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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 balango 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 manutencao 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.



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 séo
realizados anualmente em odontologia, neurocirurgia e ortopedia em todo o0 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 é 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 € 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



enzimas proteoliticas (metaloproteinases de matriz — MMPs), e seus inibidores
(TIMPs e RECK) e sao 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 diferenciacédo osteogénica in vitro.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfii de expressdo das
MMPs/TIMPs/RECK nas DPSCs bem como durante a indugdo da osteogénese in

vitro.



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



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 condrécitos) 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;



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); (1) diferengas no potencial de diferenciagdo 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” —
SHEDs) (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 populacdes 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



11

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 sdo 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 aplicacbes
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 citossodlica 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 fungées bem distinto das
demais MMPs (Itoh, 2015).

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

secretadas para a MEC.
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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 Neutrofilo 75/58 Col I, II, 1, V, VII, VIII, X, gelatina, agrecana, a1-PI, 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 secretdria 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 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 diferenciagcdo osteogénica e na mineralizagéo in

vitro.
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