita como um marcador do estado senescente.

As células foram semeadas em laminas Labtek® (1 x 10° células/poco). Apds
24 hs os pocinhos foram lavados com PBSA, fixados com formaldeido 3-5% (1643,
Dinamica) em PBSA por 15 min e incubados com a solugdo de marcagao da @3-
galactosidase® a 37 °C durante 16 hs. Células senescentes ficam azuis, além de
normalmente possuirem uma forma mais achatada. A analise foi feita contando as
células azuis e dividindo este valor pelo numero de células totais no campo em

microscopio optico invertido com contraste de fase.

4.2.5 Ensaio de formacgéao de colbnia

As células foram semeadas em placas de multipocos P6 (50 células/cm?/poco

e 210 células/cm?pogo) em triplicata. Apos 10 dias em cultura, cada pogo foi

> Solugdo de marcacdo da B-galactosidase: 1 mg/mL de X-gal (“5-bromo-4-chloro-3 indolyl—

galactopiranoside”, B9146, Sigma-Aldrich), 40 mM de &cido citrico 80mM/tampao fosfato 100mM (pH
6,0) (C8532, Sigma-Aldrich; F1034401AH, Synth; F103301AH, Synth), 150 mM NaCl (C1060.01AH,
Synth), 2mM MgCl, (C1016, Sigma-Aldrich), 5 mM Ferrocianeto de Potassio (P3289, Sigma-Aldrich),
5 mM Ferricianeto de Potassio (244023, Sigma-Aldrich).
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incubado com a solucao de cristal violeta 0,5% (1.159.40.0025, Certistain®, Merck)
e glutaraldeido 6% (383, Vetec) por 30 min sob agitagcdo em temperatura ambiente.
Em seguida, a placa foi cuidadosamente submergida em um becker com agua, para
remogao da marcagao inespecifica do corante e secagem em temperatura ambiente.
A analise e a captura da imagem foram realizadas em microscépio optico invertido
(Observer D1, Zeiss).

4.2.6 Indugéo da diferenciagdo adipogénica

As células foram semeadas em placas P35 (5.000 células/cm?). A inducdo da
diferenciagao foi realizada pelo meio adipogénico® por 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias. A
validacao da diferenciagao adipogénica foi realizada pela coloracéo especifica, onde
as vesiculas lipidicas intracelulares se coram em vermelho. As placas foram lavadas
com PBSA, fixadas com 1:10 formaldeido 37% em PBSA por 30 min a temperatura
ambiente e incubadas com solugao de Oil Red O (00625, Sigma-Aldrich) por 20 min,
sob agitacdo em temperatura ambiente. A andlise e a captura da imagem foram

realizadas em microscopio 6ptico invertido.

4.2.7 Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

Em placas de multipogos P96 foram colocadas laminulas Thermanox® Plastic
Coverslips (174950, NUNC Brand Products) cortadas com tesoura estéril para se
adaptar ao tamanho do pogo e, entdo, as células foram semeadas (5000
Células/cmz) e coletadas 48 hs depois. Retirou-se o meio de cultura dos pocos, em
seguida, eles foram lavados com tampéao fosfato de sddio 0,1 M, fixados com a
solugdo Karnovsky modificada por 1 h a temperatura ambiente. Apds este periodo,
foi realizada a pods-fixagdo com tetroxido de 6smio 1% por 1 h a temperatura
ambiente e a desidratacao (solugdes com crescente concentragao de alcool, a partir

de 30% até 100%), por 5 min cada e no Oxido de propileno (20401, Eletron

6

Meio adipogénico: a-MEM suplementado com 2 mM de glutamina + 10% SFB + 100 nM
dexametasona (D2915, Sigma-Aldrich) + 5 pug/mL insulina (11882, Sigma-Aldrich)+ 200 pM
indometacina (17378, Sigma-Aldrich) + 100 upg/mL IBMX (17018, Sigma-Aldrich) + 100 U/mL
ampicilina, 100 pg/mL de estreptomicina.
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Microscopy Sciences) por 3 vezes de 10 min cada. Iniciou-se a infiltragdo, com
resina Spurr (14300, Electron Microscopy Sciences) e O6xido de propileno na
propor¢ao 1:1 por 40 min, em seguida com resina Spurr e 6xido de propileno na
proporgao 3:1 e, finalmente, com resina Spurr pura overnight. O material foi incluido
em resina Spurr e mantido por 3 dias em estufa a 60 °C. Cortes espessos foram
realizados para a localizagao da area de interesse com o uso de faca de vidro e
ultramicrétomo (Ultra-Cut Reichert). Cortes ultra-finos foram obtidos com a faca de
diamante, coletados em telas de 200 “mesh” e posteriormente contrastados com
solucao de acetato de uranila 4% (22400, Electron Microscopy Sciences) e citrato de
chumbo a 0,4% (R-1030, Herzog e 2322, JT Baker).

As imagens foram analisadas e capturadas no microscopio eletronico de
transmissao (JSM-1010, JEOL) do Centro de Microscopia Eletronica, Instituto de

Ciéncias Biomédicas/USP.

4.3 Osteogénese in vitro

A inducdo da diferenciacao foi realizada pelo meio osteogénico7 e o controle
negativo da diferenciagao osteogénica por meio clonogénico por 1, 7, 14, 21, 28 e 35
dias. Em todos os experimentos, para analises bioquimicas e moleculares, as

células foram semeadas na densidade de 5.000 células/cm?

4.3.1 Quantificagédo da atividade da fosfatase alcalina (ALP)

As células foram semeadas em placas de multipogos P12 (5.000 células/cm?)
em ftriplicata. As placas foram lavadas com PBSA, as células foram lisadas com
tampao de lise ALP®, centrifugadas por 15 min, 12.000 x g a 4 °C e o sobrenadante
foi coletado e armazenado a -80 °C. A quantificacao foi feita pelo kit Ensaio de Ponto
Final — Fosfatase Alcalina (40, Labtest). As amostras foram incubadas (5 yL da

amostra) com 50 uL do tampéo de reacgdo (kit) e 5 yL da solugdo contendo o

’ Meio osteogénico: a-MEM + 10% SFB + 1 yM dexametasona (D2915, Sigma Aldrich) + 10 mM B-
glicerofosfato + 50 ug/mL acido ascoérbico + 100 U/mL ampicilina, 100 ug/mL de estreptomicina.

8 Tampéo de lise ALP: Trisa 0,5 M — pH 9,0; 0,9% NaCl e 1% Triton X-100.



52

substrato (kit), durante 5 min a 37 °C. Em seguida, foi adicionado 200 pL do

reagente de cor (kit) e a leitura foi realizada a 590 nm em espectrofotdmetro.

4.3.2 Coloragao por alizarina vermelha

As células foram semeadas em placas P35 (5.000 células/cm?). As placas
foram lavadas com PBSA, fixadas com paraformaldeido 4% por 15 min a
temperatura ambiente e incubadas com uma solugéo de Alizarina Vermelha 2% (pH
4,2) (A5533, Sigma-Aldrich) por 30 min, sob agitacdo em temperatura ambiente. A

analise e a captura das imagens foram realizadas em microscépio optico invertido.

4.3.3 Perfil de expressédo génica (PCR em tempo real)

A quantificagdo dos niveis de transcritos do colageno tipo | (Col 1), MMPs,

TIMPs e RECK foi realizada por PCR em tempo real.

4.3.3.1 Extracdo do RNA total, transcri¢ao reversa (RT-PCR) e PCR em tempo real
(QRT-PCR)

As células foram semeadas em placas P100 (5.000 células/cm?). As amostras
foram coletas e lisadas em 1 mL do reagente TRIzol (15596-026, Life Technologies).
Inicialmente, elas foram homogeneizadas e incubadas por 5 min a temperatura
ambiente; adicionou-se 200 pL de cloroférmio (1534-1, Dindmica) e o tubo foi
vortaxado vigorosamente por 15 seg; a amostra foi incubada por 3 min a
temperatura ambiente e centrifugada por 15 min a 12.000 x g a 4 °C (5804R,
Eppendorf). A amostra centrifugada apresentou 3 fragbes diferentes, a fragao
aquosa (superior) contendo o RNA foi coletada e armazenada em outro tubo. Ao
novo tubo foi adicionado 500 pL de isopropanol (1339, Dinamica) que foi agitado por
inversao durante 1 min, incubado por 30 min no gelo e centrifugado por 10 min a
12.000 x g a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e deixou-se o pellet secar com o
tubo invertido dentro da capela de exaustdao de gases, sob papel filtro. Adicionou-se
1 mL de etanol 75% gelado (em H,O DEPC —“diethylpyrocarbonate” — Pirocarbonato
de dietila, 40718, Sigma-Aldrich), o tubo foi agitado 3 vezes por inversao e

centrifugado por 5 min a 12.000 x g a 4 °C; o sobrenadante foi desprezado e deixou-
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se o pellet secar com o tubo invertido dentro da capela de exaustao de gases, sob
papel filtro.

O RNA purificado foi ressuspendido em 50 pL de agua DEPC. O mRNA
purificado foi armazenado a -80 °C em biofreezer. Uma aliquota de cada amostra foi
quantificada em Nanodrop (2000c Spectrophotometer, Thermo Scientific).

Em seguida, o RNA total (1 ug ou 500 ng) foi tratado com 1 yL de DNAse |
(18068-015, Invitrogen), 1 pL de tampao e H,O DEPC para um volume final de 10
pL. Deixou-se 15 min a temperatura ambiente e 10 min a 65 °C. Para a inativagao da
enzima, foi adicionado 1 uyL de EDTA (25 mM). Na sequéncia, os DNAs
complementares foram sintetizados por RT-PCR (18080-093, SuperScript™ Il
Reverse Transcriptase, Invitrogen). A RT-PCR foi realizada em duas etapas: (l)
alinhamento (65 °C por 5 min): para um volume final de 13 pL, foi adicionado 11 uL
de RNA tratado com DNase |, 1 pyL de oligo(dT) (18418-012, Invitrogen) e 1 uL de
dNTP 10 mM (dATP 2,5 mM, dCTP 2,5 mM, dGTP 2,5 mM e dTTP 2,5 mM) (100
mM dNTP Set, PCR grade, 10297-018 Invitrogen); (Il) transcrigdo reversa (50 °C por
60 min e 70 °C por 15 min): apds o alinhamento, adicionou-se 4 uL de Tampao 5 X,
1 uL de DTT (0,1M), 1 uL de RNaseOUT™ (40U/uL) (10777-019, Invitrogen) e 1 L
de SuperScript (200 U/uL), para um volume final de 20 pL. Ao término da segunda
etapa, o cDNA foi obtido.

O cDNA sintetizado foi o molde utilizado para a reacao pelo método do SYBR
Green Dye | e para a avaliagdo da expressao génica relativa pelo método de Pfaffl

(2001), segundo o calculo:

Expresséo Relativa = Eficiéncia ACt alvo (ACt calibradora - ACt amostra)
Eficiéncia ACt normalizador (ACt calibradora - ACt amostra)

O GAPDH, a Tubulina e a B-actina foram utilizados como genes enddgenos
para a normalizacao das amostras. As amostras calibradoras foram as DPSCs na
#P4 (célula parental). As amostras sintetizadas a partir de 1 uyg de RNA foram
diluidas 1:1 e as amostras sintetizadas a partir de 500 ng de RNA foram utilizadas
puras. As reacdes foram realizadas em um volume total de 10 uL, contendo 1 uL de
amostra, 10 pM de cada primer (400 nM), 5 yL de SYBR Green Master Mix®

(Applied Biosystems) e agua q.s.p. As reagdes foram realizadas no equipamento da
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Applied Biosystems (7500, Real-Time PCR System), a 60 °C em 40 ciclos. Os
primers foram desenhados inter-éxon no software GeneTool 2.0, selecionados no
banco de dados publico de sequéncias primers para PCR (PrimerBank,

https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) ou a partir de sequéncias ja publicadas da

literatura e, em seguida, verificada a especificidade dos mesmos pela ferramenta on-
line BLAST (Quadro 4).

4.3.3.2 Analise do melhor gene enddgeno

Para verificar o gene enddégeno mais estavel dentro do grupo amostral, foi
utilizado o software on-line Normfinder (Andersen et al., 2004). O programa utiliza
como estratégia um modelo matematico para a expressdo dos genes, que permite
estimar ndo s6 a variagao global dos genes candidatos, como também a variagao da
normalizagdo entre os subgrupos da amostra do conjunto de amostras. Os valores

ACt normalizador (ACt calibradora — Act amostra) das amostras para cada ponto de

da Eficiéncia
coleta foram utilizados para os genes GAPDH, Tubulina e B-actina. O gene da [3-
actina mostrou-se como o melhor gene endégeno (Quadros 5 e 6), sendo utilizado

como gene enddgeno para a normalizagédo dos resultados.
4.3.4 Perfil de expresséo protéica (western blotting)
4.3.4.1 Coleta, extragcao e quantificagao de proteina total

As células foram semeadas em placas P60 (5.000 células/cm?). As amostras
foram tripsinizadas, centrifugadas a 800 rpm por 5 min, o pellet foi lavado 3 vezes
com PBSA gelado e o pellet seco foi congelado a -80 °C até o momento da extragéo
de proteina total. Os pellets foram ressuspendidos em 300 uL de tampao de lise

proteina®.

° Tampéao de lise proteina: Tris-HCI 50mM (15504-020, Invitrogen), Tween 20 1% (P9416, Sigma-
Aldrich), deoxicolato de sddio 0,25% (D6750, Sigma-Aldrich), NaCl 150 mM (S7653, Sigma-Aldrich),
EDTA 1mM (E3889, Sigma-Aldrich), ortovanadato de sddio 1 mM (S6508, Sigma-Aldrich), fluoreto de
sodio 1 mM (201154, Sigma-Aldrich), aprotinina 1,0 ug/mL (A6106, Sigma-Aldrich), leupeptina 10
pg/mL (L2023, Sigma-Aldrich) e Pefabloc 1mM (76307, Sigma-Aldrich), pH 7,4.



Quadro 4 — Sequéncias dos primers utilizados e tamanho do fragmento amplificado (amplicon).

Gene-Alvo Numero de Acesso (Pubmed) Sequéncia dos primers (5°- 3") Temperatura de Anelamento (°C) Amplicon (pb)
MMP-1** NM_002421 F: acacgccagatttgccaaga 60 145
R: cgatgatctcccctgacaaa
MMP-2** NM_004530 F: ccctcgcaagcccaagtg 60 149
R: ggattcgagaaaaccgcagt
MMP-3** NM_002422 F: ttgctcagcctatccattgg 60 132
R: ccactgtccttictcctaac
MMP-7** NM_002423 F: gcgttcatcctcatcgaagt 62 151
R: tgtatggggaactgctgaca
MMP-9** NM_004994 F: cagcgccagtccaccctt 60 103
R: cccgagtgtaaccatagcg
MMP-10** NM_002425 F: gcccagcaatacctagaaaag 60 154
R: cctccagagtgtcagtgtc
MMP-13** NM_002427 F: gcgctacctgagatcatact 60 135
R: tcgtcaagtttgccagtcac
MMP-14* NM_004995 F: gcagaagttttacggcttgca 60 100
R: tcgaacattggccttgatctc
MMP-15** NM_002428 F: cgggaggaagtggaacaac 60 66
R: cagcccaacttctcecgtgt
MMP-16** NM_005941 F: ggacagaaatggcagcacaa 60 92
R: cggcgaatagctttacgagt
MMP-17** NM_016155 F: caccggcatcctggacga 60 56
R: gggagcagcgtggggttt
MMP-25** NM_022468 F: agcggcagcgtgtggaag 60 87
R: ccgcacggtctcctggct
MMP-28** NM_024302 F: ccccaaagctcccaccte 60 124
R: gcagcggggacgagtcat
TIMP-1** NM_003254 F: ttaggggatgccgctgac 60 143
R: caggtagtgatgtgcaagag
TIMP-2** NM_003255 F: aggaagtggactctggaaac 60 122
R: gggggccgtgtagataaac
TIMP-3** NM_000362 F: ttcggcacgctggtctaca 60 56
R: ttggtgaagcctcggtacat




TIMP-4** NM_003256 F: tcggcacttgtgattcggg 60 82
R: gcattttttcagtgtcagcag
RECK* NM_021111 F: tgcaagcaggcatcttcaaa 60 100
R: accgagcccatttcatttctg
GAPDH** NM_002046 F: gcatcctgggctacactga 60 162
R: ccaccaccctgttgctgta
B-actina** NM_001101 F: cgacaggatgcagaaggag 60 153
R: tcctgcttgctgatccacat
Tubulina** NM_001293212.1 F: tcaacaccttcttcagtgaaacg 60 151
R: agtgccagtgcgaacttcatc
Col I*** NM_001844 F: gagcggtaacaagggtgagc 60 186

R: cttccccattagggcectcetc

* Primers sintetizados a partir de Figueira et al 2009; ** Primers desenhados pelo GeneTool; *** Primers sintetizados a partir de sequéncias do PrimerBank
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Quadro 5 — Variagédo da normalizagao global dos genes endégenos candidatos

57

- Valor de
Valor de estabilidade Melhor estabilidade
. Melhor - =
Paciente ene combinagao para a melhor
GAPDH Tubulina B-actina 9 de dois genes combinagao
de dois genes
0,909 0,594 0,410 | GAPDH and - 0,429
1 B-actina actina
-actina and
2 0,691 0,305 0,270 B-actina Tubulina 0,356
0,294 0,310 0,129 | GAPDH and - 0,160
3 B-actina actina

Quadro 6 — Variagao da normalizagao entre os grupos da amostra

Paciente VARIAGAO INTRAGRUPO VARIAGAO INTERGRUPO
Gene Grupo 1 Grupo 2 Gene Grupo 1 Grupo 2
GAPDH 3,300 0,611 GAPDH -0,521 0,521
! B-actina 0,055 0,146 8-actina 0,249 0,249
Tubulina 0,434 0,609 Tubulina 0,272 -0.272
GAPDH 1,135 3,878 GAPDH 0,356 0,356
2 p-actina 0,026 0,013 8-actina -0,207 -0,207
Tubulina 0,162 0214 Tubulina -0,148 0,148
GAPDH 0147 1,112 GAPDH -0,191 0,191
3 p-actina 0,033 0,204 8-actina 0,051 -0,051
Tubulina 0,189 172 Tubulina 0,140 -0,140
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Os lisados foram sonicados (SX-10, Microsonic) em tubos conicos (10 pulsos
cada), incubados em gelo por 2 hs e centrifugados a 14.000 rpm por 20 min. O
sobrenadante foi preservado e armazenado a -20 °C.

Para a dosagem de proteina total foi usado o Kit BCA (“Pierce BCA Protein
Assay Kit®, 23225, Thermo Scientific). O kit contém dois reagentes (A e B). Foram
pipetados 200 uL da mistura contendo os reagentes A e B, na propor¢cao 50:1,
respectivamente, em uma P96. Em seguida, foi adicionado 25 uL da amostra ou do
padrao nos respectivos pocos. A placa foi incubada por 30 min a 37 °C e a leitura foi
feita a 562 nm em espectrofotbmetro (Synergi 2 microplate reader, Biotek). As
concentragdes (ug/pL) das amostras foram obtidas com base na curva padrao de
BSA.

4.3.4.2 Preparo das amostras e preparo do gel

Foram utilizados 10 pg de proteina por linha e, para isso, adicionou-se igual
volume de tampdo de amostra 2 X' ao volume da amostra que foi colocada em
cada linha. As amostras foram desnaturadas a 95 °C por 5 min. Foram utilizados
géis de resolugdo (“resolving gel”)"" de 8% a 15% de acordo com o tamanho das
proteinas a serem resolvidas. Ja o gel de empacotamento (“stacking gel”)"? foi de
3,9%.

4.3.4.3 Eletroforese
A eletroforese descontinua em gel de poliacrilamida em condigbes

desnaturantes (SDS-PAGE) foi realizada em cuba vertical (Amersham) com tampéao

de corrida 1 X" de 2-3 hs a 100-150 V e 30 mA . As amostras foram colocadas nas

' Tampao de amostra 2 X: Tris-HCI 100 mM, pH 6,8, SDS 4%, azul de bromofenol 0,02%, glicerol
20%, DTT 200 mM.

" Gel de resolugao: Tris-HCI 1,5 mM, pH 8,8, solugédo de poliacrilamida 30%, persulfato de amdnio
10% (A3678, Sigma-Aldrich), TEMED (79281, Sigma-Aldrich), SDS 10% (15525-017, Invitrogen), H,O
g.s.p.

? Gel de empacotamento: Tris-HCI 1 mM, pH 6,8, solugdo de poliacrilamida 30%, persulfato de
amobnio 10%, TEMED, SDS 10%, H,0 g.s.p.

" Tampao de corrida 1 X: Tris 25 mM, glicina 190 mM e SDS 1%.



59

linhas do gel de empacotamento as quais migraréo até o gel de resolugao para a

separacao das proteinas pelo peso molecular (kDa) (Quadro 7).
4.3.4.4 Imunobloting e revelagado da membrana

Apods a corrida, as proteinas foram transferidas com tampéao de transferéncia 1
X' para uma membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, RPN303D, Amersham) por
2 hs,a 100V, 300 mA, 4 °C. A transferéncia das proteinas do gel para a membrana
foi confirmada pela coloragao das proteinas da membrana pelo corante vermelho
Ponceau (P3504, Sigma-Aldrich). Apds a transferéncia, a membrana foi bloqueada
por incubacdo com leite desnatado 5% em tamp&o TBST'® & temperatura ambiente
por 1 h, sob agitagdo. Os anticorpos primarios foram incubados overnight a 4 °C
(Quadro 7) e o anticorpo secundario a temperatura ambiente por 1 h, ambos sob
agitacdo e em leite desnatado 5% em tampao TBST. Entre as incubacdbes, a
membrana foi lavada 3 X (15 min cada) com TBST, sob agitacao.

Como anticorpos secundarios foram utilizados: (I) anti-rabbit IgG-HP (HAFO008,
R&D Systems); (Il) anti-mouse IgG-HP (HAFO007, R&D Systems); e (lll) anti-goat
IgGHP (NB120-5755, Novus Biologicals), para os anticorpos primarios produzidos
em rabbit, goat e mouse, e nas diluicdes de 1:1.000, 1:5.000 e 1:1.000,
respectivamente. Como controle endégeno, foi utilizada a proteina actina.

A revelacdo da membrana foi realizada por quimioluminescéncia, pelo kit ECL
Plus (RPN2132, Amersham), a membrana foi escaneada no aparelho Storm 860
(Molecular Dynamics) (Pixel size: 100 um, PMT voltage: 800) e a imagem foi gerada
pelo programa Image Quant. Foi utilizado como marcador de peso molecular o
Rainbow (RPN80OOE, Amersham), o qual apresenta bandas coloridas referentes a

pesos moleculares definidos durante a corrida.

" Tampao de transferéncia 1 X: Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0,1%, metanol 20%, pH 8,3

' Tampao TBST: Tampao TBS adicionado 0,05% de Tween 20.
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Quadro 7 — Especificagdes dos anticorpos e peso molecular utilizados para western blot e imunofluorescéncia

Anticorpo Primario Animal Empresa Caédigo Peso Molecular Diluigao Diluicao
Hospedeiro (kDa) utilizada para utilizada para
Western Blot Imunofluorescéncia
MMP-1 Rabbit Abcam ab52631 54 1:1000 1:50
MMP-2 Rabbit Abcam ab37150 76 (pro)/66 (ativa) 1:1000 1:50
MMP-3 Rabbit Abcam ab52915 50 1:1000 1:50
MMP-7 Rabbit Novus Biologicals NB600-1153 28 1:1000 1:25
MMP-9 Rabbit Abcam ab76003 92 (pro)/86 (ativa) 1:500 1:100
MMP-10 Rabbit Novus Biologicals | NB100-92182 54 1:1000 1:50
MMP-13 Rabbit Abcam ab39012 54 1:1000 1:200
MMP-14/MT1-MMP Rabbit Novus Biologicals | NB110-57216 | 66 (pro)/56 (ativa) 1:1000 1:50
MMP-15/MT2-MMP Rabbit Novus Biologicals | NB600-1486 76 1:200 1:50
MMP-16/MT3-MMP Rabbit Abcam Ab73877 57 1:200 1:100
MMP-17/MT4-MMP Rabbit BioVision 3537-100 62 1:100 1:50
MMP-24/MT5-MMP Rabbit Biovision 58 1:200 1:50
MMP-25/MT6-MMP Rabbit Abcam ab39032 65 1:200 1:50
MMP-28 Rabbit Abcam ab11791 62/58 1:1000 1:50
TIMP-1 Rabbit Abcam ab38978 28 1:500 1:50
TIMP-2 Mouse Calbiochem IM56 21 1:2000 1:50
TIMP-3 Rabbit Abcam ab39185 24 1:500 1:250
TIMP-4 Rabbit Abcam ab58425 26 1:500 1:50
RECK Rabbit Cell Signaling 3433 100/110 1:1000 1:50
Colageno tipo | Rabbit Calbiochem 234167 139 1:100 1:100
Actina Rabbit Thermo PA1-16890 42 1:5000 -
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4.3.4.5 Normalizacdo dos Resultados

As bandas obtidas para as proteinas/enzimas avaliadas foram analisadas no
software ImagedJ, onde a area correspondente a cada banda foi selecionada e obtida
um valor em pixels e este valor de cada proteina/enzima alvo foi normalizado com o
valor obtido para a proteina actina referente ao mesmo periodo experimental. Assim
a razao entre eles determinou se houve aumento ou diminuicdo da quantidade de

proteina detectada e estes valores foram utilizados na confecgao dos graficos.

4.3.5 Imunofluorescéncia

As células foram semeadas em placas de multipocos P24 (2.500 células/cm?) e
analisadas 6 dias depois. Os pogos foram lavados com PBSA, fixados com
paraformoldeido 4% e 0,01% TRITON X por 10 min a 37 °C, incubados com solug¢ao
de bloqueio (BSA 2% em PBSA) por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida,
os anticorpos primarios foram incubados a 4 °C overnight (Quadro 7). No segundo
dia, o anticorpo secundario fluorescente (diluicdo 1:1000) foi incubado por 1 h a
temperatura ambiente e foi feita a coloragcdo nuclear com DAPI 300 nM (“4',6-
diamidino-2-phenylindole”, D9542, Sigma-Aldrich) por 10 min a temperatura
ambiente. A visualizagdo foi feita em microscopio de fluorescéncia (Observer D1,
Zeiss) com o filtro especifico para o fluoréforo utilizado e as imagens foram captadas

com a camera Axio Cam Hc.
4.3.6 Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)
Vide protocolo descrito no topico 4.2.7.
4.4 Analise Estatistica dos Resultados
Para a construgdo dos graficos e analises estatisticas foi utilizado o software
GraphPad Prism 6. As diferencas estatisticas entre os grupos, para os ensaios de

curva de proliferacdo e MTT, foram determinadas através da analise de variancia

(two-way ANOVA) seguida do post hoc de Bonferroni para identificar quais dos
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pares de grupos diferem. O nivel de significancia adotado foi de 5%, ou seja, quando
p < 0,05 ha significancia estatistica. A estatistica descritiva foi utilizada para os
resultados que mostram o perfil de expressédo génica (PCR em tempo real) e perfil

de expressao protéica (western blotting).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao das DPSCs

Os experimentos de caracterizagao foram realizados na #P4 para os 3
pacientes. As DPSCs isoladas apresentaram morfologia fibroblastéide e, quando
subconfluentes, se apresentavam de forma mais espraiada e delgada (Figura 6A).
Sua ultraestrutura mostrou citoplasma contendo mitocdndrias alongadas e reticulo
endoplasmatico rugoso bem definido bem como morfologia nuclear tipica (Figura
6B). Apds o ensaio de senescéncia, ndo foram identificadas células com coloragao

azulada, portanto ndo senescentes (Figura 6C).

Figura 6 — Caracterizagdo morfolégica das DPSCs.

(A) Imagem representativa do aspecto morfolégico fibroblastéide das DPSCs cultivadas em meio
clonogénico (n=3); (B) Imagem representativa da ultraestrutura por MET (m=mitocdndria, n=nulcleo,
rer=reticulo endoplasmatico rugoso); e (C) Auséncia de coloragéo azulada no citoplasma das DPSCs
apos o ensaio de senescéncia (n=3). Aumento: 100 x (A), 200 x (C) e 20.000 x (B).
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Para o ensaio de formagao de colbnia, apés 10 dias em cultura em baixa
densidade (50 céls/cm?), observou-se a formacdo de coldnias e, na densidade de
210 céls/cm?, nao foi possivel definir claramente colbnias e sim células em
subconfluéncia (Figura 7A). Microscopicamente, foram observadas morfologia
fibroblastdide em ambas as densidades e com a aparéncia de fusdo de colbnias

(Figura 7B — detalhe em amarelo).

Figura 7 — Ensaio de formacéao de colbnia
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(A) Aspecto macroscopico das DPSCs ap6s 10 dias em cultura celular nas duas densidades celulares
avaliadas; (B) Aspecto microscopico representativo das DPSCs. Aumento: 100 x (B).

No ensaio de proliferagao celular, a curva de crescimento mostrou-se com
aspecto tipico de fase exponencial nos periodos iniciais e chegando ao platd nos
periodos finais. Apés 120 hs, o paciente 1 proliferou mais do que o paciente 3 e 0
paciente 2 proliferou mais do que o paciente 3. Apds 144 hs, o paciente 1 proliferou
mais do que os pacientes 2 e 3 e o paciente 2 proliferou mais do que o paciente 3.
Apods 168 hs, o paciente 1 proliferou mais do que os pacientes 2 e 3 (Figura 8A). O
tempo de dobramento (TD) para cada periodo experimental também foi calculado,
sendo que é inversamente proporcional ao crescimento celular. De forma geral, os

pacientes 1, 2 e 3 apresentaram TD = 19 hs, = 22 hs e = 25 hs, respectivamente,
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refletindo os dados observados para a curva de crescimento. No ensaio de
viabilidade celular, apesar do paciente 1 ter apresentado maior proliferacdo em
relacdo aos outros pacientes, a curva de viabilidade foi a menor. Da mesma
maneira, o paciente 3 apresentou a maior curva de viabilidade e o paciente 2 entre

eles (Figura 8B).

Figura 8 — Ensaios de proliferacéo celular e viabilidade
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Analise de variancia (two-way ANOVA) seguida do post hoc de Bonferroni. (A) ***p<0,001 e
****5<0,0001; (B) **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001.

O perfil de marcadores de superficie celular, determinado pela
imunofenotipagem, mostrou os seguintes marcadores positivos: CD90 — 93%,
CD105 - 37,1%, CD44 — 30,8%, CD29 — 11%, CD73 — 4,43% e como marcadores
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negativos: CD45 — 5,2%, CD14 — 0,526%, CD34 — 2,28%, CD31 — 0,929% e o

controle isotipico (IgG1 — 1,02%), reforcando que as células isoladas sédo células-
tronco mesenquimais (Figura 9).

Figura 9 — Imunofenotipagem das DPSCs
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O colageno tipo | foi imunolocalizado disperso no citoplasma e, fortemente, no

perimetro perinuclear (Figuras 10 A-C).

Figura 10 — Imunofluorescéncia das DPSCs (Col I)

Marcadores de células mesenquimais

Colageno tipo |

(A) DPSCs coradas pelo anticorpo colageno tipo | (fluoréforo verde); (B) nucleos corados por DAPI
(fluordforo azul); e (C) sobreposigao de imagens. Aumento: 200 x.

Apds a indugdo da diferenciagdo adipogénica por 35 dias, foi verificada
diferenciacdo das DPSCs em células tipo adipdcito evidenciadas pela coloracéo
vermelha das goticulas lipidicas (Figura 11).

5.2 Avaliagao da expressao das MMPs e seus inibidores nas DPSCs

O perfil de expressdo da maioria das MMPs e seus inibidores, nas DPSCs
isoladas, foi realizado na #P5.

Dentre as colagenases (MMPs -1, -8 e -13), a MMP-1 foi imunolocalizada
dispersa no citoplasma e, mais evidente, proximo a membrana celular,
provavelmente, no perimetro pericelular (Figuras 12 A-C). A MMP-13 também foi
localizada de forma dispersa no citoplasma, porém bem fraca (Figuras 12 D-F). A
MMP-8 néo foi avaliada.

Dentre as gelatinases (MMPs -2 e -9), a MMP-2 foi imunolocalizada dispersa
no citoplasma e no perimetro perinuclear ou nucleo (Figuras 12 G-I). J4 a MMP-9

nao foi expressa pelas DPSCs.



Figura 11 — Coloragao por Oil Red
Meio Clonogénico Meio Adipogénico

dias |

Imagem microscoépica representativa da coloragéo de oil red apds a indugao da diferenciagéo
adipogénica in vitro por 35 dias (n=3). Aumento: 40 x.

68
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Figura 12 - Imunofluorescéncia das DPSCs (colagenases, gelatinases e

matrilisinas)

Colagenases (MMPs -1, -8 e -13)

MMP-1

MMP-13

Gelatinases (MMPs -2 e -9)

MMP-2

Matrilisinas (MMPs -7 e -26)

MMP-7

Imagem representativa da imunofluorescéncia das DPSCs (n=3) (A, D, G e J) células coradas pelo
anticorpo primario (fluoréforo verde); (B, E, H e K) nucleos corados por DAPI (fluoréforo azul); e (C, F,
I, L) sobreposi¢cao de imagens. Aumento: 200 x.
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Dentre as matrilisinas (MMPs -7 e -26), a MMP-7 foi fortemente localizada
dispersa no citoplasma e no perimetro perinuclear ou nucleo (Figuras 12 H-J). A
MMP-26 nao foi analisada.

Dentre as estromelisinas (MMPs -3, -10 e -11), a MMP-10 e a MMP-13
também foram localizadas de forma dispersa no citoplasma, porém bem fraca
(Figuras 13 A-C). A MMP-3 nao foi expressa pelas DPSCs e a MMP-11 nao foi
avaliada.

Dentre as MMPs sem grupo definido (MMPs -12, -19, -20, -23, -27 e -28), a
MMP-28 foi fortemente imunolocalizada dispersa no citoplasma e no perimetro
perinuclear ou nucleo (Figuras 13 D-F). As demais nao foram analisadas.

Dentre as MMPs ancoradas a membrana celular via &ncora GPl (MMPs -17 e
-25), a MMP-25 foi imunolocalizada dispersa no citoplasma e no perimetro
perinuclear ou nucleo (Figuras 13 G-l), enquanto a MMP-17 foi fracamente
detectada (Figuras 13 J-L).

Dentre as MMPs ancoradas a membrana via dominio transmembrana (MMPs
-14, -15, -16 e -24), as MMP-14, MMP-15 e MMP-16 foram imunolocalizadas na
membrana celular bem como no perimetro perinuclear ou nucleo (Figuras 14 A-l), ja
a MMP-24 ficou restrita fracamente ao nucleo (Figuras 14 J-L).

Dentre as TIMPs, as TIMP-1 (Figuras 15 A-C) e TIMP-3 (Figuras 15 G-I)
foram imunolocalizadas no citoplasma e, principalmente, no perimetro perinuclear,
sendo a TIMP-1 a mais proeminente. A TIMP-2 foi imunolocalizada no citoplasma
(Figuras 15 D-F). A TIMP-4 parece estar imunolocalizada na membrana celular ou
perimetro pericelular, mas de forma fraca (Figuras 15 J-L). Ja RECK, foi
imunolocalizado de forma dispersa no citoplasma e na membrana celular (Figuras 15
M-O).

Em conjunto, houve intensa imunolocalizagdo das MMPs -7, -14, -15, -25, -28
e TIMPs -1 e -3.
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Figura 13 — Imunofluorescéncia das DPSCs (estromilisinas, outros e MT-MMPs)
Estromelisinas (MMPs -3, -10 e -11)

MMP-10

Outros (MMPs -12, -19, -20, -23, -27 e -28)

MMP-28

MMPs ancoradas a membrana celular via ancora GPI (MMPs -17 e -25)

MERGE

MMP-17

MMP-25

Imagem representativa da imunofluorescéncia das DPSCs (n=3) (A, D, G e J) células coradas pelo
anticorpo primario (fluoréforo verde); (B, E, H e K) nucleos corados por DAPI (fluoréforo azul); e (C, F,
I, L) sobreposi¢cao de imagens. Aumento: 200 x.
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Figura 14 — Imunofluorescéncia das DPSCs (MT-MMPs)

MMPs ancoradas a membrana celular via dominio transmembrana (MMPs -14, -15,
-16 e -24)

MMP-16 MMP-15 MMP-14

MMP-24

Imagem representativa da imunofluorescéncia das DPSCs (n=3) (A, D, G e J) células coradas pelo
anticorpo primario (fluoréforo verde); (B, E, H e K) nucleos corados por DAPI (fluoréforo azul); e (C, F,
I, L) sobreposi¢cao de imagens. Aumento: 200 x.
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Figura 15 — Imunofluorescéncia das DPSCs (Inibidores das MMPs)

Inibidores teciduais das MMPs secretados para a MEC (TIMPs)

TIMP-1

TIMP-2

TIMP-3

TIMP-4

Inibidor das MMPs ancorado a membrana celular via ancora GPI (RECK)

. . ? |

Imagem representativa da imunofluorescéncia das DPSCs (n=3) (A, G, J e M) células coradas pelo
anticorpo primario (fluoréforo verde);(D) fluoréforo vermelho; (B, E, H, K e N) ndcleos corados por
DAPI (fluoréforo azul); e (C, F, I, L e O) sobreposi¢céo de imagens. Aumento: 200 x.

RECK
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5.3 Avaliagao da osteogénese in vitro a partir das DPSCs

Os experimentos para a avaliagdo da osteogénese in vitro foram realizados
na #P5 para os 3 pacientes.

Os pacientes analisados apresentaram perfis de expressao génica diferentes
para o Col I, no entanto, de forma geral, foram regulados negativamente (Figuras

16A-B) ou estdo com a mesma expressao em relagao ao controle (Figura 16C e D).

Figura 16 — Expressdo génica durante a indugdo da diferenciagado osteogénica in
vitro (Col 1)

Paciente 1 - COL | Paciente 2 - COL |

Expresséo Génica Relativa (Log 2)
Expressao Génica Relativa (Log 2)

S A

O L OO RO LLLLL
!Q\\E'\'\,b‘bt\\‘bcbbﬁ
QOLDQDOO&&O 0:’0 o »

oo e’

Periodos de Indugao Periodos de Indugao

Paciente 3 - COL | D COL I (n=3)

Expressao Génica Relativa (Log 2)
Expressao Génica Relativa (Log 2)

Periodos de Indugao Periodos de Indugao

Analise da expressao génica do colageno tipo | apds a indugao da diferenciagdo osteogénica in vitro
das DPSCs por 35 dias. (A) paciente 1; (B) paciente 2; (C) paciente 3 e (D) média (n=3). Amostra
calibradora: DPSCs indiferenciadas (P4). Gene enddgeno: B-actina. Barra branca: DPSCs
indiferenciadas; barra quadriculada cinza: DPSCs em meio clonogénico (controle) e barra preta:
DPSCs em meio osteogénico.
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Através da quantificagcdo da atividade da fosfatase alcalina, foi verificado o
aumento gradativo da atividade do 1° ao 14° dia e diminuigdo a partir do 14° dia.

Sendo este um padréo esperado para este tipo de diferenciagao (Figura 17).

Figura 17 — Quantificacao da atividade da fosfatase alcalina durante a indugéo da
diferenciagao osteogénica in vitro

Diferenciagcao Osteogénica
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Tempo de Indugao da Diferenciagao

Imagem representativa da quantificagcdo da atividade da fosfatase alcalina nas DPSCs apés a
inducao da diferenciagao osteogénica in vitro por 28 dias (n=3).

As DPSCs induzidas a diferenciacdo osteogénica in vitro formaram nodulos
de mineralizagao corados pela Alizarina Vermelha, onde houve aumento progressivo
da coloragdo ao longo dos periodos experimentais nas células induzidas a
diferenciacao osteogénica, sendo o paciente 1 a partir de 7 dias e os pacientes 2 e 3
a partir de 14 dias. Foi observado nenhuma ou pouca coloracdo nas ceélulas

mantidas em meio clonogénico (controle) (Figuras 18 e 19).
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Figura 18 — Coloragao de alizarina vermelha durante a indugao da diferenciacao
osteogénica in vitro (analise macroscépica)

1dia 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias
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Andlise da formacdo de nodulos de mineralizagdo pela coloragdo de alizarina vermelha apés a
indugdo da diferenciagido osteogénica in vitro por 35 dias (n=3).
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Figura 19 — Coloragao de alizarina vermelha durante a indugdo da diferenciagao
osteogénica in vitro (analise microscopica)

Meio Clonogénico  Meio Osteogénico

>

Imagem representativa da coloragao dos nédulos de mineralizagdo pela coloragao de alizarina
vermelha apés a indugao da diferenciagédo osteogénica in vitro por 35 dias (n=3). Aumento: 40 x.
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A andlise ultraestrutural das DPSCs por MET, apds indugao da diferenciagao
osteogénica por 35 dias, revelou que estas possuem mitocondrias alongadas,
proeminente reticulo endoplasmatico rugoso e, ainda, muitas vesiculas
intracelulares. Ao nivel da membrana plasmatica, foram observadas regides com
invaginagdes caracteristicas de cavéolas ou bolsas clatrina-dependentes, indicando
atividade secretora para a MEC ou endocitose (Figura 20A). Foram observadas
fibras colagenas mineralizadas na MEC (Figura 20B). As DPSCs mantidas pelo
mesmo periodo, s6 que com 0 meio clonogénico, também secretaram colageno tipo
| para a MEC, mas apresentaram aspecto bem diferente daquelas em diferenciagéo,
sendo nitidas as caracteristicas de célula senescente (Figura 20C) e em apoptose

(Figura 20D), com a compartimentalizagao dos conteudos nuclear e citoplasmatico.

Figura 20 — Analise da ultraestrutura das células durante a indu¢ao da diferenciagao
osteogénica in vitro

Meio Osteogénico

Meio Clonogénico

Imagem representativa da ultraestrutura das DPSCs por MET. Aumento: 10.000 x (A e C) e 20.000 x
(B e D).
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5.4 Avaliagdao da expressdo génica das MMPs e seus inibidores nas DPSCs
durante a osteogénese in vitro

O perfil de expressdo génica da maioria das MMPs e seus inibidores, nas
DPSCs isoladas, foi realizado na #P5 para os 3 pacientes.

Em determinados genes, os pacientes analisados apresentaram perfis
semelhantes e, em outros, perfis distintos.

Dentre as colagenases (MMPs -1, -8 e -13), a MMP-8 nao foi avaliada.
Analisando a relagao indugdo da diferenciagao vs. controle, para o paciente 1, a
MMP-1 foi regulada negativamente nas amostras induzidas a diferenciagao
osteogénica durante todos os periodos experimentais, exceto em 21 e 35 dias onde
a expressao foi igual ao do controle (Figura 21A). Para o paciente 2, a MMP-1 foi
regulada positivamente apenas em 1 e 7 dias pés-indugao e, a partir deste periodo,
regulada negativamente (Figura 21B). Para o paciente 3, foi regulada positivamente
apenas em 14 dias pés-indugdo e regulada negativamente em todos os demais
periodos (Figura 21C). Ja para a MMP-13, a expressao no paciente 1 foi regulada
negativamente em todas as amostras induzidas a diferenciagao, exceto em 21 dias
(Figura 21E). Para o paciente 2, foi regulada positivamente apenas em 1 dia pés-
indugao (Figura 21F). Para o paciente 3, foi regulada negativamente em todas as
amostras induzidas a diferenciagdo (Figura 21G). Analisando a relagdo das
amostras do grupo controle e osteogénico vs. DPSCs, para a MMP-1, no paciente 1,
a maioria das amostras do grupo controle foram reguladas positivamente e todas do
grupo osteogénico foram reladas negativamente (Figura 21A). Para o paciente 2,
todas as amostras de ambos os grupos foram reguladas positivamente, exceto
controle 1 dia (Figura 21B). Para o paciente 3, as amostras de ambos 0s grupos
foram reguladas positivamente, exceto 1 e 7 dias do grupo osteogénico (Figura
21C). Para a MMP-13, no paciente 1, a maioria das amostras do grupo controle
foram reguladas positivamente (exceto 1 e 21 dias) bem como do grupo osteogénico
(exceto 1 e 7 dias) (Figura 21E). Para o paciente 2, as amostras de ambos os
grupos foram reguladas positivamente, exceto controle 1 dia e osteogénico 14 dias
(Figura 21F). Para o paciente 3, as amostras de ambos os grupos foram reguladas

positivamente, exceto osteogénico 7 e 14 dias (Figura 21F). Em conjunto, o perfil de
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expressao de ambas as colagenases revelou que estas sao expressas nos dois
grupos experimentais, no entanto, sendo mais expressa no grupo controle do que no
grupo osteogénico (Figuras 21 D e H), assim, essas enzimas podem estar
relacionadas tanto a manutencdo do estado indiferenciado das DPSCs quanto a
diferenciagao osteoblastica.

Dentre as gelatinases (MMPs -2 e -9), a MMP-9 n&o apresentou curva de
melting e amplificagdo especificos e foi considerada como nao amplificada, portanto,
nao expressa. Analisando a relacdo inducdo da diferenciacdo vs. controle no
paciente 1, a MMP-2 foi regulada positivamente apenas em 35 dias pds-indugéo,
mas apresentou expressao igual ao controle em 7, 21 e 28 dias (Figura 22A). Para o
paciente 2, foi regulada positivamente de 1 a 14 dias pds-indugao e, negativamente,
de 21 a 35 dias (Figura 22B). No paciente 3, foi regulada negativamente em todos os
periodos da inducdo da diferenciagdo osteogénica, exceto em 28 dias onde a
expressao foi igual ao controle (Figura 22C). Analisando a relagdo das amostras do
grupo controle e osteogénico vs. DPSCs, para o paciente 1, a maioria das amostras
do grupo controle foram reguladas positivamente (exceto 1 e 35 dias) bem como as
do grupo osteogénico (exceto 1 dia) (Figura 22A). Para o paciente 2, a maioria das
amostras do grupo controle foram reguladas positivamente (exceto 1 e 7 dias) bem
como do grupo osteogénico (exceto 7 dias) (Figura 22B). Para o paciente 3, todas as
amostras de ambos os grupos foram altamente expressas (Figura 22C). Em
conjunto, o perfil de expressdao da MMP-2 revelou que esta € expressa nos dois
grupos experimentais, no entanto, sendo um pouco mais expressa no grupo controle
do que no grupo osteogénico, mas de forma muito semelhante (Figura 22 D), assim,
esta enzima pode estar relacionada tanto a manuteng¢ao do estado indiferenciado
das DPSCs quanto a diferenciacao osteoblastica.

Dentre as MMPs sem grupo definido (MMPs -12, -19, -20, -23, -27 e -28), a
MMP-19 nao apresentou curva de melting e amplificacdo especificos e foi
considerada como nao amplificada, portanto, ndo expressa e as MMPs -12, -20, -23
e -27 nao foram avaliadas. Analisando a relagcdo inducdo da diferenciagao vs.
controle para a MMP-28, verificamos um perfil distinto para o paciente 1 e bem

semelhante dos pacientes 2 e 3 semelhantes nos 3 pacientes analisados. Para o
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paciente 2, houve regulagao positiva em 1, 7, 14 e 28 dias pés-indugao, regulagao
negativa apenas em 21 dias e expressao igual ao controle em 35 dias (Figura 22F).
No paciente 3, houve regulacdo positiva em 1, 7, 14 e 35 dias pds-indugéo,
regulacdo negativa em 21 dias e expressao igual ao controle em 28 dias (Figura
22G). Analisando a relagdo das amostras do grupo controle e osteogénico vs.
DPSCs, no paciente 1, praticamente, todas as amostras foram reguladas
negativamente (Figura 22E), enquanto nos pacientes 2 e 3, todas as amostras de
ambos os grupos foram reguladas positivamente (Figuras 22 F-G). Em conjunto, o
perfil de expressdo da MMP-28 revelou que esta € expressa nos dois grupos
experimentais, no entanto, sendo mais expressa no grupo osteogénico do que no
grupo controle (Figura 22 H), assim, esta enzima pode estar relacionada tanto a
manutencdo do estado indiferenciado das DPSCs quanto a diferenciacao
osteoblastica.

Dentre as estromelisinas (MMPs -3, -10 e -11), a MMP-11 nao foi avaliada.
Analisando a relagdao indugdo da diferenciacdo vs. controle para a MMP-3, o
paciente 1, foi regulado negativamente, exceto em 35 dias (Figura 23A) e um perfil
semelhante foi visto para o paciente 2, exceto em 14 dias pés-indugao (Figura 23B).
Ja no paciente 3, houve regulagdo positiva de 14 a 35 dias pds-indugédo (Figura
23C). Analisando a relagdo amostras grupo controle e osteogénico vs. DPSCs, no
paciente 1, apenas as amostras controle 28 dias e osteogénico 28 dias foram
reguladas positivamente (Figura 23A), para o paciente 2, todas as amostras foram
reguladas positivamente, exceto 35 dias (Figura 23B) e para o paciente 3, apenas as
amostras de 14 a 35 dias p6s-indugado foram reguladas positivamente (Figura 23C).
Analisando a relacdo inducdo da diferenciacédo vs. controle para a MMP-10, houve
um perfil semelhante em todos os 3 pacientes, sendo que todas as amostras foram
reguladas negativamente para os pacientes 1 (Figura 23E) e 3 (Figura 23G), com
excegao do osteogénico 1 dia para o paciente 2 (Figura 23F). Analisando a relagao
das amostras do grupo controle e osteogénico vs. DPSCs, no paciente 1 apenas as
amostras do grupo controle foram reguladas positivamente (Figura 23E) e para os
pacientes 2 e 3 todas as amostras foram reguladas positivamente (exceto controle 1

dia para o paciente 2) (Figuras 23 F-G). Em conjunto, o perfil de expressdo de
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ambas as estromelisinas revelou que essas sao expressas nos dois grupos
experimentais, no entanto, sendo mais expressa no grupo controle que no grupo
osteogénico (Figuras 23 D e H), assim, estas enzimas podem estar relacionadas
tanto a manutencdo do estado indiferenciado das DPSCs quanto a diferenciagao
osteoblastica.

As matrilisinas (MMPs -7 e -26) ndo foram avaliadas.

Dentre as MMPs ancoradas a membrana via dominio transmembrana (MMPs -
14, -15, -16 e -24), a MMP-24 n&o foi avaliada. Analisando a relagado indugao da
diferenciacao vs. controle para a MMP-14, no paciente 1, houve regulagao positiva
em 7, 14, 21 e 35 dias pds-indugao e, negativa, apenas em 28 dias (Figura 24A). No
paciente 2, a MMP-14 foi regulada positivamente em 1 a 14 dias pdés-inducgéao e,
negativamente, de 21 a 35 dias (Figura 24B). J4& no paciente 3, houve regulagao
positiva em todos os periodos, exceto em 1 dia pés-indugédo (Figura 24C). Para a
MMP-15, tanto o paciente 1 quanto o 3, apresentaram regulagéo positiva de 7 a 35
dias pés inducao (Figuras 24 E e G), enquanto o paciente 2 apresentou regulagao
positiva de 1 a 14 dias e, negativa, de 21 a 35 dias (Figura 24F). Para a MMP-16,
houve uma expressao bastante distinta entre os 3 pacientes analisados, oscilando
ora maior expressao no grupo controle ora maior no grupo osteogénico (Figuras 24I-
K). Analisando a relagao das amostras do grupo controle e osteogénico vs. DPSCs,
a MMP-14, no paciente 1, foi regulada positivamente no grupo osteogénico de 14 a
35 dias e, no grupo controle, em 14 e 28 dias (Figura 24A). Ja os pacientes 2 e 3,
tiveram regulagao positiva da expressdo em todos os periodos experimentais e em
ambos 0s grupos, exceto a amostra controle 7 dias no paciente 2 (Figuras 24B-C).
Para a MMP-15, houve regulagéo positiva das amostras do grupo osteogénico de 7
a 35 dias e, do grupo controle, apenas em 28 dias (Figura 24E). Ja nos pacientes 2
e 3, todas as amostras de ambos os grupos foram reguladas positivamente (Figuras
24F-G). Em conjunto, o perfil de expressao das MT-MMPs ancoradas via dominio
transmembrana revelou que essas sao expressas nos dois grupos experimentais, no
entanto, sendo mais expressa no grupo osteogénico que no grupo controle (Figuras
24 D, H e L), assim, estas enzimas podem estar relacionadas tanto a manutengao

do estado indiferenciado das DPSCs quanto a diferenciagao osteoblastica.
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Dentre as MMPs ancoradas a membrana celular via &ncora GPl (MMPs -17 e
-25), a MMP-25 nao apresentou curva de melting e amplificagdo especificos e foi
considerada como ndo amplificada, portanto, ndo expressa. Analisando a relacao
indugdo da diferenciagao vs. controle para a MMP-17, no paciente 1, foi regulada
positivamente em 7, 14, 21 e 35 dias pés-indugao (Figura 25A). Para o paciente 2,
foi regulada positivamente de 1 a 7 dias pds-indugdo, com expressao igual ao
controle em 14 dias e regulagédo negativa de 21 a 35 dias (Figura 25B). No paciente
3, houve regulacao positiva de 7 a 35 dias pés-indugao (Figura 25C). Analisando a
relacdo das amostras do grupo controle e osteogénico vs. DPSCs, a MMP-17 foi
regulada positivamente em ambos o0s grupos experimentais nos 3 pacientes
avaliados, exceto a amostra controle 14 dias no paciente 1 e osteogénico 1 dia no
paciente 3 (Figuras 25A-C). Em conjunto, o perfil de expressédo da MMP-17 revelou
que essa € expressa no grupo osteogénico de 1 a 7 dias e mais expressa no grupo
controle de 21 a 35 dias (Figura 25D), assim, esta enzima pode estar relacionada
tanto a manutencdo do estado indiferenciado das DPSCs quanto a diferenciagao
osteoblastica em estagios iniciais.

Ja para o inibidor das MMPs ancorado a membrana celular via ancora GPI
(RECK), o perfil de expressdo nos 3 pacientes avaliados foi bastante discrepante.
Analisando a relacdo indugao da diferenciagao vs. controle, no paciente 2, somente
houve regulacdo positiva em 1 dia pds-indugao (Figura 25F) e, no paciente 3,
apenas regulagao positiva em 14 dias (Figura 25G). Analisando a relagédo das
amostras do grupo controle e osteogénico vs. DPSCs, RECK, no paciente 1, foi
regulado negativamente em todos os periodos experimentais para ambos os grupos
(Figura 25E), enquanto no paciente 3, foi regulado positivamente em todos os
periodos experimentais para ambos os grupos (Figura 25G). No paciente 2, houve
regulagao positiva apenas para as amostras 1 e 14 dias no grupo osteogénico e 14,
21 e 35 dias no grupo controle (Figura 25G). Em conjunto, o perfil de expressao de
RECK revelou que este € expresso em ambos o0s grupos experimentais (Figura
25H), assim, esta proteina pode estar relacionada tanto a manutencdo do estado

indiferenciado das DPSCs quanto a diferenciacao osteoblastica.
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Dentre os inibidores teciduais das MMPs secretados para a MEC (TIMPs),
analisando a relagao indugao da diferenciacao vs. controle, a TIMP-1, no paciente 1,
foi regulada positivamente em todos os periodos experimentais, exceto 28 dias
(Figura 26A). No paciente 2, regulagao positiva apenas em 1 e 14 dias pés-indugao
(Figura 26B). O paciente 3 apresentou um perfil bastante semelhante ao paciente 1,
diferindo por ser regulado negativamente em 1 dia pds-indugdo e com expressao
semelhante ao controle ou ligeiramente maior nos demais periodos experimentais
(Figura 26C). Para a TIMP-2, no paciente 1, houve regulagédo positiva em 1,7, 21 e
35 dias poés-indugéao (Figura 26E). No paciente 2, houve regulagao positiva somente
em 1 e 14 dias pés-indugao (Figura 26F). No paciente 3, houve regulagao positiva
de 1 a 14 dias e em 35 dias e expressao igual ao do controle em 21 e 28 dias
(Figura 26G). Para a TIMP-3, apenas o paciente 3 apresentou expressao superior a
da DPSC (Figuras 27A-B), havendo regulagao positiva de 14 a 35 dias pds-indugao
(Figura 27C). Para a TIMP-4, o paciente 1 ndo apresentou expressao superior a da
DPSC (Figuras 27E). No paciente 2, houve regulagcédo positiva de 1 a 14 dias poés-
indugao e, negativa, de 21 a 35 dias (Figura 27F). No paciente 3, houve regulagao
positiva em 7, 14, 28 e 35 dias pos-indugdo, regulagdo negativa em 1 dia e
expressao igual ao controle em 21 dias (Figura 27G). Analisando a relagado das
amostras do grupo controle e osteogénico vs. DPSCs, a TIMP-1 foi regulada
positivamente em todos os periodos experimentais e em ambos 0s grupos nos
pacientes 1 e 3, com excegado da amostra osteogénico 1 dia no paciente 3 (Figuras
26A e C). Ja para o paciente 2, houve regulagao positiva apenas para as amostras
controle 14, 21 e 28 dias e osteogénico 14 dias (Figura 26B). De forma semelhante,
a TIMP-2 foi regulada positivamente em todos os periodos experimentais e em
ambos os grupos nos pacientes 1 e 3 (Figuras 26E e G). Ainda de forma semelhante
para o paciente 2, houve regulagdo positiva apenas para as amostras controle 14,
21 e 28 dias e osteogénico 14 dias (Figura 26F). Para a TIMP-3, os pacientes 1 e 2
apresentaram perfil semelhante, onde todas as amostras de ambos os grupos
experimentais foram reguladas negativamente (Figuras 27A-B). Para o paciente 3,
todas as amostras de ambos o0s grupos experimentais foram reguladas

positivamente, exceto a amostra osteogénico 1 dia (Figuras 27C). Para a TIMP-4, no
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paciente 1 todas as amostras de ambos os grupos experimentais foram reguladas
negativamente (Figura 27A), enquanto nos pacientes 2 e 3, todas as amostras de
ambos o0s grupos experimentais foram reguladas positivamente, exceto a amostra
controle 1 dia (Figuras 27A-B). Em conjunto, o perfil de expressdao das TIMPs
revelou que estas sao expressas em ambos 0s grupos experimentais, assim, estas
proteinas podem estar relacionadas tanto a manutencdo do estado indiferenciado

das DPSCs quanto a diferenciacao osteoblastica.

5.5 Avaliagao da expressao protéica apoés a inducao da osteogénese in vitro

O perfil de expressao protéica, nas DPSCs isoladas, foi realizado na #P5.

A analise da expressao protéica e os dados apresentados sao referentes as
amostras de proteinas do paciente 2 (controle e diferenciagao osteogénica).

Para a MMP-2, foram detectadas 3 bandas especificas relacionadas as
formas inativa (pré-enzima), intermediaria e ativa. A pré-enzima foi detectada em
todas as amostras do controle e com forte diminuicdo em 35 dias. Em relacido as
amostras da indugao da diferenciagcao osteogénica, todas apresentaram esta forma
e de forma aumentada ao longo dos periodos experimentais. A forma intermediaria
foi detectada em todas as amostras. A forma ativa comecgou a ser detectada a partir
de 14 dias tanto no controle quanto na diferenciagcdo osteogénica, sendo
visivelmente aumentada de 28 a 35 dias durante a diferenciacdo osteogénica em
relacdo ao controle e em relagao as formas intermediaria e pré-enzima (Figura 28A e
B).

Para a MMP-14, foram detectadas 2 bandas especificas relacionadas as
formas inativa e ativa. De forma geral, a forma ativa foi detectada em todas as
amostras, mas havendo notavel aumento durante a diferenciagao osteogénica de 28
a 35 dias em relagcéo ao controle e em relagao a forma inativa (Figura 28A e C).

Em conjunto, o aumento da forma ativa da MMP-14 esta relacionado a
ativagdo da pro-MMP-2 de 28 a 35 dias péds-indugdo, sugerindo atividade
colagenolitica e gelatinolitica, respectivamente, sendo estes periodos relacionados a

fase final da diferenciacao osteoblastica e mineralizagao.
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Figura 21 — Expressao génica durante a inducao da diferenciagéo osteogénica in vitro (colagenases)
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Analise da expressao génica da MMP-1 e MMP-13 apés a indugao da diferenciagao osteogénica in vitro das DPSCs por 35 dias para os pacientes 1, 2, 3 e
meédia (n=3). Amostra calibradora: DPSCs indiferenciadas (#P4). Gene enddégeno: B-actina. Barra branca: DPSCs indiferenciadas (#P4); barra quadriculada
cinza: DPSCs cultivadas em meio clonogénico (controle) e barra preta: DPSCs cultivadas em meio osteogénico.
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Figura 22 — Expressao génica durante a indugao da diferenciacéo osteogénica in vitro (gelatinases e outros)
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Analise da expressao génica da MMP-2 e MMP-28 apés a indugao da diferenciagao osteogénica in vitro das DPSCs por 35 dias para os pacientes 1, 2, 3 e
meédia (n=3). Amostra calibradora: DPSCs indiferenciadas (#P4). Gene endégeno: B-actina. Barra branca: DPSCs indiferenciadas (#P4); barra quadriculada
cinza: DPSCs cultivadas em meio clonogénico (controle) e barra preta: DPSCs cultivadas em meio osteogénico.
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Figura 23 — Expressao génica durante a indugao da diferenciagdo osteogénica in vitro (estromelisinas)

Estromelisinas (MMPs -3, -10 e -11)
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Analise da expresséo génica da MMP-3 e MMP-10 apés a indugao da diferenciagao osteogénica in vitro das DPSCs por 35 dias para os pacientes 1, 2, 3 e
meédia (n=3). Amostra calibradora: DPSCs indiferenciadas (#P4). Gene enddégeno: B-actina. Barra branca: DPSCs indiferenciadas (#P4); barra quadriculada
cinza: DPSCs cultivadas em meio clonogénico (controle) e barra preta: DPSCs cultivadas em meio osteogénico.
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Figura 24 — Expressao génica durante a indugao da diferenciagao osteogénica in vitro (MT-MMPs)
MMPs ancoradas a membrana via dominio transmembrana (MMPs -14, -15, -16 e -24)
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Analise da expressao génica da MMP-14, MMP-15 e MMP-16 apés a indugao da diferenciagéo osteogénica in vitro das DPSCs por 35 dias para os pacientes
1, 2, 3 e média (n=3). Amostra calibradora: DPSCs indiferenciadas (#P4). Gene enddgeno: B-actina. Barra branca: DPSCs indiferenciadas (#P4); barra
quadriculada cinza: DPSCs cultivadas em meio clonogénico (controle) e barra preta: DPSCs cultivadas em meio osteogénico.
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Figura 25 — Expressao génica durante a inducao da diferenciagcéo osteogénica in vitro (MT-MMP e inibidor de MMP)

MMPs ancoradas a membrana celular via ancora GPlI (MMPs -17 e -25)
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Analise da expressao génica da MMP-17 e RECK apds a indugao da diferenciacdo osteogénica in vitro das DPSCs por 35 dias para os pacientes 1, 2, 3 e
meédia (n=3). Amostra calibradora: DPSCs indiferenciadas (#P4). Gene enddégeno: B-actina. Barra branca: DPSCs indiferenciadas (#P4); barra quadriculada
cinza: DPSCs cultivadas em meio clonogénico (controle) e barra preta: DPSCs cultivadas em meio osteogénico.
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Figura 26 — Expressao génica durante a indugao da diferenciagdo osteogénica in vitro (inibidores de MMPs)

Inibidores teciduais das MMPs secretados para a MEC (TIMPs)
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Analise da expressao génica da TIMP-1 e TIMP-2 apds a indugao da diferenciacdo osteogénica in vitro das DPSCs por 35 dias para os pacientes 1, 2, 3 e
meédia (n=3). Amostra calibradora: DPSCs indiferenciadas (#P4). Gene endégeno: B-actina. Barra branca: DPSCs indiferenciadas (#P4); barra quadriculada
cinza: DPSCs cultivadas em meio clonogénico (controle) e barra preta: DPSCs cultivadas em meio osteogénico.
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Figura 27 — Expressao génica das DPSCs (inibidores de MMPs)

Inibidores teciduais das MMPs secretados para a MEC (TIMPs)
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Analise da expressao génica da TIMP-3 e TIMP-4 apds a indugao da diferenciacdo osteogénica in vitro das DPSCs por 35 dias para os pacientes 1, 2, 3 e
meédia (n=3). Amostra calibradora: DPSCs indiferenciadas (#P4). Gene endégeno: B-actina. Barra branca: DPSCs indiferenciadas (#P4); barra quadriculada
cinza: DPSCs cultivadas em meio clonogénico (controle) e barra preta: DPSCs cultivadas em meio osteogénico.
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Figura 28 — Expressao protéica durante a indugdo da diferenciagao osteogénica in
vitro
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Analise da expresséao protéica apds indugao da diferenciagdo osteogénica in vitro das DPSCs por 35
dias (n=1). (A) Bandas obtidas por western blotting e (B e C) analise semi-quantitativa (unidade
arbitraria). Proteina enddgena: actina. Barra vermelha: forma inativa (pré-enzima); barra amarela:
forma intermediaria; barra azul: forma ativa.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho traz o primeiro relato sobre a expressao das MMPs e seus
inibidores nas células-tronco da polpa dentaria humana bem como a modulagao da

expressao génica durante a indugao da diferenciagao éssea in vitro.

6.1 Identificagao das MMPs/TIMPs/RECK nas DPSCs

E bastante conhecido que as MMPs e TIMPs s&o expressas por células do
complexo dentina-polpa dentaria humana sadia: MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8,
MMP-13, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-12, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4
(Palosaari et al., 2000, 2002, 2003; Sulkala et al., 2002, 2004) e a modulagao da
expressao esta relacionada a eventos de progresséo da carie na dentina (Chaussain
et al., 2013; Tjaderhane et al., 2015) e progressao de lesdes periapicais (D'addazio
et al.,, 2014). No entanto, a expressdao das MMPs/TIMPs nunca foi associada as
DPSCs nado somente no complexo dentina-polpa dentaria, como também em outras
regides mais centrais da polpa dentaria. Nosso grupo tem estudado a localizagao
das MMPs/TIMPs associadas aos marcadores de superficie celular de MSCs em
diversos nichos da polpa dentaria, inclusive, a primeira descricido de RECK neste
tecido (Rolim — dados nao publicados). Assim, essa expressao em uma populagéao
heterogénea de DPSCs pode ser importante para a manutengdo do estado
indiferenciado destas células nesses nichos teciduais especificos e, ainda, as
DPSCs isoladas podem continuar a expressa-las in vitro. A grande maioria das
MMPs foram diferencialmente localizadas em diversas regides celulares das DPSCs,
sendo que a expressao mais proeminente foi das MMPs -7, -14, -15, -25, -28 e
TIMPs -1 e -3 e, ainda, detectamos as formas inativa e ativa das MMP-2 e MMP-14,
reforcando essa nossa teoria.

Recentes trabalhos tém mostrado a expressdo de MMPs/TIMPs em MSCs
derivadas da medula 6ssea (Lozito et al., 2011), tecido muscular e adiposo (Lozito et
al., 2011, 2014) e que elas estao bastante relacionadas a uma atividade enzimatica

bem restrita ao perimetro pericelular e a inibicdo desta atividade pelas TIMPs.
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Nossos resultados também mostraram que a maioria das MT-MMPs foram

imunolocalizadas nas DPSCs bem como todas as TIMPs.

6.2 Modulagao da expressao génica das MMPs/TIMPs/RECK durante a indugao
da diferenciagao osteogénica in vitro a partir das DPSCs

Um obstaculo pratico na aplicacdo das MSCs é sua tendéncia de
diferenciacao espontanea decorrente do extenso cultivo in vitro. Especificamente, a
osteogénese parece ser uma via de diferenciagdo padrao para culturas de longo
prazo, levando-as a senescéncia e a perderem o seu potencial terapéutico. No
entanto, in vivo, estes processos nas MSCs residentes sdo prevenidos devido aos
nichos teciduais especializados (Sethe et al., 2006). A recapitulacdo destes nichos
pode permitir extensa expansdo das MSCs sem a perda de seu potencial de multi-
diferenciagao in vitro. Para que isto se torne viavel € necessario a compreensao da
natureza do nicho das MSC.

Neste sentido, a caracterizacao realizada em baixa passagem (#P4) nos 3
pacientes utilizados neste trabalho revelou que todos apresentaram positividade
para os marcadores de superficie celular caracteristicos de MSCs, alta taxa
proliferativa, metabolismo celular adequado ao seu status celular por ndo estarem
em senescéncia e com viabilidade celular, pela analise da atividade mitocondrial,
potencial clonogénico em baixa densidade e capacidade de diferenciagao
adipogénica. Isso suporta que a diferenciagdo osteogénica, constatada pelo
aumento da atividade da fosfatase alcalina e formagao de nddulos de mineralizacao
verificados nestas células, é resultado da indugdo com o meio osteogénico padrao:
acido ascorbico (vitamina C — induz a sintese de colageno tipo 1), B-glicerofosfato
(fonte de fosfato para a mineralizagdo) e dexametasona (glicocorticdide sintético
envolvido na indugado da diferenciagdo osteoblastica) (Jaiswal et al., 1997; Pittenger
et al., 1999). No entanto, mantivemos as DPSCs em meio clonogénico também por
35 dias e, em muitos casos, a expressao génica das MMPs/TIMPs/RECK foi inferior
ou igual ao controle, podendo ter havido a diferenciagdo espontédnea de uma fragao
destas células e, como observado pela analise ultraestrutural, estas células estao

senescentes e apoptoticas. Outra observagao € que nao houve diferenca nos niveis
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de expressao génica do colageno tipo | entre os grupos controle e osteogénico,
provavelmente, devido a presenca do acido ascoérbico na mesma concentracido em
ambos os meios de cultura.

Alguns trabalhos mostraram que o acido ascérbico em baixas concentragdes
estimulam as MMPs e, em altas concentragdes, as inibem (Philips et al., 2007). O
acido ascoérbico aumenta a expressao de RECK e TIMP-2 durante a indugao da
diferenciacao osteoblastica da linhagem pré-osteoblastica de camundongos MC3T3
(Zambuzzi et al., 2009). De forma contraria, a dexametasona suprime a expressao
da TIMP-1 em células MC3T3 e estd associada a apoptose das células
osteoblasticas, ndo estando associada a inibicdo das MMPs neste processo (Xie et
al., 2010).

As MMP-1 e MMP-13 sdo conhecidas por serem secretadas por células
osteogénicas (Partridge et al.,, 1996; Varghese et al.,, 1997) e participarem na
regulacédo da diferenciagao osteoblastica. Um mecanismo classico e importante que
facilita a diferenciagdo osteoblastica envolve a secregao de colageno (Andrianarivo
et al., 1992; Franceschi et al., 1992; Lynch et al., 1995; Mizuno et al., 2000). Os
efeitos exercidos pelo colageno e mediados via sinalizagao pelas integrinas (Globus
et al., 1995; Jikko et al., 1999; Reyes et al., 2004; Schneider et al., 2001; Xiao et al.,
1998) ou pela apresentagdo apropriada de fatores estimulatérios das células
(Aronow et al., 1990; Franceschi et al., 1992, 1994; Torii et al., 1994). Diante deste
mecanismo, € plausivel que o aumento nos niveis das MMP-1 e MMP-13, principais
colagenases, diminua ou retarde a diferenciagao osteoblastica pela desregulagdo no
acumulo de matriz colagénica. A regulagdo da MMP-13 tem sido extensivamente
estudada durante a diferenciagao osteoblastica (D'Alonzo et al., 2002; Jimenez et al.,
1999; Tuckermann et al., 2000; Winchester et al., 1999). Seu promotor contém sitios
de ligacdo para RUNX2 e é regulado por ele (Jimenez et al., 1999). Ensaios
funcionais de superexpressao génica e silenciamento génico tém revelado
importantes fungdes das MMPs/TIMPs/RECK. Em células de osteosarcoma (MG63)
a superexpressao da MMP-1 diminui os niveis de BMP-2, DIx2, ALP, osteopontina,
sialoproteina 6ssea e aumenta os niveis de TGF-1 e MSX2 e, o silenciamento

génico, aumenta todos os marcadores da diferenciacdo osteoblastica. Ja a
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superexpressdao génica da MMP-13 diminui os niveis de RUNX2, osteopontina,
siloproteina 6ssea e aumenta os niveis de TGF-31, osteocalcina e MSX2 e, o
silenciamento génico, aumenta os niveis de TGF-B1, MSX2, Osterix e diminui os
niveis de RUNX2 e osteocalcina. Quando ha duplo silenciamento génico, ha
aumento de todos os marcadores osteoblasticos, com excegdo de RUNX2 (Hayami
et al., 2011). Assim, nossos dados revelaram que ambas as MMP-1 e MMP-13
foram reguladas negativamente ao longo da indugdo da diferenciacdo osteogénica,
corroborando com a literatura, isto sendo importante para a correta sequéncia de
diferenciagao a partir de MSCs.

A MMP-2 é expressa em MC3T3 (Thrailkill et al., 1995), osteoblastos
humanos (Meikle et al., 1992; Rifas et al., 1989, 1994) e cultura de osteoblastos de
calvaria de camundongos (Kusano et al., 1998). A MMP-2, MMP-9, MMP-14, TIMP-1
e TIMP-2 também sdo conhecidas por modular a osteogénese in vitro e a MMP-14 é
caracteristica do fenoétipo de osteblastos maduros em células de cultura primaria de
ratos (Filanti et al., 2000).

Ensaios funcionais para as MMPs/TIMPs/RECK foram conduzidos por
poucos estudos em MSCs. O silenciamento génico da TIMP-1 em BMSCs levou a
diminuicdo da proliferagcdo, atividade metabdlica e diferenciagdo osteogénica via
Wnt/B-catenina (Egea et al., 2012). O silenciamento génico de RECK em BMSCs
também levou a diminuigdo da diferenciagdo osteogénica, no entanto, estimulou a
diferenciacao adipogénica também pela via Wnt/B-catenina (Mahl et al., 2016). N6s
verificamos alta expressao da TIMP-1 em DPSCs bem como altos niveis de
transcritos ao longo da diferenciacdo osteoblastica em ambos os grupos
experimentais, mas mais proeminente no grupo osteogénico. Também verificamos a
expressdo de RECK nas DPSCs, porém os resultados de expressdo génica nao
foram tdo conclusivos.

Nosso grupo esta realizando ensaios funcionais de superexpressao e
silenciamento génico nas DPSCs para as MMPs -2, -9 e -14, todas as TIMPs e

RECK e esperamos ter resultados mais conclusivos.
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7 CONCLUSAO

Sugerimos que as MMPs/TIMPs/RECK podem desempenhar importantes
funcdes para a manutencao do estado indiferenciado das DPSCs bem como podem
atuar em diferentes estagios da diferenciacdo osteogénica e na mineralizagéo in

vitro.
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