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Resumo

Oliveira BA. Acao dos oxisteroéis na diferenciacdo osteogénica e adipogénica de
células-tronco mesenquimais de tecido adiposo [dissertacdo]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2019.

As células-tronco mesenquimais (CTMs) séo o tipo de célula-tronco (CT) mais
frequentemente utilizado para pesquisa e propésitos clinicos. S&o
caracterizadas por sua capacidade de autorrenovacdo e diferenciacdo em
multiplas linhagens celulares. O colesterol € um componente estrutural da
membrana celular que pode ser facilmente oxidado por oxidacao enzimatica ou
ndo enzimatica em produtos conhecidos como oxisteréis. Sabe-se que o0s
oxisterois exercem acdo em diversos processos fisiopatolégicos, dentre eles a
determinacdo da linhagem celular durante a diferenciacdo de CTMs. A
caracteristica pro-osteogénica dos oxisteréis tem despertado o interesse de
pesquisadores a respeito de sua acao potencial no tratamento de doencas
Osseas, sendo propostos como substitutos das BMPs. Neste estudo foi
avaliada a acdo do colesterol, assim como dos oxisterdis 7-cetocolesterol (7-
KC) e Colestane-3p3,5a,6p-triol (Triol) na diferenciacdo de células-tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo (CTMTAS). Os resultados sugerem
que o colesterol e o 7-KC exercem uma acao pro-osteogénica e anti-
adipogénica na diferenciacdo de CTMTAs, promovendo a expressao mais
rapida de marcadores de diferenciacdo osteogénica inicial (RUNX2 e ALPL) e
inibicdo dos marcadores de diferenciacdo adipogénica (PPARy e C/EBPqa).
Estes efeitos foram causados pela ativacdo da via de sinalizacdo Wnt/p-
catenina, sem intervencdo da via de sinalizacdo Sonic Hedgehog (SHh). O
oxisterol Triol foi anti-osteogénico e anti-adipogénico nas CTMTAs apesar de
induzir maior expresséo da p-catenina.

Palavras-chave: Oxisterois; Colesterol; Diferenciacéo celular; Células-tronco.



Abstract

Oliveira BA. Action of oxysterols in adipose tissue derived mesenchymal stem
cells osteogenic and adipogenic differentiation [dissertation]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2019.

Mesenchymal stem cells (MSCs) are the most frequently used cell type for
research and clinical purposes. They are characterized by self-renewal ability
and differentiation in multiple cell lines. Cholesterol is a structural component of
cell membranes that can be easily oxidized by enzymatic or non-enzymatic
oxidation into products known as oxysterols. It is known that oxysterols play a
role in different pathophysiological processes, among then MSCs fate
determination. The oxysterol pro-osteogenic characteristic has been arousing
the interest of researchers about its potential action in treatment of bone
diseases and it has been proposed as a substitute of BMPs. Here, we evaluate
the action of cholesterol as well as oxysterols 7-ketocholesterol (7-KC) and
Cholestane-3p,5a,6B-triol (Triol) in adipose tissue derived mesenchymal stem
cells (ATMSCs). The results suggest that cholesterol and 7-KC have a pro-
osteogenic and anti-adipogenic action on the ATMSCs differentiation by
promoting the earlier expression of early osteogenic markers (RUNX2 e ALPL)
and inhibition of adipogenic markers (PPARy e C/EBP«). These effects seem to
be promoted by the activation of the Wnt/B-catenin signaling pathway without
intervention of Sonic Hedgehog (SHh) signaling pathway. The oxysterol Triol
had anti-osteogenic and anti-adipogenic properties on ATMSCs, although it
induced greater expression of -catenin.

Key-words: Oxysterols; Cholesterol; Cell differentiation; Stem cells.



1.Introducéo

1.1 Célula-tronco (CT)

A célula é a unidade viva funcional basica do organismo. Temos cerca
de 100 trilhdes de células no corpo, dentre elas quase todas tém a capacidade
de gerar novas células, através da divisdo celular (GUYTON; HALL, 2006).
Dentre a grande variedade de células existentes em nosso corpo, existe uma
linhagem celular em especial com caracteristica de autorrenovagdo e
diferenciacdo amplamente estudada, denominada célula-tronco (CT)
(BYDLOWSKI et al., 2009; LEYENDECKER JUNIOR et al., 2018).

Em 1867 o patologista alemdo Cohnheim sugeriu pela primeira vez a
presenca de fibroblastos oriundos da medula 6ssea atuantes no reparo tecidual
(PROCKOP, 1997). Em 1970, Friedenstein reportou a presenca de um
pequeno numero de células aderentes, provenientes da medula 6ssea com
capacidade de diferenciacédo osteogénica e condrogénica. Apds isso percebeu-
se gue estas células poderiam ser isoladas, purificadas e expandidas, podendo
ser utilizadas como ferramentas de aplicacdo clinica, desde entdo diversos
estudos vém sendo realizados sobre a capacidade de diferenciacdo das CTs
(CONGET; MINGUELL, 1999; LEVY et al., 2017; PROCKOP, 1997).

Podemos caracterizar as CTs como células indiferenciadas com
potencial de autorrenovacdo através de divisdo assimétrica, ou seja, uma CT
produz uma célula réplica da original e outra célula diferenciada, conhecida
como célula progenitora (PARKER et al., 2004; ROMAO, 2012). Estas células
possuem papel regenerativo em tecidos lesados, e diferenciacdo ilimitada
podendo originar diversos tipos teciduais. A literatura descreve que séo
capazes de se diferenciar em mais de 200 tipos celulares diferentes, como
tecido muscular, 6sseo, cartilaginoso, adiposo, e também as células do sistema
sanguineo (BYDLOWSKI et al., 2009; FERREIRA DE SOUZA et al., 2003;
LEVY et al., 2017).

Uma das fontes conhecidas de CTs € a medula 0ssea, presente no
interior dos ossos longos. As células-tronco hematopoiéticas (CTH) da medula



O0ssea sao responsaveis pela hematopoese, uma vez que sdo fonte continua
de células progenitoras sanguineas, tais como linfécitos, mondcitos,
granulécitos, plaquetas e hemacias (PROCKOP, 1997; SEITA; WEISSMAN,
2010). Aléem de ser fonte de CTH, o nicho da medula 6éssea também contém
CTs nao hematopoiéticas, como as células-tronco mesenquimais (CTM),
importantes por sua atuacdo na manutencgdo da estabilidade 6ssea normal. Na
medula 6ssea encontram-se osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos, células
perivasculares e endotélio sinusoidal (CONGET; MINGUELL, 1999; HU et al.,
2018; PANDO et al., 2018; PROCKOP, 1997).

As CTs podem ser classificadas conforme fonte de obtencdo e também
conforme potencial de diferenciacdo. As células-tronco embrionarias (CTE),
encontradas na fase de blastocisto sdo capazes de se diferenciar nas trés
camadas germinativas embrionarias: mesoderme que origina 0os musculos e
sistema esquelético, sistema cardiovascular, excretor e reprodutor; a
ectoderme que origina a epiderme, além do sistema nervoso central e
periférico; e a endoderme que origina o trato gastrointestinal e respiratorio
(FAVAROLO; LOPEZ, 2018; SOBHANI et al., 2017).

As células-tronco adultas (CTA), podem ser originadas de diversas
fontes ndo embrionarias, estédo localizadas de forma que auxilie a reparacéo e
autorrenovacao tecidual atendendo desta forma as necessidades e demandas
regenerativas dos tecidos (CLEVERS; LOH; NUSSE, 2014; FERREIRA DE
SOUZA et al., 2003; FORTE, 2014; MILLS; SZCZERKOWSKI; HABIB, 2017). A
producdo destas CTAs ocorre com precisdo através de sinais bioquimicos
transmitidos pelo nicho celular, que controla e determina o niumero de CTs a
serem produzidas além de facilitar e promover a diferenciacdo e migracéo
celular (CLEVERS; LOH; NUSSE, 2014; MILLS; SZCZERKOWSKI; HABIB,
2017).

Podemos classificar as CTs conforme seu potencial de diferenciagdo em
totipotentes, pluripotentes, multipotentes e unipotentes (FERREIRA DE SOUZA
et al.,, 2003; SOBHANI et al.,, 2017). As CTs totipotentes sdo capazes de
originar todos os tipos celulares, ddo origem ao embrido e aos tecidos extra-
embrionarios, sdo exclusivas da fase de zigoto e desaparecem poucos dias
apos a fertilizacdo do ovocito (FERREIRA DE SOUZA et al., 2003; ROMAO,
2012; SOBHANI et al.,, 2017). Por outro lado, as CTs pluripotentes,
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encontradas na massa interna do blastocisto, podem originar todos os tipos
celulares do embrido exceto células do folheto extra-embrionario (ROMAO,
2012; SOBHANI et al., 2017).

As CTs multipotentes tém uma capacidade mais limitada de
diferenciacdo, podendo se diferenciar em todos os tipos celulares de uma
linhagem especifica, ou seja, podem dar origem aos tecidos pertencentes a
apenas um camada germinativa (ectoderme ou mesoderme ou endoderme).
As CTs unipotentes sdo capazes de se diferenciar em apenas uma unica
linhagem celular (BYDLOWSKI et al., 2009; SOBHANI et al., 2017).

1.2 Células-tronco mesenquimais (CTMs)

As CTMs séo classificadas como multipotentes. Devido a capacidade de
diferenciacdo destas células, estudos sugerem que sejam responsaveis pela
manutencdo dos tecidos do organismo, visto que podem se diferenciar em
condroblastos, hepatocitos, ostedcitos, neurdnios e outros tipos celulares
(BYDLOWSKI et al., 2009; DEL CARLO; MONTEIRO; NETO, 2009).

As CTMs podem ser encontradas em pequena quantidade na medula
O0ssea, e em outros tecidos, como: sangue do corddo umbilical, geléia de
Wharton, placenta, liquido amniético, tecido adiposo, cartilagem articular,
trabéculas 6sseas, entre outros (BYDLOWSKI et al., 2009; DEL CARLO;
MONTEIRO; NETO, 2009).

Como forma de padronizacdo, a Sociedade Internacional de Terapia
Celular (International Society for Cellular Therapy - ISCT) definiu critérios
minimos para classificacdo das CTMs (DOMINICI et al.,, 2006). O primeiro
deles € a aderéncia ao plastico quando mantidas em cultura, caracteristica esta
gue vem sendo usada a fim de isola-las das demais células provenientes da
medula 6ssea, como as CTHSs, por exemplo (DOMINICI et al., 2006; OREFFO
et al., 2005). As CTMs aderem ao plastico enquanto as CTHs se mantém em
suspensdo. No decorrer das passagens, as células ndo aderentes sé&o
removidas enquanto as col6nias de CTMs séo formadas (BYDLOWSKI et al.,
2009; HORWITZ et al., 2005).



O segundo critério definido é a expressdo de antigenos de superficie
mesenquimais em quantidade maior ou igual a 95% das células: CD105
(cluster of differentiation 105 - endoglina), CD73 (cluster of differentiation 73 -
ecto-5’ nucleotidase) e CD90 (cluster of differentiation 90 - Thy-1) assim como
a auséncia de marcadores hematologicos: CD45 (cluster of differentiation 45 -
marcador de células hematopoiéticas), CD34 (cluster of differentiation 34-
marcador de progenitoras hematopoiéticas), CD14 ou CD11p (cluster of
differentiation 14 ou cluster of differentiation 113 - expresso em mondcitos e
macrofagos), CD79a ou CD19 (cluster of differentiation 79a ou cluster of
differentiation 19 - marcador de linfécitos B) e HLA-DR (human leukocyte
antigen — DR isotype - ndo expresso em CTMs) (DOMINICI et al., 2006).

O terceiro critério estabelecido é a capacidade de diferenciacdo das
CTMs em osteoblastos, adipécitos e condroblastos in vitro, sob determinadas
condicbes (DOMINICI et al., 2006). A alta capacidade de diferenciacdo das
CTMs e suas diversas fontes tem despertado o interesse de pesquisadores a
fim de utilizd-las em engenharia tecidual (LEITE; VASCONCELOS, 2007),
como no reparo de lesdes cerebrais e neurociéncia, doengas cardiacas,
reparacdo de feridas cutaneas e falhas dsseas, doencas autoimunes entre
outras (DEL CARLO; MONTEIRO; NETO, 2009; KULTERER et al., 2007).

1.2.1 Células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo
(CTMTAS)

O tecido adiposo € um importante regulador do equilibrio energético, por
onde ocorre 0 armazenamento de energia no corpo humano na forma de
gordura. Conforme h& necessidade de energia, essa gordura é liberada na
forma de acidos graxos pela corrente sanguinea atingindo assim os demais
tecidos (MOSETI; REGASSA; KIM, 2016).

Uma das células presentes no tecido adiposo sdo os adipdcitos,
responsaveis pelo acumulo lipidico. Existe também uma populacdo
heterogénea chamada fracdo estroma-vascular (Stroma vascular fraction —
SVF) contendo macrofagos, linfocitos, neutrofilos, células endoteliais,

fibroblastos, células de musculo liso, além de pré-adipdcitos. Os pré-adipécitos



sao ceélulas menores se comparadas aos adipdcitos, semelhantes a fibroblastos
que se transformam em adipécitos maduros conforme estimulo recebido. Na
SVF podemos encontrar também CTMs (ESTEVE RAFOLS, 2014).

Rodbell (1960) foi o pioneiro no isolamento de CTMTAs a partir de
modelos animais, subsequentemente Zuk (2001) apresentou 0s primeiros
isolamentos de CTMTAs em humanos (DE FRANCESCO et al., 2015; GIMBLE;
KATZ; BUNNELL, 2007). O tecido adiposo assim como a medula 6ssea deriva
do mesénquima, além de conter um estroma de suporte que pode ser
facilmente isolado (DE FRANCESCO et al., 2015; ZUK et al., 2002).

Com o aumento da incidéncia da obesidade e por consequéncia o
aumento do numero de cirurgias de lipoaspiracdo, o tecido adiposo tém se
mostrado uma fonte muito acessivel de CTMs. Durante o processo cirlrgico de
lipoaspiracdo sdo obtidos de 100 mL a 3L de tecido lipoaspirado que é
geralmente descartado (GIMBLE; KATZ; BUNNELL, 2007). Desta maneira a
obtencdo das CTMs ocorre de forma néo invasiva, por se tratar de um material
residual decorrente de uma operacao (SCHNEIDER et al., 2017).

Podemos considerar entdo que as CTMTAs sdo isoladas mais
facilmente se comparadas as da medula Ossea, além de apresentarem
capacidade de expansao elevada e se diferenciarem nas mesmas linhagens
que as CTMs derivadas da medula 6ssea, como linhagens osteogénicas,
condrogénicas, adipogénicas, miogénicas além de células endoteliais (DE
FRANCESCO et al.,, 2015; SACHS et al.,, 2012). Além disso, as CTMTAs
apresentam marcadores de superficie em comum com as CTMs derivadas da
medula 6ssea além de expressarem genes de células indiferenciadas como
OCT-4, SOX2 e NANOG (SACHS et al., 2012; STREM et al., 2005).

1.3 Diferenciacéao celular

A diferenciacdo celular € um processo na qual uma célula imatura se
transforma em um tipo celular mais especializado capaz de realizar funcdes
especificas proporcionando diversidade celular, processo importante para a
reparacao tecidual (DING; SCHULTZ, 2004).

Para ocorrer a diferenciacao celular sdo necessarios diversos processos,

dentre os quais podemos citar: a interagdo célula-célula, a divisdo celular e a
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regulacdo génica (BYDLOWSKI et al.,, 2009). Atualmente sabe-se que as
propriedades mecéanicas do microambiente influenciam a diferenciacdo das
CTs (FRANK et al., 2016), bem como a atividade mitocondrial, que pode agir
como indutor ou inibidor da diferenciacdo e proliferacdo destas CTs
(SCHWARTZ; DA VEIGA MOREIRA; JOLICOEUR, 2018).

Diversos estudos matematicos vém sendo realizados a fim de elucidar
as influéncias das dimensdes espaciais e do contato célula-célula na
diferenciacéo e proliferacdo das CTs. A literatura indica que em situacfes na
qual as CTs estdo em contato direto com outras células diferenciadas a
diferenciacdo ocorre cerca de trés vezes mais rapido se comparado a CTs
envoltas por outras CTs indiferenciadas (SMITH et al., 2015).

A interacdo entre as células desencadeia a secre¢éo de substancias que
favorecem a diferenciacdo (BYDLOWSKI et al., 2009). Estudos epigenéticos
tém mostrado que a determinacgdo da linhagem celular em que uma CTM ir4 se
diferenciar estd associada a ativacdo ou silenciamento de programas
especificos de transcricdo em resposta a estimulos ambientais (OZKUL;
GALDERISI, 2016).

Outro fator importante que pode alterar a capacidade de diferenciagéo
das CTs € a senescéncia, processo natural de envelhecimento celular. Culturas
mantidas por um longo periodo in vitro podem apresentar alteracdes
morfologicas e funcionais, reduzindo o potencial de diferenciacéo e capacidade
de proliferacdo, caracteristica de suma importancia ao desenvolver
experimentos com CTs (OZKUL; GALDERISI, 2016).

1.3.1 Diferenciacado osteogénica

O o0sso é o principal componente do sistema esquelético, importante
para locomocao, protecdo de érgdos internos, homeostase do calcio, além de
ser um oOrgado endodcrino envolvido na regulagcdo do metabolismo energético,
fertilidade masculina, secrecédo de insulina, atividade muscular e funcdes
cognitivas (COMPTON; LEE, 2014; ROSSI et al., 2019).

O processo de formacao do osso é chamado de osteogénese e ocorre
através de dois processos diferentes de mineralizagdo: ossificacdo

endocondral, se trata da substituicdo completa da cartilagem por osso durante
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a cicatrizacdo, que ocorre em 0ssos longos como fémur e tibia. A ossificacédo
intramembranosa ocorre através da substituicdo direta do tecido mesenquimal
por 0sso, principalmente nos ossos do cranio (LUO et al.,, 2019; RATHER,;
JHALA; VASITA, 2019).

Outro processo importante para homeostase do tecido 6sseo € chamado
de remodelamento 6sseo, descrito como um processo ciclico, que consiste nas
fases de: reabsorgcdo, que € a retirada do osso antigo através da acdo de
osteoclastos; fase de reversado através da acédo de células mononucleares que
preparam a superficie para a fase de formacdo através de sinais para
diferenciacdo e migragéo; a Ultima fase é chamada de formacdo através da
deposicdo de osso pela acdo de osteoblastos (HILL, 1998; MATSUO; IRIE,
2008; VAANANEN; LAITALA-LEINONEN, 2008).

Dentre as células presentes no tecido 6sseo destacamos a funcdo dos
ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos na homeostase 6ssea (COMPTON;
LEE, 2014).

Os ostedcitos estao presentes na matriz 6ssea e sao o tipo celular mais
abundante no osso maduro, atuam na remodelacdo 0Ossea, transmissdo de
sinais através da regulagéo do fluxo de fluido no interior dos ossos e mecano-
transducédo (ROWE; SHARMA, 2018).

Osteoblastos sdo células de origem mesenquimal que contribuem no
crescimento 0sseo através da producdo de colageno, proteoglicanos,
glicoproteinas e minerais que preenchem as lacunas de Howship (depressdes
na matriz 6ssea), podem se diferenciar em ostedcitos ou morrer por apoptose
(ROWE; SHARMA, 2018).

Existe ainda um terceiro tipo celular chamado de osteoclasto; sao
células de origem hematopoiética atuantes na reabsor¢cdo 0ssea. Estas células
utilizam enzimas lisossémicas e ions de hidrogénio para degradagdo da matriz
O0ssea. Sabe-se que esta matriz € formada por uma porgcéo inorganica de
cristais de célcio e fosfato e uma por¢édo organica de colageno, proteoglicanos
e glicoproteinas. Conforme ocorre a reabsorcao, lacunas vao se formando na
matriz 6ssea chamadas de lacunas Howship anteriormente mencionadas
(ROWE; SHARMA, 2018).



1.3.2 Fatores importantes para a diferenciacdo osteogénica

O fator de transcri¢ao relacionado ao Runt-2 (Runt Related Transcription
Factor 2 - RUNX2) faz parte de uma familia de fatores de transcricao
necessarios na diferenciagdo de CTMs envolvido no desenvolvimento 6sseo
(AUGELLO; DE BARI, 2010; MARUYAMA et al.,, 2007). Sua atividade
transcricional se da por meio da ligacdo ao Core Binding Factor g (Cbff). A
literatura descreve que o RUNX2 atua aumentando a expressao da fosfatase
alcalina (Alkaline Phosphatase - ALP), osteocalcina (osteocalcin - OCN) e
osteopontina (osteopontin - OTP) além de diminuir a expressédo de marcadores
adipogénicos como receptores ativados por proliferador do peroxissoma y
(Peroxisome Proliferator-activated Receptor - PPARYy) e lipoproteina lipase
(Lipoprotein Lipase - LPL) (MARUYAMA et al., 2007; NARAYANAN et al., 2019;
ZHANG et al., 2006).

O gene ALPL codifica uma proteina chama fosfatase alcalina utilizada
como marcador de diferenciacdo osteogénica inicial (KULTERER et al., 2007;
LIU et al., 2018). Apesar de se apresentar altamente expressa nos 0Sso0s, a
expressao de ALPL pode ser observada em diferentes tecidos e em diferentes
niveis (BUCHET; MILLAN; MAGNE, 2013). Estudos revelam que o
envelhecimento 6sseo, bem como a determinacdo da linhagem celular durante
a diferenciacdo das CTMs ocorre através da regulacéo da liberacéo e hidrélise
do ATP (Adenosine TriPhosphate) e da via AMPKa (AMP-activated protein
kinase a) pela acdo da ALPL (LIU et al., 2018).

O gene Bone Gamma-carboxyglutamate protein (BGLAP) codifica a
proteina osteocalcina (OCN) fortemente expressa em osteoblastos maduros
(KOMORI, 2019). A OCN é utilizada como marcador sérico de formacdo 6ssea
e acredita-se que esteja envolvida na mineralizacdo da matriz 6ssea (ZOCH,;
CLEMENS; RIDDLE, 2016). Estudos mostram que a producdo de OCN esta
relacionada a atuagdo do receptor de insulina em osteoblastos, sendo
considerada um dos principais genes responsivos a insulina em osteoblastos
(ZOCH; CLEMENS; RIDDLE, 2016) além de ser vitamina K e vitamina D
dependente (LEE; HODGES; EASTELL, 2000).



O Secreted Phosphoprotein 1 (SPP1) é expresso por osteoblastos
imaturos e codifica uma glicoproteina de ligacdo a integrina chamada
osteopontina (OPN) (KOMORI, 2019; PANG et al., 2019). A sintese da OPN é
realizada através do calcitriol envolvido na reabsor¢céo 6ssea (REINHOLT et al.,
1990). Sabe-se que a OPN esta envolvida em processos fisiologicos como a
calcificagcdo e biomineralizacdo além de atuar como inibidora da calcificacéo
vascular (LOK; LYLE, 2019). A OPN é expressa em diversos tecidos como
0sso, cartilagem, rim, cérebro, (tero, glandulas mamarias, salivares e
sudoriparas entre outros (SODEK; GANSS; MCKEE, 2000).

Wingless Int-1 (Wnt) faz parte de uma familia de moléculas importantes
na sinalizacdo intracelular, sabe-se que esta envolvido na diferenciacdo de
CTs, proliferacdo e migracdo celular. A sinalizacdo celular por Wnt pode
ocorrer pela via canbnica e ndo candnica. A via candnica ocorre através da
ligacdo com receptores Freezled (Fz) e ativacdo de Dishevelled (Dsh), proteina
mediadora citoplasmatica levando a inibicdo da Glycogen synthase kinase 3
beta (GSK-3p)e estabilizacdo e translocacdo da p-catenina para o nucleo.
Caso nado haja a presenca de Wnt, a B-catenina interage com o complexo de
destruicdo e é destruida por proteossomas (MILLS; SZCZERKOWSKI; HABIB,
2017; SOUSA et al., 2010; TAYYAB et al.,, 2018). A via ndo canobnica de
sinalizacdo nao ocorre pela acdo da p-catenina e estudos indicam que a
sinalizacao pela via ndo canbnica de Wnt estd associada a liberacao de calcio
intracelular (VEEMAN; AXELROD; MOON, 2003).

Além destes, existe uma familia de genes chamada Hedgehog (Hh) em
gue o Sonic Hedgehog (SHh) e Indian Hedeghog (Ihh) estimulam a atividade
da ALPL e estdo envolvidos na sinalizacdo das proteinas morfogenéticas
O0sseas (Bone morphogenetic protein - BMPs), sendo reguladores
determinantes da diferenciagéao celular (NAKAMURA et al., 1997). Inicialmente
€ gerado um ligante ativo de Hh, este ligante se liga ao receptor
transmembranar Patched (Ptch) impedindo que haja o bloqueio de
Smoothened (Smo). O Smo ativa a sinalizacdo de SHh e, em seguida, ocorre a
translocacdo do fator de transcricao Glioma-associated oncogene Family zync
finger (Gli) para o nudcleo (COHEN, 2016; HSIEH et al., 2013). A literatura

descreve que ambas as vias (Wnt/B-catenina e SHh) sdo importantes na



osteogénese pela inducdo da expressdo de marcadores osteogénicos como
ALPL e RUNX2 (MIDHA; MURAB; GHOSH, 2016).

1.3.3 Indutores de diferenciacdo osteogénica in vitro

O processo de diferenciacdo osteogénica in vitro ocorre através do uso
de meios de cultura especificos para a osteogénese contendo (Fig. 1):

B-glicerofosfato, utilizado como fonte de fosfato, atua na sinalizacao
intracelular pela regulacdo da expressao de determinados genes osteogénicos
(ALMALKI; AGRAWAL, 2016; BATEMAN et al., 2017; LANGENBACH,;
HANDSCHEL, 2013);

Dexametasona, atua na diferenciacdo osteogénica através da ativacéo
de Wnt/B—catenina que agem por sua vez na regulagdo do RUNX2 (ALMALKI;
AGRAWAL, 2016; BATEMAN et al., 2017; LANGENBACH; HANDSCHEL,
2013);

Acido ascorbico-2-fosfato, promove a diferenciacdo celular através do
aumento da secrecao de coladgeno tipo 1 sendo um cofator para enzimas que
hidroxilam lisina e prolina em colageno (ALMALKI; AGRAWAL, 2016;
LANGENBACH; HANDSCHEL, 2013).

A confirmacao da diferenciacdo osteogénica in vitro requer a analise de
alguns marcadores sendo eles:

ALPL que aumenta sua expressao no inicio do periodo de diferenciacao,
apos fase de proliferacdo das CTMs e diminui durante o periodo de
mineralizacdo (KULTERER et al., 2007; NARAYANAN et al., 2019);

Coldgeno 1A1 (COL1Al), que € um marcador de progenitores
osteogénicos (KULTERER et al., 2007);

Osteonectina (osteonectin — ON) ou glicoproteina &cida rica em cisteina
(Secreted Protein Acidic and Cysteine Rich - SPARC), proteina secretada pelos
osteoblastos (KULTERER et al., 2007);

OPN, que é uma proteina da matriz extracelular éssea (KULTERER et
al., 2007);

OCN, um marcador de osteoblastos com matriz mineralizada, promove

alteracdo da morfologia e transformacéo de pré-osteoblastos em osteoblastos
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maduros juntamente com colageno tipo 1 e osterix (KULTERER et al., 2007;
NARAYANAN et al., 2019);

Receptor de vitamina D (VDR); o inibidor de ligacdo ao DNA (IDA4), que
atua no ciclo celular, senescéncia e diferenciacdo (KULTERER et al., 2007).

A cristalina -aB (CRYAB), que esta envolvida na diferenciagédo celular,
porém sua funcéo ainda nédo esta clara e a sortilinal (SORT1), que se sugere

promover a maturacdo da matriz extracelular (KULTERER et al., 2007).

| Diferenciacao das CTMs |
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Figura 1: Diferenciacdo osteogénica e adipogénica de CTMs in vitro através da ativagao de
genes osteogénicos (ALPL — Alkaline phosphatase e RUNX2 — Runt related transcription
factor) e adipogénicos (PPARy — peroxisome proliferator-activated receptor y e C/EBPa —
CCAAT/enhancer-binding protein a) pela sinalizagdo de Wnt/-Bcatenina (Fonte: Adaptado de
(SCIENTIFIC, 2019).

1.3.4 Diferenciacao adipogénica

Adipogénese é o nome dado ao processo de transformacdo de pré-
adipécitos em adipécitos maduros, que sao células especializadas no
armazenamento de gordura. Essa gordura por sua vez sera utilizada como

fonte de energia para os tecidos. Portanto, o tecido adiposo € essencial para o
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balanco energético e homeostase da glicose, estando presente no corpo de
duas formas diferentes (ESTEVE RAFOLS, 2014; MOSETI; REGASSA; KIM,
2016).

A primeira classe de tecido adiposo é o tecido adiposo marrom (brown
adipose tissue - BAT) responséavel pela termogénese através da metabolizagéo
de acidos graxos. A termogénese € facilitada pela UCP-1 (proteina
desacopladora 1 — uncoupling protein 1) presente na membrana mitocondrial
interna, responsavel pela geracdo de calor do tecido adiposo marrom (DE SA
et al., 2017; ESTEVE RAFOLS, 2014).

O tecido adiposo branco (white adipose tissue - WAT) é responsavel
pelo armazenamento de triglicerideos, sendo a maior reserva de energia em
eucariotos. O tecido adiposo branco atua na sinalizacdo de insulina e na
secrecdo de diversos fatores lipidicos importantes para a regulacdo de
processos fisiologicos e metabodlicos (DE SA et al., 2017; ESTEVE RAFOLS,
2014; GEMMIS et al.,, 2006; GREGOIRE; SMAS; SUL, 1998; MOSETI;
REGASSA; KIM, 2016).

O tecido adiposo € extremamente heterogéneo. Ele é formado em
momentos e locais especificos, diferindo em composicdo, morfologia,
localizac&o e funcdo (DE SA et al., 2017). Os adip6citos marrons sdo células
elipsoides com a presenca de varios vacuolos de gordura, apresentam nucleo
centralizado no citoplasma e nimero abundante de mitocondrias. Os adipocitos
brancos, séo células esféricas com a presenca de um Unico vacuolo de gordura
que ocupa grande parte do citoplasma, o nlcleo se encontra constrito entre a
goticula lipidica e a membrana plasmética e ocorre uma escassa distribuicédo
de mitocondrias nestas células (DE SA et al., 2017; ESTEVE RAFOLS, 2014).

1.3.5 Fatores importantes para a diferenciacdo adipogénica

O PPAR é um membro da familia de receptores do peroxissoma que
através da heterodimerizacdo com o Retinoid X Receptor (RXR) atua regulando
genes de diferenciacdo celular (LEVY et al.,, 2017). Este gene € de extrema
importancia para a efetivacao da diferenciacédo adipogénica pois atua inibindo a
osteogénese (GEMMIS et al., 2006; MOSETI; REGASSA, KIM, 2016). Estudos
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indicam que o PPAR age na regulacdo da expressdo de diversas proteinas
associadas a goticulas lipidicas como perilipinas ou Plin envolvidas na lipdlise
(HAFIDI et al., 2019).

O PPARa é altamente expresso em tecidos com alta capacidade de
oxidacdo de acidos graxos como hepatécitos, cardiomiocitos, cortex renal e
musculo esquelético (FERRE, 2004). Ele atua na adipogénese do tecido
marrom, assim como os fatores de transcricAo Peroxisome proliferator-
activated receptor-gamma coactivator -1 alpha (PGC-1a) e CCAAT/enhancer-
binding proteins (C/EBPs) (HAFIDI et al., 2019).

O PPARYy, age principalmente no desenvolvimento do tecido adiposo
marrom e branco. Ele também é expresso em mondcitos, macréfagos, na
mucosa do colén, na placenta e esta quase ausente no tecido muscular
esquelético (FERRE, 2004; HAFIDI et al.,, 2019). Sua isoforma PPARy-2 é
expressa apenas em tecido adiposo, estudos recentes mostraram que a
expressdo regulada de PPARy-2 sozinho ou combinado com a proteina beta
intensificadora de ligacdo (CCAAT/enhancer-binding proteins beta — C/EBPp)
ou PR domain containing 16 (PRDM16) promove a adipogénese com 100% de
eficiéncia (ALMALKI; AGRAWAL, 2016; GEMMIS et al., 2006). O PPARy co-
activator 1a (PPARy-Cla) quando presente em células de gordura branca ativa
a expressao da UCP-1, proteina que converte adipdcitos brancos maduros em
marrons (GEMMIS et al., 2006).

Os C/EBPs (CCAAT/enhancer-binding proteins) pertencem a uma
familia de fatores de transcricdo que consistem em seis membros. Dentre eles
a proteina alfa intensificadora de ligacdo (CCAAT/enhancer-binding proteins
alpha — C/EBPa) estad envolvida na diferenciagdo terminal de adipdcitos, a
literatura descreve que sua auséncia leva a resisténcia a insulina in vitro
(MOSETI; REGASSA; KIM, 2016). A proteina beta intensificadora de ligacao
(CCAAT/enhancer-binding proteins beta — C/EBPB) tem papel catalitico na
adipogénese, sendo altamente expressa durante os periodos iniciais de
diferenciacdo em resposta ao estimulo hormonal, diminuindo durante a fase
tardia sendo substituidos por PPARy e C/EBPa (MOSETI; REGASSA; KIM,
2016).
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1.3.6 Indutores de diferenciacdo adipogénica in vitro

O processo de diferenciacdo adipogénica in vitro é mediado pela acao
de (Fig. 1):

Insulina, que atua estimulando a absorcéo de glicose pelas células para
armazenamento em forma de triglicerideos, além de ativar as vias das
quinases reguladas por sinais extracelulares (extracellular signal-regulated
kinases — ERK) essencial na adipogénese in vivo (MOSETI; REGASSA; KIM,
2016);

Dexametasona, indutor de genes responsaveis pela expressao do fator
de transcricdo C/EBP (MOSETI; REGASSA,; KIM, 2016);

Isobutil-metilxantina (IBMX), indutor de genes responsaveis pela
expressao do fator de transcricdo C/EBP (MOSETI; REGASSA,; KIM, 2016).

Indometacina, indutor da expressdo de C/EBPB e PPARy além de
diminuir a expressao da B-catenina (AVAL et al., 2018; STYNER et al., 2010).

Existe uma série de marcadores de diferenciacdo adipogénica in vitro
como:

Adipsina, secretada pelos adipdcitos na corrente sanguinea, sendo um
indicador tardio de diferenciacdo (ALMALKI; AGRAWAL, 2016; MOSETI,
REGASSA,; KIM, 2016);

Horménio leptina expresso por adipécitos maduros (ALMALKI,
AGRAWAL, 2016; MOSETI; REGASSA,; KIM, 2016);

Fatores de transcricdo adipogénicos Twist related protein 1 (Twist-1) e
proteina 1 expressa na derme (Dermis-Expressed Protein 1 - Dermo-1)
mediadores da diferenciacdo de CTMs em adipdcitos entre outros (ALMALKI;
AGRAWAL, 2016; MOSETI; REGASSA,; KIM, 2016).

1.4. Oxisterois

OxisterOis sdo produtos derivados da oxidacdo enzimética ou nao
enzimatica do colesterol (Col), podendo ser produtos finais ou intermediarios da
via de excrecdo do mesmo (BJORKHEM; DICZFALUSY, 2002; LUU et al.,

2016). Os oxisterois estdo presentes nos tecidos em baixas concentragdes.
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Também encontram-se em alimentos com alto teor de Col, porém, quando
comparados ao Col, os oxisterois sdo absorvidos pelo intestino e coletados
pelos tecidos mais rapidamente (OLKKONEN; BEASLAS; NISSILA, 2012).

Estudos indicam que os oxisteroéis participam do controle lipidico e do
sistema imune além de estarem relacionados a processos fisiopatologicos
como aterosclerose, apoptose, necrose, inflamacédo, imunossupressao,
desenvolvimento de célculos biliares, entre outros (OLKKONEN; BEASLAS;
NISSILA, 2012; SILVA et al., 2016).

O Col é um componente essencial da membrana celular de mamiferos
(SOCCIO; BRESLOW, 2004). Atua na regulacdo de diversos processos
biolégicos como interagdo com proteinas incorporadas a membrana celular e
regulacao de propriedades biofisicas da bicamada lipidica (KULIG et al., 2016).

A molécula de Col é composta por trés regides, sendo: uma cauda de
hidrocarboneto (cadeia lateral) em que ocorre a oxidagdo, uma estrutura com
quatro anéis de hidrocarboneto e um grupo hidroxila (VEJUX; MALVITTE;
LIZARD, 2008). A mudanca de Col em oxisterol através do oxigénio ocorre nas
porcdes hidroxila, carboxila, hidroperoxi, epéxi e ceto. A introducdo de um
oxigénio acelera a degradacdo do Col, portanto os oxisterdis possuem uma
meia vida inferior ao Col sendo considerados produtos da via de catabolismo
do Col (OLKKONEN; BEASLAS; NISSILA, 2012).

Conforme mencionado, 0s oxister6is podem surgir por oxidacao
enzimatica e ndo enzimatica através da acdo de radicais livres conforme
indicado na Fig. 2 (BROWN; JESSUP, 2009). As principais enzimas envolvidas
no metabolismo do Col podem ser classificadas como oxidoredutases,
hidrolases e transferases (MUTEMBEREZI; GUILLEMOT-LEGRIS; MUCCIOLLI,
2016). A oxidacdo ndo enzimatica, por outro lado, ocorre pela acao de radicais
livres no Col proveniente de alimentos, lipoproteinas e membrana celular (LUU
et al., 2016).

Os oxisterdis presentes em alimentos mais comumente encontrados séo
7-esterol oxigenado, 5,6-esterol oxigenado, 5, 6p-epoxycolesterol, 25-
hidroxicolesterol, 19-hidroxicolesterol, 20chidroxicolesterol, 3Bhidroxy-5a-
colestane-6-one e 3pB,5adihidroxicolestane-6-one (OLKKONEN; BEASLAS;
NISSILA, 2012).
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1.4.1 Transporte dos oxisterois

Os oxisterdis sdo transportados no plasma ligados a lipoproteinas ou a
albumina, podem estar presentes no interior do ndcleo das lipoproteinas em
sua forma esterificada ou na superficie das lipoproteinas em sua forma livre.
Portanto, o transporte de oxisterdis para dentro das células ocorre via captacéo
das lipoproteinas ou através da troca da superficie da membrana plasmética
(LUU et al., 2016).

Existem ainda as proteinas de ligagcdo ao oxisterol (Oxysterol-binding
proteins — OSBP) e proteinas relacionadas a OSBP (OSBP-related proteins —
ORPs) que, além de sua alta capacidade de se ligar ao colesterol e oxisterol
livre, estdo envolvidas na sinalizacdo celular e transporte intracelular de
vesiculas (LUU et al., 2016; OLKKONEN; LI, 2013). A literatura descreve que
estas proteinas promovem a formacdo de locais de contato de membrana
(membrane contact sites — MCSs) em que detectam as composicdes lipidicas e
as transportam entre o reticulo endoplasmético e outras organelas (DU;
TURNER; YANG, 2018).

Os transportadores ABC (ATP-binding cassette) estdo envolvidos no
fluxo de colesterol e outros lipidios para fora da célula através da regulacdo do
receptor x do figado (liver x receptor — LXR) e RXR que sdo sensores de
oxisteréis. Desta forma, o0s oxisterGis exercem uma funcdo importante
coordenando o funcionamento destes transportadores. Experimentos com
camundongos knockout para ABCG1 demonstraram acumulo de oxisterodis
como 7-KC no tecido cerebral, sugerindo envolvimento deste transportador no
efluxo de oxisterdis (LUU et al., 2016; RUIZ et al., 2013).

1.4.2 Regulagéo dos oxisterois

Existem dois fatores de transcricdo essenciais na biossintese do Col, a
proteina ligante ao elemento regulador de esterdis (sterol regulatory element
binding proteins - SREBPS) e receptor x do figado (liver x receptor — LXR), 0s
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oxisterdis agem na inibicdo do SREBP e ativagdo do LXR (LUU et al., 2016). O
SREBP atua na homeostase do Col agindo em resposta a baixos niveis de Col
celular (LUU et al., 2016; SOCCIO; BRESLOW, 2004).

O SREBP-1 e 2 séo sintetizados no reticulo endoplasmatico e ambos
formam um complexo com a proteina ativadora de clivagem de SREBP (sterol
regulatory element binding protein cleavage-activating protein - SCAP) e com a
proteina de retencéo do reticulo endoplasmatico denominada proteina do gene
1 induzida por insulina (insulin-induced gene 1 protein — Insig) (SATO, 2010). O
SREBP ¢ ativado através da SCAP e translocado para o nucleo atuando como
fator de transcricdo para genes envolvidos na sintese do colesterol (EDWARDS
et al., 2000; YEH et al., 2004).

O LXR é um ligante natural dos oxisterois, pertence a uma familia de
receptores nucleares expressos em grande quantidade no figado, tecido
adiposo, intestino, rins e macréfagos (OLKKONEN; BEASLAS; NISSILA, 2012).
As isoformas LXR compreendem 48 fatores de transcricdo dependentes de
ligantes que atuam na homeostase, metabolismo, desenvolvimento e
crescimento celular (KOMATI et al.,, 2017). O LXRae LXRB formam
heterodimeros com 0 RXR (OLKKONEN; BEASLAS; NISSILA, 2012) atuando
na absorcdo de esterdis pelo intestino, sintese de acidos biliares, transporte
reverso do Col, regulagdo imunolégica, bem como, na regulacdo de
transportadores de Col como ABCA1 e ABCG1 (BJORKHEM; DICZFALUSY,
2002).
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Figura 2: Formacao dos oxisterois (Fonte: Adaptado de Bjorkhem I, 2002)

1.4.3 Oxisterois e disturbios do tecido 6sseo

Estudos recentes indicam uma acdo dos oxisteréis na diferenciacéo
celular, sendo a maior parte deles relacionado a osteogénese a partir de tipos
especificos de oxisterdis (KHA et al., 2004; LEVY et al., 2014). Sabe-se que a
diminuicdo do volume 6sseo ocorre por uma diminuicdo na atividade
osteogénica pelos osteoprogenitores, isso esta em partes relacionado ao fato
dos progenitores da medula 6ssea se diferenciarem em adipdcitos ao invés de
osteoblastos, gerando um aumento do tecido adiposo na medula (KHA et al.,
2004). Este evento é agravado com o avanco da idade, pois a quantidade e
tamanho dos adipécitos na medula elevam-se, principalmente em 0ssos longos
aonde a cavidade medular € 90% ocupada por adipocitos evidenciando a
relacdo entre a adipogénese e osteogénese in vivo (NUTTALL; GIMBLE, 2000).

A osteoporose € um disturbio caracterizado pela diminuicdo da
densidade mineral 6ssea acarretando no aumento da fragilidade esquelética e

risco de fraturas, sendo que as principais fraturas ocorrem nas vértebras, fémur
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e antebraco. Este disturbio acomete tanto homens quanto mulheres, porém,
predominantemente mulheres com deficiéncia estrogénica e idosos (PINTO
NETO et al., 2002). Atualmente ndo existem fatores osteogénicos de baixo
custo e seguros que promovam uma formacéo 0ssea efetiva (MONTGOMERY
et al.,, 2014), além disso, existem poucos fatores osteo-indutores conhecidos
capazes de induzir a diferenciacdo de CTMs em células osteoblasticas
(RICHARDSON et al., 2007).

As proteinas BMPs sdo osteo-indutores conhecidos que atuam
aumentando a transcricdo de genes como RUNX2 e por consequéncia
aumentam a diferenciacdo de osteoblastos (RYOO; LEE; KIM, 2006), porém,
sd0 necessérias altas concentracbes de proteinas recombinantes para
formacdo Ossea adequada, além disso as BMPs possuem uma meia vida
biolégica e imunogenicidade curtas dificultando sua utilizacdo (LIEBERMAN;
DALUISKI; EINHORN, 2002; ZHANG et al., 2006). Os oxisteréis sdo capazes
de ativar determinadas vias de diferenciacdo celular de CTMs, sendo indutores
da osteogénese além de serem propostos como substitutos das BMPs no
reparo 6sseo in vivo (HOKUGO et al., 2013).

Considerando os aspectos abordados, pode-se concluir que a utilizacao
dos oxisteréis na inducdo da diferenciacdo de CTMs pode promover um
aumento da formacdo Ossea através da modulacdo de osteoprogenitores.
Podendo se tornar uma ferramenta viavel no tratamento da osteoporose,
osteopenia e fraturas in vivo (KHA et al., 2004; KIM et al., 2007). Com o intuito
de adquirir maiores informacdes sobre a acao dos oxisterdis na diferenciacéo
das CTMs, avaliamos a acdo do Col, bem como, de dois diferentes oxisterois 7-
cetocolesteol (7-KC) e Colestane-3B,5a,6pB-triol (triol) em cinco periodos

diferentes durante a inducao da diferenciacdo das CTMTASs.
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2. Objetivo

Avaliar a acdo dos oxisterdis 7-cetocolesteol (7-KC) e Colestane-
3B,5a,6pB-triol (Triol) na diferenciacdo osteogénica e adipogénica de células-
tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (CTMTAS) atraveés da
analise de marcadores de diferenciacédo osteogénica e adipogénica e suas vias

moleculares.
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3. Materiais e métodos

3.1 Cultura celular

Projeto realizado conforme aprovacdo emitida pela Comissdo de Etica
para Andlise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo sob o numero: 93378418.0.0000.0068. Neste
estudo foram utilizadas CTMTAs obtidas de trés pacientes do sexo feminino
(idade entre 20-45 anos) através de cirurgia de lipoaspiracdo pertencentes ao
biorrepositorio do Laboratorio de Genética e Hematologia Molecular (LIM-31)
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sé&o
Paulo (HCFMUSP).

As CTMTAs criopreservadas com 10% de dimetilsulfoxido (DMSO), 20%
de soro fetal bovino (SFB; \Vitrocell Alemanha) e 1% de
penicilina/estreptomicina (P/S) (Sigma-Aldrich, EUA) em meio Dulbecco's
Modified Eagle's Medium low glucose (DMEM low glucose - Sigma-Aldrich) e
armazenadas em ultrafreezer -80 °C foram descongeladas rapidamente por
imersdo em &gua no banho-maria a 37 °C, e cultivadas em meio DMEM low
glucose, suplementado com 20% de SFB e 1% de P/S, em incubadora a 37 °C
com atmosfera de 5% de CO2(Thermo Forma, EUA).

As culturas foram acompanhadas diariamente com o intuito de observar
e registrar a morfologia celular. A substituicdo do meio de cultivo foi realizada a
cada dois dias. No momento em que as células atingiram confluéncia de 80%
foi realizada sua dissociacgao, inicialmente foi feita uma lavagem com solucao
salina tamponada com fosfato (Phosphate Buffered Saline - PBS) e
posteriormente, o procedimento enzimatico padrdo com ATV (associacdo de

tripsina e versene - Instituto Adolfo Lutz, Brasil), para expanséo das células.

3.2 Imunofenotipagem

A caracterizacdo das CTMTASs foi determinada pela anéalise de proteinas
de membrana através do méetodo de citometria de fluxo. A identificacdo dos

antigenos foi realizada através da utilizacdo de diferentes anticorpos
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monoclonais conjugados com diferentes fluorocromos: isotiocianato de
fluoresceina (fluorescein isothiocyanate - FITC) e ficoeritina (phycoeritin - PE).
Controles de marcacdes inespecificas foram utilizados para adequada
calibracdo do aparelho, analise dos resultados e definicdo da positividade da
amostra. Apos a dissociacao celular, as células foram quantificadas, e foram
distribuidas 5 x 10° células em tubos especificos para citometria (Becton
Dickinson, EUA). Em cada tubo foi adicionado 1 ml de PBS para lavagem, e
posteriormente foi feita centrifugacdo por 5 min a 1200 rotacdes por minuto
(rpm). O sobrenadante foi desprezado, e em cada tubo foi adicionado 500 ul de
PBS e 5ul do anticorpo (diluicho 1:100) e incubado com o0s anticorpos
monoclonais CD34 (PE), CD45 (PE), CD117 (PE), CD31 (PE), CD80 (PE),
CD14 (PE), CD29 (FITC), CD44 (FITC) e CD105 (FITC - Invitrogen, EUA),
conjugados aos fluorocromos por um periodo de 30 min no escuro em
temperatura ambiente.

Em seguida, foram acrescentados 1ml de PBS e foi realizada
centrifugacédo a 1200 rpm por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado celular homogeneizado e ressuspenso em 500 ul de solucdo de
paraformaldeido (Gibco, EUA) diluido a 1% em PBS. Por fim, as amostras
foram estocadas em geladeira ao abrigo da luz até o momento da leitura no
citbmetro de fluxo, sendo este tempo para a analise de no maximo 24 h.

As células foram adquiridas e a intensidade de fluorescéncia foi captada
pelo citbmetro de fluxo no aparelho FacScaliburTM (Becton Dickinson). Os
dados foram analisados no CELLQuestTM (Becton Dickinson). Para cada
amostra foi realizada uma aquisicdo de 30.000 eventos. Os resultados foram
fornecidos e analisados na forma de dot plot e em percentual da populacéo

celular com reacao positiva para cada anticorpo.

3.3 Inducéo da diferenciacéo osteogénica

Para inducdo da diferenciacdo celular as CTMTAs foram transferidas
para placas de 96 pocos (Santa Cruz, EUA) na densidade de 7 x 102 células
por poco com meio DMEM low glucose com 20% de SFB pelo periodo de 48 h.

ApoOs isto, foi substituido o meio de cultivo basal por um meio indutor
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especifico. A diferenciacdo osteogénica foi realizada em duplicata e teve
duracdo de 21 dias. As placas foram mantidas em estufa imida a 37 ° C com
5% de CO:2 durante este periodo, sendo o meio trocado duas vezes por
semana.

O meio de cultivo estabelecido para inducdo da diferenciacéo
osteogénica foi composto por DMEM low glucose 20% de SFB, 0,1 uM de
dexametasona (Sigma Aldrich, D4902), 10 mM de p-glicerofosfato (Sigma
Aldrich, G9422-10) e 50 uM de acido ascorbico (Sigma Aldrich, A8960-59).
Para estabelecimento deste meio utilizamos como referéncia os protocolos

previamente descritos na literatura conforme tabela abaixo.

Tabela 1. Protocolos utilizados para diferenciacdo osteogénica das CTMTAS

Reagente (ZUK et al., 2002) (MAMBELLI et al., 2009)
Dexametasona 0,1 uM 0,0001puM (0,1 nM)
Ascorbato-2-fosfato 50 uM 50 uM
B-glicerofosfato 10 mM 10 mM *
Soro 10% SFB 2% KSR

*adicionado a partir do 10° dia de diferenciagéo

3.3.1 Confirmacgéo da diferenciacéo osteogénica

Para confirmacdo da diferenciacdo osteogénica as CTMTAs foram
coradas com o corante vermelho de alizarina (Sigma Aldrich), apés 21 dias de
incubacdo. Este corante tem afinidade por metais, evidenciando através da
coloracdo vermelha a formacdo dos depdsitos de calcio caracteristicos da
diferenciacdo osteogénica. A solucdo de vermelho de alizarina foi preparada
com a dissolucdo de 1 g de corante em 50 ml de &gua Milli-Q sob agitacdo. O
pH da solucéo foi ajustado a 4,2. O meio de diferenciacdo osteogénico foi
removido e as células foram submetidas a duas lavagens com DPBS. Em
seguida foram fixadas com solucdo de paraformaldeido a 4% por 2 h. Apdés
esta etapa foram realizadas duas lavagens com Dulbecco’s Phosphate-

Buffered Saline (DPBS) seguidas de duas lavagens com agua Milli-Q.
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Posteriormente, as células foram coradas com a solucdo de vermelho de
alizarina por 3 min. ApGs este periodo as células foram lavadas 3 vezes com

agua Milli-Q para visualizag&o e captura de imagens.

3.4 Inducéo da diferenciacéo adipogénica

Para diferenciacdo adipogénica, as CTMTAs foram transferidas para
placas de 96 pocos (Santa Cruz) na densidade de 7 x 102 células por poco com
meio DMEM low glucose pelo periodo de 48 h, apés isto foi substituido o meio
de cultivo basal por um meio indutor especifico. A diferenciacédo adipogénica foi
realizada em duplicata e teve duracdo de 14 dias, as placas foram mantidas em
estufa umida a 37 © C com 5% de CO:2 durante este periodo, sendo o0 meio
trocado duas vezes por semana.

O meio utilizado na diferenciacdo adipogénica foi composto por
Dulbecco's Modified Eagle's Medium high glucose (DMEM high glucose —
Sigma Aldrich) 2% SFB, 1 uM de dexametasona, 2 uM de indometacina (Sigma
Aldrich, 17378-25G), 1 ug/ml de insulina (Sigma Aldrich, 12643-250) e 0.5 mM
de 3-isobutil-metil xantina (abreviado como IBMX - Sigma Aldrich, 15879-19). A
partir do 10° dia de inducdo da diferenciacdo a concentracdo de insulina foi
aumentada para 10 pg/ml.

Para estabelecimento do meio indutor de diferenciacao foram testados
diferentes protocolos previamente descritos na literatura conforme indicado na

tabela abaixo.

Tabela 2. Protocolos utilizados para diferenciagéo adipogénica das CTMTAS

Reagente (ZUK et al., 2002) (MAMBELLI et al., 2009)
Dexametasona 1uM 1 um
IBMX 0,5 mM 0,5 mM
Indometacina 200 uM 100 um
Insulina 10 uM 10 pg/ml
Soro 10% SFB 2% KSR
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3.4.1 Confirmacéo da diferenciacéo adipogénica

A diferenciagdo adipogénica foi confirmada pelo acumulo de vacuolos
lipidicos citoplasmaticos neutros pela coloracdo Oil Red O (Sigma Aldrich).
ApoOs o periodo de diferenciacdo o meio indutor foi descartado, as CTMTAs
foram lavadas duas vezes com DPBS e fixadas com paraformaldeido 4% por
2 h. Em seguida, as células foram coradas com a solucéo de Oil Red O por 20
min em temperatura ambiente. Dado o tempo de incubacéo, foi feita a lavagem
das CTMTAs com agua Milli-Q por duas vezes a fim de retirar 0 excesso de
coloracdo. Feito isto, as placas de cultura foram visualizadas em microscoépio
de inversédo. A solucdo estoque do corante foi preparada com 0,25 g de Oil Red
O dissolvidos em 50 ml de isopropanol (Merck, EUA) seguida de filtragdo. No
momento das coloracdes foi preparada a solucédo de trabalho que consiste na
mistura de 30 ml da solu¢do estoque em 20 ml de agua Milli-Q seguida de
filtrac&o.

3.5 Determinagéo do ICso (half maximal inhibitory concentration)

Os dois oxisterdéis utilizados foram sintetizados a partir do Colesterol
(Col) (C8667- Sigma-Aldrich) conforme descrito (Carvalho et. al.,, 2011;
Salvador et. al., 2013) sendo eles o 7-cetocolesterol (7-KC) e o Colestane-
3B,5a,6B-triol (Triol). O Col foi usado como controle. Cada oxisterol foi
determinado com uma pureza de aproximadamente 98% detectada através de
GC/MS (Gas chromatography/mass spectrometry). Para todos os
experimentos, uma solucdo estoque foi preparada a uma concentracdo de
10000 uM em etanol absoluto.

As CTMTAs foram plaqueadas em meio DMEM low glucose em uma
densidade de 5 x 10° células em duplicata, em microplacas pretas de fundo
chato com 96 pocgos (Corning, EUA - 3603), ap0s atingirem confluéncia de 80-
90% foram incubadas com oxister6is nas concentracbes de 10 uM, 25 pM,
50 uM e 100 uM por 24 h (LEVY et al., 2014; SILVA et al., 2016).
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Transcorrido esse periodo, os nucleos das CTMTAs foram corados com
1 pg/mL de Hoechst 33342 (Molecular Probes, EUA - H1399). ApoOs 24 h foi
acrescentado 2 pl de iodeto de propidio (PI) (Molecular Probes - P3566) de
uma solugcéo de 50 pg/mL antes da leitura. Foi realizada a centrifugacao da
placa por 450 x g por 3 min em temperatura ambiente. As células coradas com
Pl foram consideradas ndo viaveis. Foi utilizado o programa ImageXpress
Micro High Content Screening System (Molecular Devices, EUA) para avaliar o
namero de células vivas e células mortas. Cinco sitios por po¢o e dois pog¢os
por tratamento foram adquiridos. Foi usado o programa Cell Scoring
MetaXpress para analisar o nimero de células e a viabilidade celular. O céalculo
de ICso foi realizado através de uma curva de ajuste de inclinagdo variavel no

programa estatistico GraphPad Prism (GradPad Software, USA).

3.5.1 Diferenciacgao celular pelo uso de oxisterois

Para avaliacdo da diferenciacdo celular pelo uso de oxisterdis as
CTMTAs foram transferidas para placas de 96 pocos (Santa Cruz) na
densidade de 7 x 102 células por po¢o com meio DMEM low glucose pelo
periodo de 48 h, apds isto foi substituido o0 meio de cultivo basal por um meio
indutor especifico associado a concentracdes (3-30 uM) de oxisterois (Fig.3). A
diferenciacdo osteogénica teve duracdo de 21 dias enquanto a diferenciacao
adipogénica teve duracdo de 14 dias. As placas foram mantidas em estufa
Umida a 37 °C com 5% de CO: durante este periodo, sendo o meio trocado

duas vezes por semana.
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Figura 3. Organograma do processo de diferenciacéo pelo uso de oxisterois

3.6 Avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial (AWYm) por TMRE
(tetramethylrhodamine, ethyl ester)

As CTMTAs foram transferidas para placas de 96 pogcos pretas com
fundo transparente (Corning) na concentracdo de 7 x 102 células por poco em
duplicata e tratadas com os oxisterdis 7-KC e Triol durante 21 dias nas
concentracdes de 5, 10 e 20 uM para diferenciacdo osteogénica e 3, 5 e 10 uM
para diferenciacdo adipogénica. Apés periodo de tratamento, as células foram
incubadas com 0,1 pg/mL Hoechst 33342 e 50 nM TMRE (Sigma Aldrich) por
40 minutos a 37 °C. O TMRE ¢ utilizado para determinar se a célula apresenta
potencial de membrana alto ou baixo, mitocéndrias ativas ou mais polarizadas
acumulardao mais TMRE, as mitocéndrias menos polarizadas ou inativas tém
um potencial de membrana diminuido e um menor acumulo de TMRE
(CROWLEY; CHRISTENSEN; WATERHOUSE, 2016; PERRY et al., 2011). A
fluorescéncia do TMRE foi determinada usando Image X Press Micro High
Content. Cinco sitios por poco e dois pog¢os por tratamento foram adquiridos. O
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potencial de membrana mitocondrial foi determinado usando o software Cell

Scoring metaexpress.

3.7 Estudo da diferenciacgéo celular induzida por oxisterois

3.7.1 Extracao do RNA total

Apoés tratamento com oxisterdis conforme concentracfes indicadas na
tabela 3 e dissociagdo enzimatica, as CTMTAs foram contadas para obter 1 x
10 células. As células foram centrifugadas a 1000 x g por 20 min em
temperatura ambiente. O sobrenadante (meio de cultura) foi descartado e
adicionado 1 ml de trizol. A mistura foi homogeneizada e coletada com o auxilio
de uma pipeta e transferida para um microtubo de 1,7 ml. Foram adicionados
200 ul de cloroférmio as amostras, seguido de agitacdo vigorosa e incubacéo
por 3 min em temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas por 15 min a 12000 x g a 4 °C. Na etapa seguinte a extracao, foi
realizada a precipitacdo do RNA, utilizando-se para cada tubo 500 pl de alcool
isopropilico gelado. As amostras foram incubadas em temperatura ambiente
por 10 min e, em seguida, foi feita a centrifugacédo por 10 min a 12.000 x g a 4
°C. O sobrenadante foi desprezado e foi acrescentado ao RNA precipitado 1 ml
de etanol a 75%, diluido em &gua livre de RNAse. As amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas a 7.500 x g por 5 min a 4 °C. Novamente o
sobrenadante foi descartado, e em cada amostra foi acrescentado 20 ul de

agua livre de RNAse.

Tabela 3: Concentracdo de oxisteréis utilizada no tratamento das CTMTAs para analises
moleculares

Oxisterol Concentragao
Col 10 uM
7-kc 10 uMm
Triol 5uM
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3.7.2 Tratamento com DNAse

As amostras de RNA foram diluidas em agua livre de RNAse, com o
cuidado de obter como volume final a quantidade de 8 ul contendo 1 ug de
RNA. Este material foi incubado com a enzima RQ1 RNase-Free DNase 1U/uL
e com RQ1 DNase Reaction Buffer 1X, a 37 °C durante 30 min, para a digestéo
do DNA gendmico. Apds o término do tempo de incubacéo foi adicionado o
tampdao de parada da reacdo RQ1 DNase Stop (Promega, EUA), para ocorrer a

inativacdo da enzima, seguido de incubacédo a 65 °C por 10 min.

3.7.3 Sintese do cDNA

Com o RNA tratado foi realizada a reacéo de transcricao reversa para a
sintese do cDNA utilizando o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems™, EUA) com o0s seguintes componentes: as bases
nitrogenadas (dNTPs — 0,8 uL), primers (2,0 ulL), a enzima transcriptase
reversa (1,0 ulL) e buffer (2,0 uL), possuindo como condi¢des ideais para as
reacdes a temperatura de 25 °C por 10 min, 37 °C por 120 min, 85 °C por 5
min. Para as incubacgbes utilizamos o termociclador XP cycler (Bioer

technology, China).

3.7.4 Avaliagdo dos genes envolvidos na diferenciagao celular

O PCR em tempo real foi utilizado para a analise da expressao génica
dos genes envolvidos na diferenciacdo celular. A expressdo de mRNA Foi
normalizada em relacdo a expressdao do gene endogeno GAPDH (Thermo
Fisher, EUA — 402869). Os ensaios foram realizados em duplicata e a variagcéo
no valor de CT (Cycle of Threshold) entre as duplicatas ndo ultrapassaram 0,5.
Todos os ensaios utilizaram amostra referéncia e um controle de amplificacao
ao qual ndo foi adicionada amostra. As condi¢cdes de programacao dos ciclos
foram 95 °C por 5 min, seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por 30
s. Foi utilizado o termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System (Life
Technologies, EUA).
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Os primers utilizados foram adquiridos do DNA Integrated Technologies
sendo adquiridos os ensaios pré-desenhados para sondas hidrolisveis
conforme tabela 4, foi utilizado Tagman Universal PCR Master Mix (Applied

Biosystems™).

Tabela 4. Primers utilizados para andlise de diferenciagdo celular

Genes SEQ REF Assay ID (IDT Technologies)
RUNX2 NM_001024630(3) Hs.PT.56a.19568141
ALPL NM_001127501(3) Hs.PT.56a.40555206
BGLAP NM_199173(1) Hs.PT.56a.39318706.9
CEBPa NM_004364(1) Hs.PT.58.4022335.g
PPARYy NM_005037(4) Hs.PT.58.25464465

3.8 Imunofluorescéncia indireta para deteccdo das proteinas envolvidas

nas vias Hedgehog e Wnt/B-catenina

As CTMTAs foram transferidas para placas de 96 pocos pretas com
fundo transparente (Corning) na concentracdo de 1 x 102 células por po¢o, em
duplicata e tratadas com meio de diferenciacdo osteogénico associado a 7-KC
(10 uM), Triol (5 uM) e Col (10 uM) durante 7 dias. ApOs este periodo foi
realizada a retirada do meio de cultura de cada poc¢o, seguido por duas
lavagens com 100 ul de DPBS. As células foram fixadas em paraformaldeido a
4% por 2 h a 4 °C. Apds as CTMTAs serem lavadas com DPBS, foi realizada a
permeabilizacdo das mesmas com solucdo de Triton X-100 a 0,1% (Sigma
Aldrich) a 4 °C por 15 min, e bloqueio com 5% de BSA (Bovine sérum albumin -
Sigma Aldrich) por 40 min em temperatura ambiente. Para investigar o
processo de diferenciacao celular foram analisadas as proteinas da tabela 5.
Apdés a incubacdo com o anticorpo especifico, foi realizada uma nova

incubacgéo das células por 1 h com um anticorpo secundario AlexaFluor 488 na
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diluicdo 1:1000 (Molecular Probes - A11008) e R-phycoerynthin na diluicdo
1:1000 (Molecular Probes - P852). Apds esta etapa, o nucleo foi marcado com
0,1 ng/mL de Hoechst 33342. A presenca de células positivas e as localizacfes
celulares foram determinadas usando o High Content ImageXpress. Seis sitios
por poco e dois pocos por tratamento foram adquiridos. As informacdes foram

analisadas usando o software Cell Scoring MetaXpress.

Tabela 5. Anticorpos utilizados para imunofluorescéncia indireta

Anticorpos Marca Diluigéo
Anti-p-catenina (ab16051) ABCam 1/500
Anti-Sonic Hedgehog (ab53281) ABCam 1/400
Anti-Smoothened (NBP2-24543) Novus Biologicals 1/100
GLI-3 antibody (HO0002737-M01) Novus Biologicals 1/100

3.9 Andlise estatistica

A verificacdo de diferencas estatisticamente significantes entre os
parametros das células diferenciadas e dos controles foi realizada usando
analise da variancia amostral, One-way ANOVA e Two-way ANOVA (Analysis
of Variance), com comparacdes multiplas de Dunnett e Bonferroni utilizando o
pacote estatistico GraphPad Prism 8. Os resultados foram expressos como
média + DP de dois diferentes experimentos realizados em duplicata. Foi

considera um valor de p<0,05 estatisticamente significativo.
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4. Resultados

4.1 Caracterizacdo das CTMTAs

Com o intuito de caracterizar as CTMTAS pertencentes ao biorrepositorio
do LIM 31 foi realizada analise de marcadores mesenquimais e hematologicos
por citometria de fluxo. Conforme representado na tabela 6, as CTMTAs
apresentaram expressdo para CD29, CD44 e CD105. Para os marcadores
CD34, CD117, CD31, CD45, CD14 e CD80 a expressdo dos antigenos foi

abaixo de 5%.

Tabela 6. Caracterizagdo imunofenotipica das CTMTAs

CD29 CDh44 CD105 CD34 CD117 CD31 CD45 CD14 CD80

Células % % % % % % % % %

Amostral 93.05 95,21 95.18 0.85 0.97 1.04 1.42 0.46 0.58

Amostra2 99,8 97,7 99,9 13 15 2,0 3,8 12 1,2

Amostra3 99,5 97,9 99,7 15 1,8 19 1,8 1,7 1,2

4.2 Padronizagdo dos meios de diferenciagéo

Como parte da caracterizagdo das CTMTAs as células foram induzidas a
diferenciacdo osteogénica durante o periodo de 21 dias e diferenciacdo

adipogénica durante o periodo de 14 dias.

Diferentes protocolos foram testados para definicdo do melhor meio de
inducdo a ser utilizado. Durante a diferenciagcdo osteogénica utilizamos como
referéncia o meio de cultivo descrito por Mambelli et al. (2009) e também o
meio descrito por Zuk et al. (2002), alterando apenas a concentragdo de soro

dos meios para 20%.
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Ap6s inducdo da diferenciacdo e coloracdo com corante vermelho de
alizarina foi possivel notar que ambos os protocolos foram efetivos para
diferenciacdo osteogénica. Porém, as células tratadas com o meio descrito por
Zuk et al. (2002) apresentaram coloracdo mais intensa para o corante vermelho
de alizarina (Fig. 4B) quando comparadas as células tratadas com meio
descrito por Mambelli et al. (2009 - Fig. 4A). Portanto, foi escolhido o meio
descrito por Zuk et al. (2002) para continuidade nos experimentos com ajuste

da concentracéo de soro para 20%.

Figura 4: Padronizacdo do meio de diferenciacdo osteogénico e coloragdo com corante
vermelho de Alizarina. A: CTMTAs tratadas durante 21 dias com meio de diferenciacéo descrito
por Mambelli et al., (2009). B: CTMTAs tratadas durante 21 dias com meio de diferenciacéo
descrito por Zuk et al., (2002); barra de calibracdo = 200 um

Para estabelecimento do melhor meio de diferenciacdo adipogénico
também foram utilizados os protocolos descritos por Zuk et al. (2002) e
Mambelli et al. (2009).

ApGs 24 h de inducdo da diferenciacdo com meio descrito por Zuk et al.
(2002) observou-se alta taxa de morte celular, impossibilitando continuidade
nos experimentos. Entretanto nas células tratadas com o meio descrito por
Mambelli et al. (2009) observou-se alta taxa de morte celular a partir do 4° dia
de diferenciacao.

Realizamos altera¢cfes nos protocolos previamente descritos, sendo uma
delas a reducédo da concentracdo de indometacina e reducao da concentracao
de insulina durante os primeiros nove dias de tratamento, através destas

alteracdes observou-se entdo que as células apresentaram morfologia mais
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arredondada a partir do 4° dia de inducdo e formacdo de vacuolos lipidicos
citoplasmaticos a partir do 8° dia, com coloracao positiva para Oil Red O ao 14°

dia.
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Figura 5: Padronizacdo do meio de diferenciacdo adipogénico e coloragdo com corante Oil
Red O. A: CTMTAs controle cultivadas durante 14 dias com DMEM low glucose; barra de
calibracdo = 200 pum. B: CTMTAs tratadas durante 14 dias com meio de diferenciacdo
adipogénico modificado; barra de calibragdo = 50 um

4.3 Citotoxicidade dos oxisterdis nas CTMTAS

Foi avaliada a citotoxicidade dos oxisterois 7-KC e Triol durante o
periodo de 24 h utilizando o Col como controle nas concentra¢des de 10, 25,
50 e 100 uM. O Col nédo apresentou morte celular em nenhuma das
concentracdes testadas. O oxisterol mais citotoxico entre os testados foi o Triol.
Este apresentou morte celular na concentracdo de 25 uM, tendo como ICso 0
valor de 38,68 uM. Foi avaliada também a citotoxicidade do oxisterol 7-KC que
apresentou como resultado um ICso de 59,54 uM (Fig. 6). A partir dos
resultados obtidos através do célculo de ICso foram determinadas seis
concentracbes a serem utilizadas na inducdo da diferenciacdo: 3 uM, 5 uM, 10
uM, 15 uM, 20 uM e 30 uM.
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Figura 6: Andlise da citotoxicidade dos oxisterois apés 24 h de tratamento. Ensaio realizado
por Hoechst 33342 com lodeto de Propidio. Andlise realizado por Curve fit no GraphPad Prism

4.4 Inducdo da diferenciagcdo adipogénica de CTMTAs tratadas com

oxisterois

Para inducdo da diferenciacdo adipogénica foram utilizados dois meios
diferentes em associacdo aos oxisteréis, meio DMEM high glucose e meio de
diferenciacéo adipogénico especifico contendo DMEM high glucose e indutores

de diferenciagao.

4.4.1 Tratamento com oxisterdis e DMEM high glucose

Determinadas as concentracdes de oxisteréis a serem utilizadas foi
avaliada a acdo dos oxisterois na indugdo da diferenciacdo adipogénica.
Primeiramente as células foram tratadas durante o periodo de 14 dias com
meio DMEM high glucose associado a concentra¢gdes de 3 a 30 uM de Col e
oxisteroéis 7-KC e Triol.
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Observou-se que o tratamento utilizando apenas DMEM high glucose
nao foi capaz de induzir a diferenciagcdo adipogénica, apesar de alterar a
morfologia das células para um formato levemente mais arredondado, ao
término dos 14 dias as CTMTAs apresentaram coloracdo negativa para o
corante Oil Red O (Fig. 7A).

O tratamento com o meio DMEM high glucose e Col ndo foi capaz de
levar a diferenciagdo adipogénica em nenhuma das concentragdes testadas,
tendo coloracdo negativa para o corante Oil Red O (Fig. 7B-C). A associacao
do meio DMEM high glucose a maiores concentragfes de Col (10-30 uM) levou

a uma alta taxa de morte celular.

O tratamento com 7-KC e Triol nas concentragbes de 10 a 30 uM
associados ao meio DMEM high glucose acarretou em alta taxa de morte
celular. As CTMTAs tratadas com meio DMEM high glucose em conjunto com
as concentracdes de 3 e 5 uM dos oxisterdis 7-KC (Fig. 7D-E) e Triol (Fig. 7F-
G) apresentaram um citoplasma mais alongado quando comparado ao controle
cultivado apenas com meio DMEM high glucose com coloracdo negativa para
Oil Red O.
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Figura 7. CTMTAs coradas com o corante Oil Red O ap6s 14 dias de tratamento com DMEM
high glucose e oxisterois. A: Controle, DMEM high glucose. B-C: Col (3 € 5 uM). D-E: 7-KC (3
e 5 uM). F-G: Triol (3 e 5 uM); barra de calibra¢éo = 100 um
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4.4.2 Tratamento com oxisterdis e meio de diferenciacdo adipogénico

Continuando a avaliacdo sobre a acdo dos oxisteréis na inducdo da
diferenciacdo adipogénica, realizou-se o0 tratamento com meio indutor
adipogénico associado a diferentes concentracbes de oxisteréis durante 14

dias.

Apoés tratamento utilizando apenas meio indutor de diferenciacéo
adipogénico especifico as células apresentaram morfologia arredondada
caracteristica de adipécitos além de apresentarem formacdo de vacuolos

lipidicos citoplasmaticos corados por Oil Red O (Fig. 8A).

O tratamento utilizando meio adipogénico em associacdo a
concentracdo de 30 uM do Col foi citotoxico para as células, apresentando alta
taxa de morte celular tornando impossivel a avaliacdo. Em contrapartida, o
tratamento com Col e meio adipogénico nas concentragdes de 3-20 uM nao
influenciou o processo de diferenciacdo, tendo formacdo de vacuolos lipidicos
citoplasmaticos apos 14 dias de indugdo, com coloragdo positiva para Oil Red
O em todos os tratamentos (Fig. 8B-F).

O tratamento com 7-KC nas concentragdes de 10 a 30 uM associado ao
meio adipogénico foi citotoxico para as células apds 14 dias de tratamento
impedindo avaliagdo. Nas CTMTAs tratadas com as menores concentragdes de
7-KC (3 e 5 uM) em associagdo ao meio adipogénico observou-se um numero
menor de células com caracteristica arredondada quando comparado ao
controle, sugerindo uma possivel inibicdo da diferenciacdo adipogénica (Fig.
9B-C)

O Triol nas concentracbes de 10-30 uM em associagdo ao meio
adipogénico foi citotoxico apdés 14 dias de tratamento, enquanto que as
menores concentracdes testadas (3 e 5 uM) em conjunto com meio indutor de
diferenciacdo adipogénico ndo provocaram alteragbes na diferenciacdo celular
guando comparadas ao controle tratado apenas com meio indutor adipogénico,
ou seja, houve a formacdo vacuolos lipidicos citoplasmaticos corados pelo
corante Oil Red O (Fig. 9D-E).
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Figura 8. CTMTAs coradas com o corante Oil Red O apds 14 dias de tratamento com meio de
diferenciagdo adipogénico e diferentes concentracdes de Col. A: Controle, meio adipogénico.
B: 3 uM. C: 5 uM. D: 10 uM. E: 15 uM. F: 20 uM; barra de calibragéo = 50 pm
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Figura 9. CTMTAs coradas com o corante Oil Red O ap6s 14 dias de tratamento com meio de
diferenciagéo adipogénico e oxisterdis 7-KC e Triol. A: Controle, meio adipogénico. B-C: 7-KC
(3 uM e 5 uM). D-E: Triol (3 uM e 5 uM); barra de calibracdo = 50 um

4.5 Inducdo da diferenciacdo osteogénica de CTMTAs tratadas com

oxisterois

Para inducdo da diferenciacdo osteogénica foram utilizados dois meios
diferentes em associagdo aos oxisterois, meio DMEM low glucose e meio de
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diferenciacdo osteogénico especifico contendo DMEM low glucose e indutores

de diferenciagao.

4.5.1 Tratamento com oxisterdis e meio basal DMEM low glucose

Para avaliacdo do potencial dos oxisterois na diferenciacdo osteogénica
utilizamos o meio basal DMEM low glucose em associagéo a concentracdes de

3 a 30 uM dos oxisterais.

Conforme esperado, apos 21 dias de cultivo utilizando apenas meio
basal DMEM low glucose néo foi observada diferenciacao celular, as CTMTAs
apresentaram coloracdo negativa para o corante vermelho de alizarina (Fig.
10A).

O tratamento de 21 dias com Col associado ao meio DMEM low glucose
ndo foi citotoxico em nenhuma das concentragfes testadas, porém, ndo foi
capaz de induzir a diferenciacdo osteogénica tendo coloracdo negativa para o
corante vermelho de alizarina em todas as concentracdes testadas (Fig. 10B-
G).

Apos 21 dias de tratamento utilizando 7-KC e meio DMEM low glucose
foi possivel observar alta taxa de morte celular apenas na maior concentracao
(30 uM). O tratamento com 7-KC néo foi capaz de levar a diferenciacéo celular
em nenhuma das concentracdes testadas, tendo coloracdo negativa para o

vermellho de alizarina (Fig. 11B-F).

O tratamento com DMEM low glucose e triol provocou alta taxa de morte
celular apds 21 dias de tratamento nas concentragdes de 20 e 30 uM tornando
impossivel a avaliacdo. As CTMTAs tratadas com as concentracdes de 3-15
uM de Triol ndo tiveram coloracdo positiva para o corante vermelho de alizarina

apos tratamento (Fig. 12B-E).
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Figura 10. CTMTAs coradas com o corante vermelho de alizarina apds 21 dias de tratamento
com meio de cultivo DMEM low glucose e diferentes concentra¢des de Col. A: Controle, DMEM
low glucose. B: 3 uM. C: 5 uM. D: 10 uM. E: 15 pM. F: 20 uM. G: 30 pM; barra de calibracdo =
200 um
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Figura 11. CTMTAs coradas com o corante vermelho de alizarina apds 21 dias de tratamento
com meio de cultivo DMEM low glucose e diferentes concentracdes de 7-KC. A: Controle,

DMEM low glucose. B: 3 uM. C: 5 uM. D: 10 uM. E: 15 uM. F: 20 uM; barra de calibragdo =
200 pm

43



Figura 12. CTMTAs coradas com o corante vermelho de alizarina apds 21 dias de tratamento
com meio de cultivo DMEM low glucose e diferentes concentragcdes de Triol. A: Controle,
DMEM low glucose. B: 3 uM. C: 5 uM. D: 10 uM. E: 15 uM; barra de calibracdo = 200 um

4.5.2 Tratamento com oxisterdis e meio de diferenciacdo osteogénico

As CTMTAs foram submetidas a um tratamento com meio de
diferenciacdo osteogénico especifico associado a concentracdes de 3 a 30 uM

de oxisterois durante 21 dias.
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Apés inducdo da diferenciacdo utilizando apenas meio osteogénico foi
possivel observar alteragdo da morfologia celular e coloracdo positiva para o
corante vermelho de alizarina ao fim dos 21 dias (Fig. 13A). O tratamento com
meio osteogénico especifico e Col ndo foi citotoxico em nenhuma das
concentracdes testadas durante o periodo avaliado, as CTMTAs apresentaram
coloragdo intensa para o corante vermelho de alizarina apds diferentes
tratamentos (Fig. 13B-G).

O tratamento com os oxisteréis 7-KC (Fig. 14B-F) e Triol (Fig. 15B-F)
foram citotoxicos apenas na concentracdo de 30 uM. Nos demais tratamentos
foi possivel observar coloracdo positiva para o corante vermelho de alizarina

apos 21 dias de tratamento.
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Figura 13. CTMTAs coradas com o corante vermelho de alizarina apds 21 dias de tratamento
com meio de diferenciacdo osteogénico e diferentes concentracdes de Col. A: Controle, meio
de diferenciacdo osteogénico. B: 3 uM. C: 5 uM. D: 10 uM. E: 15 puM. F: 20 uM. G: 30 uM de
Col; barra de calibracdo = 200 um
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Figura 14. CTMTAs coradas com o corante vermelho de alizarina ap6s 21 dias de tratamento
com meio de diferenciacio osteogénico e diferentes concentracdes de 7-KC. A: Controle, meio
de diferencia¢do osteogénico. B: 3 uM. C: 5 uM. D: 10 uM. E: 15 uM. F: 20 uM de 7-KC; barra

de calibragdo = 200 um
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Figura 15. CTMTAs coradas com o corante vermelho de alizarina apés 21 dias de tratamento
com meio de diferenciagcéo osteogénico e diferentes concentracdes de Triol. A: Controle, meio
de diferenciacdo osteogénico. B: 3 uM. C: 5 uM. D: 10 uM. E: 15 uM. F: 20 uM de Triol; barra
de calibragdo = 200 um

4.6 Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial apds inducéo da
diferenciacéao

Realizada a avaliagdo da acdo dos oxisterdis na diferenciacdo

osteogénica e adipogénica através dos corantes vermelho de alizarina e Qil
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Red O, foram avaliadas as possiveis alteracdes no potencial de membrana
mitocondrial apés inducdo da diferenciacdo. O potencial de membrana foi
medido através da analise da intensidade de fluorescéncia produzida pelo
corante TMRE.

Devido a alta taxa de morte celular no tratamento utilizando a
concentracdo de 30 uM dos oxisteréis durante a inducdo da diferenciacéo
osteogénica selecionamos as concentracdes de 5, 10 e 20 uM para avaliagéo
do potencial de membrana mitocondrial. Apos 21 dias de inducdo da
diferenciacdo utilizando meio osteogénico e oxisteréis ndo foi observada
alteracéo significativa do potencial de membrana mitocondrial em nenhum dos

tratamentos avaliados (Fig. 16).
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Figura 16. Analise do potencial de membrana mitocondrial nas CTMTAs apds 21 dias de
tratamento com meio de diferenciacdo osteogénico e oxisterdis. A: Col. B: 7-KC. C: Triol. Estes
dados sdo representados pela intensidade de fluorescéncia do TMRE acumulado nas
mitocéndrias ativas. A andlise foi determinada usando o software Cell Scoring MetaExpress da
Molecular Devices. Cinco sitios por po¢o e dois pogos por tratamento foram adquiridos. Anélise
estatistica representativa de 3 linhagens diferentes em duplicata por Two-Way ANOVA no
GraphPad Prism com analise secundaria de Bonferroni.

Avaliamos também o potencial de membrana mitocondrial ap6s 14 dias
de tratamento com meio adipogénico e oxisterdis nas concentracdes de 3, 5 e
10 uM, foram selecionadas estas concentra¢cdes devido a alta taxa de morte
celular na inducédo da diferenciacdo adipogénica nas concentracdes de 15-30

uM de oxisterdis demonstrada pelos experimentos anteriormente descritos.
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Através da analise foi possivel observar que o Col ndo provocou
alteracbes no potencial de membrana em nenhuma das concentragdes
testadas (Fig. 17A). O 7-KC e triol provocaram alta taxa de morte celular na
concentracdo de 10 uM impossibilitando andlise, o tratamento com estes
oxister6is nas concentragcbes de 3 e 5 uM nado provocaram alteracdo

significativa no potencial de membrana mitocondrial (Fig. 17B-C).
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Figura 17. Analise do potencial de membrana mitocondrial nas CTMTAs apés 14 dias de
tratamento com meio de diferenciagcao adipogénico e oxisterdis. A: Col. B: 7-KC. C: Triol. Estes
dados sdo representados pela intensidade de fluorescéncia do TMRE acumulado nas
mitocbndrias ativas. A analise foi determinada usando o software Cell Scoring MetaExpress da
Molecular Devices. Cinco sitios por po¢o e dois pogos por tratamento foram adquiridos. Analise
estatistica representativa de 3 linhagens diferentes em duplicata por Two-Way ANOVA no
GraphPad Prism com analise secundaria de Bonferroni.
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A partir das analises das figuras obtidas pelo uso do corante TMRE foi
possivel observar regifes de intensa fluorescéncia ao redor dos nucleos apos
inducdo da diferenciacdo osteogénica (Fig. 18B-E) quando comparado ao
controle cultivado em DMEM low glucose (Fig. 18A), sugerindo uma alteracéo

conformacional das mitocondrias para regiao perinuclear.

. Mum
-

Figura 18. CTMTAs coradas por TMRE apos 21 dias de tratamento. A: Controle, DMEM low
glucose. B: Meio osteogénico. C: Col associado ao meio osteogénico. D: 7-KC associado ao
meio osteogénico. E: Triol associado ao meio osteogénico



Na diferenciacdo adipogénica também observamos localizagédo
perinuclear nas mitocondrias tratadas com meio adipogénico (Fig. 19B) e Col
(19C) quando comparado ao controle cultivado com meio DMEM high glucose
(Fig. 19A). Nas células tratadas com 7-KC e Triol (Fig. 19D-E) observamos um
namero menor de células marcadas por TMRE e uma retracdo citoplasmatica

nestas células, indicativo de morte celular.

-
-

Figura 19. CTMTAs coradas por TMRE ap0s 14 dias de tratamento. A: Controle, DMEM high
glucose. B: Meio adipogénico. C: Col associado ao meio adipogénico. D: 7-KC associado ao
meio adipogénico. E: Triol associado ao meio adipogénico
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4.7 Anélise da expressao de genes envolvidos na diferenciagéo celular

Com base nas coloracdes pelos corantes Oil Red O e vermelho de
alizarina, viabilidade celular apés tratamento com o0s oxisterois e resultados
obtidos através da analise do potencial de membrana mitocondrial foi
selecionada uma concentracéo por oxisterol a ser utilizada em associa¢cdo aos
diferentes meios nos experimentos relacionados a expressao génica, sendo a

concentracéo de 10 uM para o Col e 7-KC e 5 uM para o Triol.

Apés inducdo da diferenciacdo, avaliou-se a expressao de genes
envolvidos neste processo através da técnica de PCR em tempo real em cinco

periodos diferentes: 3 h, 2 dias, 4 dias, 7 dias e 21 dias.

Os genes estudados foram RUNX2 e ALPL, marcadores de
diferenciagdo osteogénica inicial, gene BGLAP marcador de diferenciagéo
osteogénica tardia, PPARy e C/EBPa marcadores de diferenciagéo

adipogénica.

4.7.1 Avaliacao da expressédo do gene RUNX2

Inicialmente foi realizada a analise da expressdo do gene RUNX2
utilizando a metodologia de 222CT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). As analises
foram realizadas através da divisdo dos resultados das células tratadas com
meio especifico de diferenciacdo pelo resultado das células cultivadas com

meio basal (DMEM low glucose) na presenca e auséncia de oxisterais.

O RNA obtido das células cultivadas em meio basal foi utilizado como
normalizador da expressao génica, os resultados obtidos foram convertidos em
escala logaritmica para melhor observagdo. A expressdo basal em escala
logaritmica foi equivalente a zero e este resultado ndo foi demonstrado nos

graficos.

54



Os resultados demonstraram que as CTMTAs tratadas apenas com meio
osteogénico especifico apresentaram um aumento da expressdo de RUNX2 a
partir do 7° dia de tratamento (p<0.0001), esta expressdo permaneceu
aumentada até o 21° dia de indugdo da diferenciacdo (p<0.05). Ndo houve
alteracdo significativa na expressdo de RUNX2 apos 3 h, 2 e 4 dias de

tratamento utilizando apenas meio osteogénico especifico (Fig. 20).

Apés inducdo da diferenciacdo utilizando Col pode-se observar que as
CTMTAs demonstraram aumento da expressao de RUNX2 a partir do 4° dia de
tratamento permanecendo desta forma até o 7° dia (p<0.0001). Nos periodos
de 3 h, 2 e 21 dias ndo houve alteracao significativa da expressdo de RUNX2
(Fig. 20).

As CTMTAs tratadas com 7-KC apresentaram aumento da expressao de
RUNX2 apés 3 h de tratamento (p<0.05), esta expressdo se manteve
aumentada durante todos os periodos avaliados. O tratamento com o Triol ndo
foi capaz de aumentar a expressdo de RUNX2 em nenhum dos periodos
testados (Fig. 20).
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Figura 20. Expresséo de RUNX2 nas CTMTAs em diferentes periodos durante a indugéo da
diferenciagdo osteogénica. A analise foi determinada usando termociclador 7500 Fast Real-
Time PCR System (Life Technologies). Analise estatistica de 3 linhagens em duplicata foi
realizada por Two-Way ANOVA no GraphPad Prism com pés-teste de Dunnett. Como
calibrador foram utilizadas as amostras tratadas com meio DMEM low glucose, diferenca
estatistica em relagdo a estas amostras. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.0001

4.7.2 Avaliacao da expressédo do gene ALPL

Ao analisar a expressdao da ALPL apdés inducdo da diferenciacéao
utilizando apenas meio osteogénico foi possivel observar que houve um
aumento da expressdo deste gene a partir do 4° dia de tratamento (p<0.05)
esta expresséo se intensificou ainda mais ao 7° dia de tratamento (p<0.0001).
As CTMTAs tratadas apenas com meio osteogénico ndo demonstraram
alteracdo na expresséao de ALPL nos periodos de 3 horas, 2 dias e 21 dias (Fig.
21).

As CTMTAs tratadas com Col apresentaram um aumento da expressao

de ALPL a partir do 4° dia de inducéo da diferenciacéo (p<0.01) esta expressao
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aumentou ainda mais ao 7° dia de tratamento (p<0.0001). Nos periodos de 3 h,

2 e 21 dias ndo houve alteracdo na expressao da ALPL (Fig. 21).

No tratamento com 7-KC foi observado um aumento significativo da
expressdo de ALPL a partir do 2° dia de indugédo (p<0.0001) permanecendo
aumentado até o 21 ° dia de tratamento (p<0.01). Ap6s 3 h de tratamento

utilizando 7-KC néo foi observada alteracdo na expressao da ALPL (Fig. 21).

As CTMTAs tratadas com Triol apresentaram aumento na expressao de
ALPL apenas no 4° dia de indugao (p<0.05) e uma diminuicdo significativa da
expressdo deste gene no 7° dia de tratamento (p<0.0001). O Triol n&o
provocou alteracdo na expressdo da ALPL nos periodos de 3 h, 2 e 21 dias
(Fig.21).
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Figura 21. Expressdo de ALPL nas CTMTAs em diferentes periodos durante a inducdo da
diferenciagdo osteogénica. A analise foi determinada usando termociclador 7500 Fast Real-
Time PCR System (Life Technologies). Analise estatistica de 3 linhagens em duplicata foi
realizada por Two-Way ANOVA no GraphPad Prism com poés-teste de Dunnett. Como
calibrador foram utilizadas as amostras tratadas com meio DMEM low glucose, diferenca
estatistica em relacdo a estas amostras. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.0001
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4.7.3 Avaliacao da expresséo do gene BGLAP

As CTMTAs tratadas apenas com meio osteogénico apresentaram um
aumento na expressao de BGLAP no 2° dia (p<0.0001) e 7° dia (p<0.0001) de
tratamento, ndo foi observada alteragcdo no 4° e 21° dia de tratamento. No
tratamento com Col houve aumento significativo apenas no 7° dia de inducéo
(p<0.01), os demais periodos testados ndo demonstraram alteracéo

significativa (Fig. 22).

ApGs tratamento com 7-KC e Triol ndo foi observado aumento
significativo na expressdo de BGLAP nas CTMTAs em nenhum dos periodos
testados (Fig. 22).

Apo6s 3 h de inducdo nenhum dos tratamentos foi capaz de alterar a
expressdo de BGLAP (dados nédo apresentados no gréfico).
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Figura 22. Expressdo de BGLAP nas CTMTAs em diferentes periodos durante a indugdo da
diferenciagdo osteogénica. A analise foi determinada usando termociclador 7500 Fast Real-
Time PCR System (Life Technologies). Andlise estatistica de 3 linhagens em duplicata foi
realizada por Two-Way ANOVA no GraphPad Prism com pés-teste de Dunnett. Como
calibrador foram utilizadas as amostras tratadas com meio DMEM low glucose, diferenca
estatistica em relacdo a estas amostras. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.0001

4.7.4 Avaliacado da expressédo do gene PPARy

Existe um equilibrio entre a diferenciacdo osteogénica e adipogénica
através da ativacdo ou silénciamento de determinados genes, considerando
isto, foi selecionado o gene adipogénico PPARy por se tratar de um dos

principais genes envolvidos neste processo de diferenciacéo.

Apo6s inducdo da diferenciagdo utilizando meio de diferenciagéo
osteogénico percebeu-se um aumento na expressao de PPARy apos 2 dias de
tratamento (p<0.0001), a expressdo de PPARy permaneceu aumentada até o
21° dia (p<0.01). Nao foi observada alteracédo na expressao deste gene na 3°

hora de indugéo da diferenciagdo (Fig. 23).
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No tratamento utilizando Col foi possivel observar um aumento da
expressdo de PPARyapés 4 dias tratamento (p<0.0001), esta expressao
permaneceu elevada até o 21° dia (p<0.05). Nos periodos de 3 h e 2 dias nédo

foi observada alteracéo na expressao de PPARy (Fig. 23).

O tratamento com 7-KC levou a um aumento na expressao de PPARy
no 4° dia (p<0.0001) de inducédo da diferenciacdo osteogénica permanecendo
elevada até o 21° dia. Nao foi observada alteracéo nos periodos de 3 horas e 2
dias (Fig. 23).

O Triol levou a um aumento na expressao de PPARyapenas no 4°
(p<0.0001) e 21° dia (p<0.05) de tratamento, ao 7° dia de tratamento houve
uma diminuicao significativa da expressdo de PPARy (p<0.05). Os periodos de
3 h e 2 dias de tratamento com Triol ndo provocaram altera¢cdes nas CTMTAsS
(Fig. 23).
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Figura 23. Expressédo de PPARynas CTMTAs em diferentes periodos durante a inducdo da
diferenciacdo osteogénica. A analise foi determinada usando termociclador 7500 Fast Real-
Time PCR System (Life Technologies). Analise estatistica de 3 linhagens em duplicata foi
realizada por Two-Way ANOVA no GraphPad Prism com poés-teste de Dunnett. Como
calibrador foram utilizadas as amostras tratadas com meio DMEM low glucose, diferenca
estatistica em relacdo a estas amostras. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.0001
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O PPARy é descrito por sua atuacdo facilitando a diferenciacao
adipogénica (LEVY et al.,, 2017), a literatura relata que alguns oxisterois
exercem um efeito anti-adipogénico nas CTMs pela reducdo da expresséo
deste gene (MOSETI; REGASSA; KIM, 2016). Por se tratar de um gene
envolvido na adipogénese foi avaliada sua expressdo apoOs inducdo da
diferenciacdo adipogénica na presenca e auséncia de oxisterdis com o intuito
de comparar os resultados com os valores obtidos apés inducdo da

diferenciagao osteogénica.

Apbs 21 dias de tratamento foi possivel perceber que a expressao de
PPARy ¢é significativamente menor nas CTMTAs tratadas com meio
osteogénico especifico, Col, 7-KC e Triol (p<0.0001) durante a inducao da
diferenciacdo osteogénica quando comparado as CTMTAs tratadas com

apenas com meio adipogénico especifico (Fig. 24).

Ao comparar as CTMTAs tratadas com meio osteogénico em associacao
aos oxisterois e meio adipogénico e oxisteréis percebemos alteracdo na
expressdo de PPARy estando mais elevado nas células induzidas a
diferenciacédo adipogénica (Col, p<0,0001; 7-KC, p<0.05; Triol, p<0,0001 — Fig.
24).

Os resultados também demonstraram que o Col assim como o 7-KC e o
Triol inibiram a expressdo de PPARynas CTMTAs durante a inducdo da
diferenciacdo adipogénica quando comparado ao controle cultivado apenas
com meio adipogénico (p<0.0001), expressando niveis significativamente

menores de PPARYy apds tratamento (Fig. 24).
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Figura 24. Comparagéo da expressdo de PPARy nas CTMTAs induzidas a diferenciacdo
osteogénica e adipogénica durante 21 dias. Concentra¢Bes utilizadas durante a diferenciacédo
osteogénica: Col 10 uM; 7-KC 10 pM; Triol 5 uM. Concentracbes utilizadas durante a
diferenciagdo adipogénica: Col 5 uM; 7-KC 5 uM; Triol 3 uM. A andlise foi determinada usando
termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies). Analise estatistica foi
realizada por Two-Way ANOVA no GraphPad Prism com pés-teste de Dunnett. Como
calibrador foram utilizadas amostras tratadas durante 21 dias com meio DMEM low glucose.
Diferenca estatistica com relacéo ao controle adipogénico. *p<0.05; *** p<0.0001

4.7.5 Avaliacao da expresséo do gene C/EBPa

Avaliamos a expresséo de C/EBP « fator importante para a diferenciacao
final de adipocitos (MOSETI; REGASSA; KIM, 2016) nas CTMTAs. Os
resultados mostraram que apdés 3 h de inducdo da diferenciagcdo com meio
osteogénico houve uma diminuigcéo significativa da expressdo de C/EBPa nas
CTMTASs (p<0.05). Apos 4 dias de tratamento houve um aumento da expressao
deste gene (p<0.01). Esta expressdo aumentou ainda mais ao 7° dia de
inducao (p<0.0001). Nao houve alteracédo na expressédo de C/EBP« no periodo

de 2 e 21 dias de tratamento utilizando apenas meio osteogénico (Fig. 25).
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O Col aumentou a expressédo de C/EBP« apenas no 4° dia de inducéo
da diferenciacdo (p<0.01), ndo houve alteracdo na expresséo de C/EBP«a nos
demais periodos avaliados. O tratamento com 7-KC provocou um aumento
significativo da expresséo do gene C/EBPa no 4° dia de indugao (p<0.0001) e
uma diminuicdo no 21° dia (p<0.0001). Nao foi observada alteracdo na
expressdo do gene avaliado nos demais periodos.

O Triol aumentou a expressédo de C/EBPano 2° (p<0.05) e 4° dia
(p<0.0001) de tratamento. O Triol ndo provocou alteracbes na expressao de
C/EBPanos periodos de 3 h, 7 e 21 dias (Fig. 25).
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Figura 25. Expressdo de C/EBPanas CTMTAs em diferentes periodos durante a indugéo da
diferenciagdo osteogénica. A analise foi determinada usando termociclador 7500 Fast Real-
Time PCR System (Life Technologies). Analise estatistica de 3 linhagens em duplicata foi
realizada por Two-Way ANOVA no GraphPad Prism com pos-teste de Dunnett. Como
calibrador foram utilizadas as amostras tratadas com meio DMEM low glucose, diferenca
estatistica em relacdo a estas amostras. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.0001

Comparou-se a expressdo do gene C/EBPa durante a inducdo da

diferenciacdo adipogénica e osteogénica na presenca e auséncia de oxisterois
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apos 21 dias de tratamento. A expressdo deste gene se apresentou
significativamente mais elevada durante a diferenciacdo adipogénica quando
comparado a diferenciacdo osteogénica independente da acdo dos oxisterois
(p<0.0001 - Fig. 26).

Percebeu-se também que as CTMTAs tratadas apenas com meio de
diferenciacdo adipogénico apresentaram expressdo maior do gene C/EBP«
quando comparado as células tratadas com meio adipogénico e Col,7-KC e

Triol (p<0.0001) refor¢cando a a¢éo anti-adipogénica dos oxisterois (Fig. 26).
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Figura 26. Comparacdo da expressdo de C/EBP«a nas CTMTAs induzidas a diferenciagédo
osteogénica e adipogénica durante 21 dias. Concentracfes utilizadas durante a diferenciagéo
osteogénica: Col 10 uM; 7-KC 10 uM; Triol 5 uM. Concentracbes utilizadas durante a
diferencia¢éo adipogénica: Col 5 uM; 7-KC 5 uM; Triol 3 uM. A andlise foi determinada usando
termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies). Andlise estatistica foi
realizada por Two-Way ANOVA no GraphPad Prism com pos-teste de Dunnett. Como
calibrador foram utilizadas amostras tratadas durante 21 dias com meio DMEM low glucose.
Diferenca estatistica com relagao ao controle adipogénico. *** p<0.0001
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4.8 Estudo da via SHh durante a inducé&o da diferenciacéo pelo uso de

oxisterois

4.8.1 Proteina Smo

A proteina Smo estd envolvida na ativacdo da via Hh, avaliamos a
expressdo de Smo pela intensidade de fluorescéncia no nucleo, bem como
intensidade de fluorescéncia de Smo na membrana e citoplasma, também
avaliamos a porcentagem de células positivas para Smo apos diferentes

tfratamentos.

O tratamento realizado teve duracdo de 7 dias por se tratar do periodo
com alteracBes mais significativas durante a avaliacdo da expressao génica

previamente descrita.

Apoés 7 dias de inducéo da diferenciacdo observou-se que os diferentes
tratamentos ndo foram capazes de provocar alteracdes na expressao de Smo
tanto no ndcleo quanto na membrana/citoplasma quando comparado ao

controle cultivado com meio DMEM low glucose (Fig. 27).
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Figura 27. Avaliacdo da proteina Smo durante a indu¢do da diferenciagdo osteogénica pelo
uso de oxister6is. A: Média da intensidade de fluorescéncia da expressdo de Smo na
membrana/citoplasma mensurado por imunofluorescéncia apés diferentes tratamentos. B:
Porcentagem de CTMTAs positivas para Smo na membrana/citoplasma. C: Média da
intensidade de fluorescéncia da expressdo de Smo no ndcleo mensurado por
imunofluorescéncia apos diferentes tratamentos. D: Porcentagem de CTMTAs positivas para
Smo no nucleo. Analise estatistica realizada por One-Way ANOVA no GraphPad Prism com
pés-teste de Bonferroni

Apesar de n&o haver alteragcdo significativa na intensidade de
fluorescéncia apoOs diferentes tratamentos, através das imagens é possivel
observar pontos de intensa fluorescéncia sendo liberados pelas células além
de um grande numero de células com nucleo positivo para a proteina Smo,
principalmente apds tratamento com Col e os oxisterdis 7-KC e Triol (Fig. 28D-
F).
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Figura 28. Avaliacdo da proteina Smo durante a indu¢do da diferenciagdo osteogénica pelo
uso de oxisteréis. A: DMEM low glucose. B: Meio osteogénico. C: Meio adipogénico. D: Col. E:
7-KC. F: Triol. Imagens representativas da intensidade de fluorescéncia pela expressado de
Smo obtidas por High Content ImageXpress

4.8.2 Proteina SHh

Através da imunofluorescéncia indireta foi avaliada a proteina SHh nas

CTMTASs apos 7 dias de tratamento com meio de diferenciacdo e oxisterois. A
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andlise foi realizada pela intensidade de fluorescéncia em comparacdo ao

controle e também pela quantificacdo do niumero de células positivas.

Através da anadlise da intensidade de fluorescéncia observou-se que
nenhum dos tratamentos testados foi capaz de provocar alteracbes na

expressdo de SHh apos 7 dias de inducéo da diferenciagao (Fig. 29A).

Pela quantificacdo da positividade SHh nas CTMTAs ap0s tratamento
foi possivel notar que os oxisteréis assim como o Col ndo provocaram
alteracbes no numero de células positivas quando comparado ao controle
cultivado com meio DMEM low glucose. Ao comparar o numero de células
positivas apoés tratamento das CTMTAs com meio de diferenciacdo osteogénico
e Col e CTMTAs tratadas com meio adipogénico observa-se que as células
induzidas a diferenciacdo adipogénica apresentaram maior positividade para a
proteina SHh (p<0.01 - Fig. 29B).
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Figura 29. Estudo da via SHh durante a induc@o da diferenciacdo osteogénica pelo uso de
oxisterois. A: Média da intensidade de fluorescéncia da expressdo de SHh mensurado por
imunofluorescéncia apos diferentes tratamentos. B: Porcentagem das CTMTAs expressando
SHh. Analise estatistica realizada por One-Way ANOVA no GraphPad Prism com pés-teste de
Bonferroni. ** p<0.01
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Através das imagens é possivel observar a presenca da proteina SHh
distribuida uniformemente em todo o citoplasma celular nos tratamentos com o
meio de diferenciacédo adipogénico (Fig. 30C) e os oxisterois 7-KC e Triol (Fig.
30E-F) enquanto as células cultivas com meio DMEM low glucose (Fig. 30A),
meio de diferenciagcdo osteogénico (Fig. 30B) e Col (Fig. 30D) apresentam

células com focos perinucleares de intensa fluorescéncia.

Figura 30. Avaliacdo da proteina SHh durante a inducdo da diferenciacdo osteogénica pelo
uso de oxisterois. A: DMEM low glucose. B: Meio osteogénico. C: Meio adipogénico. D: Col. E:
7-KC. F: Triol. Imagens representativas da intensidade de fluorescéncia pela expressdo de
SHh obtidas por High Content ImageXpress
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4.8.3 Proteina Gli-3

A proteina Gli-3 também esta envolvida na via de sinalizacdo de SHh, foi
avaliada a expressao desta proteina apos 7 dias de tratamento com diferentes
oxisterois e meios de cultivo. ApdGs analise observou-se que ndo houve
alteracdo na intensidade de fluorescéncia da proteina Gli-3 na
membrana/citoplasma e nucleo em nenhum dos tratamentos testados, também

ndo houve alteracdo na porcentagem de células positivas para Gli-3 (Fig. 31).

>

B
Gli-3 Gli-3

3004 150 -

2001 % T L

100+

100

i
o
(=]

:

AR
Membranal/citoplasma

“m“““
% Celulas positivas

k \\\k\\\'ﬁ\\*

LI
=

Intensidade de Fluorescéncia
Membranal/citoplasma

e

{o
%9

D:u
o
%,

.,
'

(g ]
o

Gli-3 Gli-3
300+ 1501
200+ 100+

100+ 501

% Celulas positivas
Nicleo

Intensidade de Fluorescéncia
Nucleo

Figura 31. Avaliacdo da proteina Gli-3 durante a inducédo da diferenciacdo osteogénica pelo
uso de oxisterdis. A: Média da intensidade de fluorescéncia da expressdo de Gli-3 na
membrana/citoplasma mensurado por imunofluorescéncia apés diferentes tratamentos. B:
Porcentagem de CTMTAs positivas para Gli-3 na membrana/citoplasma. C: Média da
intensidade de fluorescéncia da expressdo de Gli-3 no ndcleo mensurado por
imunofluorescéncia apés diferentes tratamentos. D: Porcentagem de CTMTAs positivas para
Gli-3 no ndcleo. Andlise estatistica realizada por One-Way ANOVA no GraphPad Prism com
pos-teste de Bonferroni
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Ao observar as imagens da expressdo da proteina Gli-3 apos o0s
diferentes tratamentos observamos a presenca da Gli-3 distribuida
uniformemente em todo o citoplasma celular com focos de intensa

fluorescéncia na membrana celular (Fig. 32).

Figura 32. Avaliagdo da proteina Gli-3 durante a inducao da diferenciagdo osteogénica pelo
uso de oxisterois. A: DMEM low glucose. B: Meio osteogénico. C: Meio adipogénico. D: Col. E:
7-KC. F: Triol. Imagens representativas da intensidade de fluorescéncia pela expresséo de Gli-

3 obtidas por High Content ImageXpress
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4.8.4 Proteina B-catenina

Uma das vias de sinalizagdo importantes para a diferenciacéao
osteogénica é a via Wnt/p-catenina, avaliamos a expressédo da -catenina apos
inducdo da diferenciacédo através da analise da intensidade de fluorescéncia e

porcentagem de células positivas para p-catenina.

Observou-se que o 7-KC aumentou a expressdo da p-catenina na
membrana/citoplasma quando comparado ao controle indiferenciado e as
CTMTAs tratadas durante 7 dias com meio de diferenciacdo adipogénico
(p<0.05) (Fig. 33A).

Avaliou-se a porcentagem das CTMTAs positivas para B-catenina na
membrana/citoplasma. Através dos resultados pode-se observar que o meio de
diferenciacéo osteogénico levou a um aumento do niumero de células positivas
para B-catenina (p<0.01), assim como o Col (p<0.05), 7-KC (p<0.01) e Triol

(p<0.01) quando comparado ao controle indiferenciado (Fig. 33B).

Ao comparar o numero de células positivas para p-catenina na
membrana/citoplasma durante a inducdo da diferenciacdo osteogénica com
meio osteogénico especifico (P<0.01), Col (p<0.05), 7-KC (p<0.01) e Triol
(p<0.05) as CTMTAs tratadas com meio adipogénico é possivel perceber que
durante a diferenciacdo adipogénica houve um numero menor de CTMTAS

positivas para p-catenina (Fig. 33B).

Ao avaliar a intensidade de fluorescéncia da p-catenina no nucleo das
CTMTAS observou-se que o 7-KC e Triol levaram a um aumento da expresséo
da B-catenina quando comparado ao controle indiferenciado e as CTMTAS

induzidas a diferenciacao adipogénica (p<0.05 — Fig. 33C).

Ao avaliar o numero de células com nucleo positivo para -catenina apos
sete dias de tratamento nédo foi detectado alteragédo significativa em nenhum

dos tratamentos (Fig. 33D).
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Figura 33. Avaliacdo da proteina B-catenina durante a inducdo da diferenciacdo osteogénica
pelo uso de oxisterdis. A: Média da intensidade de fluorescéncia da expresséo de B-catenina
na membrana/citoplasma mensurado por imunofluorescéncia apés diferentes tratamentos. B:
Porcentagem de CTMTAs positivas para B-catenina na membrana/citoplasma. C: Média da
intensidade de fluorescéncia da expressdo de f-catenina no nucleo mensurado por
imunofluorescéncia apés diferentes tratamentos. D: Porcentagem de CTMTASs positivas para -
catenina no nucleo. Andlise estatistica realizada por One-Way ANOVA no GraphPad Prism
com pas-teste de Bonferroni. * p<0.05; ** p<0.01

Ao observar as imagens € possivel notar intensa fluorescéncia da B-
catenina na membrana das CTMTASs principalmente apés tratamento com Col
(Fig. 34D) e 7-KC (Fig. 34E), é possivel notar também pontos de marcagéo
fluorescente no ndcleo celular evidenciando a presenca da B-catenina no

nacleo das CTMTAs apos tratamento com os oxisterois (Fig. 34 E-F).
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Figura 34. Avaliacéo da proteina p-catenina durante a indugédo da diferenciagdo osteogénica
pelo uso de oxisterodis. A: DMEM low glucose. B: Meio osteogénico. C: Meio adipogénico. D:
Col. E: 7-KC. F: Triol. Imagens representativas da intensidade de fluorescéncia pela expressao

de B-catenina obtidas por High Content ImageXpress
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5. Discussao

As CTMs sao células indiferenciadas, multipotentes, com capacidade de
diferenciacdo em linhagens mesodérmicas e ndo mesodérmicas conforme
estimulo recebido, (BYDLOWSKI et al., 2009; LEVY et al., 2017) além de
serem o tipo de CT mais utilizado na pesquisa com propdsitos clinicos (LEVY
et al., 2017). Devido a sua caracteristica multipotente e aplicabilidade
terapéutica tém despertado o interesse de pesquisadores sobre o0s

mecanismos envolvidos no processo de diferenciacao celular.

Estudos recentes mostraram a acdo de alguns oxisterdis na
diferenciacdo de CTMs, principalmente no direcionamento da osteogénese,
(BYDLOWSKI et al., 2009; KHA et al., 2004; LEVY et al., 2017; SILVA et al.,
2016). Sendo proposto o0 uso de oxisterdis como uma alternativa em potencial
para o tratamento de doencas 0sseas, algo que atualmente ocorre através de
BMPs (HOKUGO et al.,, 2013). Uma melhor compreensao sobre a agdo dos
oxisteréis assim como do Col na diferenciacdo de CTMs é necessaria para

aprimoramento de estratégias que contribuam com a medicina regenerativa.

Diante dos relatos descritos, 0 presente estudo visou avaliar a agcao dos
oxisterdis 7-KC e Triol utilizando o Col como controle na inducdo da
diferenciacdo osteogénica de CTMTAs em cinco periodos diferentes. As
CTMTAs humanas foram isoladas de trés pacientes saudaveis e caracterizadas
conforme preconizado pela ISCT (DOMINICI et al., 2006). A diferenciacdo das
CTMTAs foi avaliada na presenca e auséncia de meio indutor de diferenciacdo

especifico combinado aos diferentes oxisterois e ao Col.

Inicialmente, foi estabelecido o meio de diferenciacdo que seria utilizado
no tratamento das CTMTAs. Bellows e colaboradores descreveram o uso de
dexametasona, acido ascorbico e B-glicerofosfato na diferenciagdo osteogénica
in vitro em células de ratos (BELLOWS et al., 1986). Desde entdo diversos
protocolos vém sendo testados com o intuito de otimizar a diferenciacao
osteogénica in vitro (BRAUER; POHLEMANN; METZGER, 2016).
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Selecionamos dois protocolos descritos na literatura envolvidos na
diferenciacdo de células derivadas do tecido adiposo, o protocolo descrito por
Mambelli utilizado na diferenciacdo de células provenientes de equinos; e o
protocolo descrito por Zuk utilizado em células humanas (MAMBELLI et al.,
2009; ZUK et al., 2002). A concentracdo de soro fetal foi alterada para 20%,

padrdo este utilizado no cultivo e semeadura de nossas células.

Ambos os protocolos foram efetivos na diferenciacdo osteogénica,
porém, o protocolo descrito por Zuk et al. (2002) apresentou coloracdo mais
intensa pelo corante vermelho de alizarina. A diferenca deste protocolo para o
descrito por Mambelli et al. (2009) encontra-se na concentracdo de
dexametasona, importante por estimular a proliferacdo celular, induzir a
atividade da fosfatase alcalina além de possibilitar a formacdo de depdsitos de
fosfato de calcio (COELHO; FERNANDES, 2000).

Conforme ja descrito, alteramos a concentracdo de soro descrita nos
protocolos para 20% e percebemos que esta concentracdo nao foi prejudicial
na indugcédo da diferenciacdo osteogénica nas CTMTAs. Apesar de relatos na
literatura que indicarem que baixas concentracbes de soro favorecem a
diferenciacéo osteogénica (SUEHIRO et al., 2017), principalmente em células
derivadas de tecido adiposo, em que o SFB interfere prejudicialmente na
expressdo de marcadores osteogénicos como a fosfatase alcalina (KYLLONEN
et al., 2013).

Diferentes meios também vém sendo descritos na literatura para indugéo
da diferenciacdo adipogénica (JANZ, 2010; KYLLONEN et al., 2013;
MAMBELLI et al., 2009; ZUK et al., 2002), utilizamos como referéncia os meios
descritos por Mambelli e Zuk (MAMBELLI et al., 2009; ZUK et al., 2002) e
verificamos que houve alta taxa de morte celular com estes tratamentos.
Diminuimos a concentracdo de indometacina e percebemos que baixas
concentracbes de indometacina sao suficientes para promocao da
diferenciacdo adipogénica com alteracdo da morfologia celular e formagéo de

vacuolos lipidicos citoplasmaticos.
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A indometacina promove a diferenciacdo de adipOcitos brancos e
aumenta a diferenciacdo de pré-adipocitos marrons através da regulacdo da
UCP1 e PPAR. A indometacina também age inibindo a diferenciacdo
condrogénica (CARON et al.,, 2017; HAO et al.,, 2018). Para inducao da
diferenciacdo adipogénica utilizamos a concentragcdo de 2% de SFB, a
literatura descreve que o SFB atua aumentando a expressdo de genes
adipogénicos, sendo mais efetivo para diferenciacdo adipogénica do que para
diferenciacdo osteogénica, portando, a concentracdo de 2% de SFB foi
suficiente na promocdo da adesdo das CTMTAs ao plastico e diferenciacao
adipogénica (FANI et al., 2016; SUEHIRO et al., 2017).

Ap0s padronizagdo dos meios de diferenciagdo, foi avaliada a acdo dos
oxisterdis na inducdo da diferenciacdo osteogénica e adipogénica através de
coloracdes. Para andlise qualitativa da diferenciacao celular foram utilizados os
corantes tradicionalmente descritos na literatura. Um dos corantes utilizados foi
o vermelho de alizarina, que evidencia a formacao de calcio e mineralizacdo
decorrentes da diferenciacdo osteogénica e o corante Oil red O, que realca a

formacao de vacuolos lipidicos citoplasmaticos (DOMINICI et al., 2006).

Durante a inducdo da diferenciacdo adipogénica foram utilizados dois
meios diferentes, o meio DMEM high glucose e também um meio de
diferenciacéo adipogénico especifico contendo DMEM high glucose e indutores
de diferenciacdo ambos na presenca e auséncia de oxisterdis. Durante a
inducdo da diferenciacdo adipogénica pelo uso de DMEM high glucose foi
possivel observar que este meio por si s6 provocou um leve arredondamento
no citoplasma das CTMTAs, porém com coloracdo negativa para o corante Oil

Red O ap6s 14 dias de tratamento.

Existem informacdes divergentes na literatura a respeito da contribuicéo
de altos niveis de glicose para inducdo da diferenciagdo adipogénica. Alguns
trabalhos mostram que altos niveis de glicose favorecem a proliferacdo de pré-
adipdcitos, entretanto, outros relatam que a diferenciagdo adipogénica ocorre
de forma igual independente dos niveis de glicose. Torna-se necessario,
portanto, estudos mais aprofundados a respeito do tema para melhor
elucidacao desta questéo (SORISKY, 2017).

77



Ao avaliar a acdo da associacdo do meio DMEM high glucose e Col ou
oxisteréis 7-KC e Triol percebeu-se que ndo houve formacdo de vacuolos
lipidicos citoplasmaticos em nenhum dos tratamento testados, evidenciando
que estes oxisterois assim como o Col ndo foram capazes de induzir a
diferenciacdo adipogénica. No tratamento com oxister6is ou colesterol
associado ao meio adipogénico especifico observou-se que houve uma agao
inibitéria pelo oxisterol 7-KC neste processo de diferenciacdo. Isso foi
evidenciado por um numero menor de células diferenciadas, além de alta taxa

de morte celular.

Estudos em CTMTAs mostram que a exposicao destas células aos
oxisterdis levam a uma diminuicdo da viabilidade celular tendo efeitos pro-
apoptoticos (LEVY et al.,, 2014; MURDOLO et al., 2016; SILVA et al., 2016),
podendo ser uma justificativa a alta taxa de morte celular observada durante o
periodo de diferenciacdo adipogénica, visto que é um tratamento crénico com
duracdo de 14 dias. Um estudo que avaliou o efeito dos oxisteréis 7-KC e 7-
hydroxycholesterol em CTMTAs de pacientes com diabetes tipo 2 mostrou que
estes oxisterois apresentaram uma acdo inibitéria no processo adipogénico
através da sinalizacdo da via WNT e Proteino-quinases ativadas por mitdgenos
- MAP Quinase (Mitogen Activated Protein Kinases — MAPK) (MURDOLO et
al., 2016).

Para inducdo da diferenciacdo osteogénica também foram utilizados
dois meios diferentes, sendo um deles o meio de cultivo DMEM low glucose e o
meio de diferenciacdo osteogénico especifico contendo DMEM low glucose e
indutores de diferenciacdo, ambos na presenca e auséncia de oxisterois.
Através das analises dos resultados foi observado que os oxisteréis nao
tiveram acao na diferenciagdo quando utilizados em associacdo ao meio
DMEM low glucose tendo coloracdo negativa para o corante vermelho de

alizarina apo6s 21 dias de tratamento.

Ao associar os oxisterois ao meio de diferenciagdo osteogénico foi
possivel observar coloracéo intensa do vermelho de alizarina apés tratamento
com Col, 7-KC e Triol na inducdo da diferenciacdo. A literatura aponta uma
acdo dos oxisterdéis como indutores da diferenciagdo de CTMs, destacando os
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oxisteroéis 22 (R)- ou 22(S)- e 20(S)-hydroxycholesterol como os oxisterdis mais
estudados durante a indug&o osteogénica. 20(S)-hydroxycholesterol exerce um
efeito osteogénico tanto in vitro quanto in vivo, capaz de induzir a formacéo
O0ssea em CTMs derivadas da medula 6ssea. A acdo conjunta do 22(R)- ou
22(S)- e 20(S)-hydroxycholesterol promove a atividade osteogénica pela
ativacdo da sinalizacao Hh através de ativacéo indireta de Smo (DWYER et al.,
2007; KWON et al., 2015; LEE et al., 2017).

Apesar de estudos descreverem agdo osteo-indutora a partir da
combinacao dos oxisterdis 22(R) ou 22(S) e 20 (S)-hydroxycholesterol in vitro e
in vivo a literatura é escassa quanto aos mecanismos envolvidos na ativacdo
da diferenciacdo osteogénica pelo uso de oxisteréis, havendo poucos relatos
sobre a influéncia do 7-KC e Triol nestes processos (KWON et al., 2015). Com
o intuito de avaliar a acdo dos oxisteroéis e Col quantitativamente na inducéo da
diferenciacéo, foi realizada a analise do potencial de membrana mitocondrial e

também de genes osteogénicos e adipogénicos apos diferentes tratamentos.

Estudos com células-tronco embrionarias mostraram envolvimento
mitocondrial na osteogénese induzida por oxisteréis, indicando aumento na
producdo de ATP e espécies reativas de oxigénio, foram detectados também
marcadores de biogénese mitocondrial, bem como proteinas de potencial de
membrana (KWON et al.,, 2015). Na adipogénese, estudos indicam um
aumento do consumo de oxigénio e consequente remodelamento mitocondrial

para suprir este aumento na demanda de oxigénio (FORNI et al., 2016).

Diante disto, avaliamos a acdo do 7-KC e Triol no potencial de
membrana mitocondrial, utilizando o Col como controle. Através de nossos
resultados ndo foi possivel observar alteracdes no potencial de membrana
mitocondrial apos inducao da diferenciacdo osteogénica e adipogénica. Apesar
de ndo haver alteragdo no potencial de membrana, observamos mitocondrias

localizadas de forma mais perinuclear apds inducdo da diferenciacéo.

Sabe-se que a dinamica e morfologia mitocondrial sédo fatores
importantes tanto na manutengao da homeostase dos tecidos como no destino

das CTMs, sendo descritos como eventos que direcionam a diferenciacao e
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nado como consequéncia deste processo (FORNI et al., 2016; LI et al., 2017).
Estudos com células murinas indicam que quando comparado as células
indiferenciadas as células comprometidas com a osteogénese e adipogénese
tem aumento da massa mitocondrial com morfologia mais alongada (FORNI et
al., 2016).

A literatura mostra que CTMs humanas derivadas da medula 6ssea
apresentam mitocondrias localizadas de forma mais perinuclear em células
indiferenciadas tornando-se mais uniformemente localizadas no citoplasma em
células diferenciadas (LI et al.,, 2017). Nossos resultados apresentaram
caracteristica diferente do previamente descrito, com um grande numero de
agregados mitocondriais localizados ao redor do nucleo das células
diferenciadas, uma possivel explicagdo para a caracteristica perinuclear das
mitocondrias em nossas células poderia ser a fonte de obtencéo, visto que

utilizamos CTMs derivadas de tecido adiposo.

Seguimos com as avaliacbes moleculares apés inducdo da
diferenciagdo, Kulterer e colaboradores descreveram trés fases distintas de
desenvolvimento durante a diferenciacdo osteogénica utilizando CTMs
derivadas da medula 6ssea, sendo estas fases: fase de proliferacdo de 0 a 4
dias; fase de maturacédo da matriz de 4 a 14 dias e fase de mineralizacdo de 14
a 21 dias (KULTERER et al., 2007), descrevendo um aumento da expressao de
marcadores de diferenciacéo inicial como ALPL a partir do 4° dia de inducéo da

diferenciacao.

A ALPL é um marcador 6sseo conhecido utilizado no diagnéstico da
capacidade de formacéo Gssea na osteoporose (LIU et al., 2018). Foi avaliada
a expressao de ALPL assim como do marcador de diferenciacao inicial RUNX2
apos tratamento com oxisterois e Col. As CTMTASs cultivadas apenas com meio
osteogénico apresentaram aumento da expressao da ALPL a partir do 4° dia e
de RUNX2 a partir do 7° dia. O Col demonstrou ter uma acdo antecipatéria na
expressdo do gene RUNX2, demonstrando aumento a partir do 4° dia de

tratamento.
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Devido & grande importancia do Col em processos fisiologicos tem-se
estudado sua acdo na diferenciagcéo celular. Estudos mostram que altos niveis
de Col e LDL-colesterol (low density lipoprotein - lipoproteina de baixa
densidade) estdo relacionados a baixa densidade mineral 6ssea (MANDAL,
2015). Li e colaboradores descrevem que niveis fisiolégicos de Col endégeno
sdo importante para a diferenciacdo osteogénica através da sinalizacao de Hh,
enquanto o Col exogeno inibe este processo de diferenciacdo em células
estromais derivadas da medula 6ssea (LI et al., 2018). Os resultados
apresentados no decorrer do presente estudo confirmam o envolvimento do Col

na diferenciagéo osteogénica.

O 7-KC exerceu acdo antecipatoria na expressdo dos marcadores de
diferenciacéo inicial RUNX2 e ALPL aumentando sua expressao a partir do 2°
dia de tratamento e 3 horas ap6s inducdo da diferenciacéo respectivamente. 7-
KC tem sido descrito como um dos oxisteréis mais importantes presente em
altos niveis de oxLDL (oxidized low-density lipoprotein — lipoproteina de baixa
densidade oxidada). Sabe-se que o 7-KC estd envolvido em diversos
processos fisiopatolégicos como estresse oxidativo, morte celular,
diferenciacdo de mastdcitos, além de ser um modulador da diferenciacéo
adipogénica conforme anteriormente descrito (LEVY et al., 2014; MURDOLO et
al., 2016; SILVA et al., 2016).

Neste trabalho foi avaliada a acdo do oxisterol Triol nos marcadores de
diferenciacdo inicial, porém, houve aumento da expressdo do gene ALPL
apenas no 4° dia de inducdo da diferenciacdo seguido por um declinio
significativo. O Triol ndo foi capaz de aumentar a expressdo de RUNX2 em
nenhum dos periodos testados. Estudos com CTMs derivadas da medula
0ssea de ratos demonstraram a ac¢ao anti-osteogénica do oxisterol Triol. O Triol
€ um dos oxisterdis mais angiotoxicos dentre os testados, com capacidade de
inibir a diferenciacdo osteogénica através da diminuicdo da expressdo da
ALPL, diminuicdo da secre¢cdo de OCN e mineralizacdo da matriz, além de
induzir apoptose celular (LIU et al., 2005). As avaliagbes realizadas durante os

5 periodos abordados neste estudo corroboram com o descrito na literatura.
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Foi selecionado o gene BGLAP como marcador de diferenciacao
osteogénica tardia a ser avaliado nas CTMTAs ap0s os diferentes tratamentos.
ApoOs comprometimento com a linhagem osteogénica as células passam a
expressar proteinas de matriz 6ssea em diferentes niveis de acordo com o grau
de maturacdo em que se encontram (KOMORI, 2019). Apés inducdo da
diferenciacdo com Col foi observado aumento da expressao de BGLAP apenas
no 4° dia. O 7-KC e Triol ndo foram capazes de aumentar a expressao de
BGLAP em nenhum dos periodos avaliados, sugerindo que o0s oxisterois
testados ndo foram capazes de induzir a mineralizagdo da matriz e

diferenciacdo em osteoblastos maduros.

BGLAP é o gene que codifica a OCN, uma hip6tese sobre a baixa
expressao de BGLAP nas CTMTAs seria a diminuicdo nos niveis de insulina. A
OCN ¢é considerada um dos principais genes responsivos a insulina presente
em osteoblastos (ZOCH; CLEMENS; RIDDLE, 2016). A literatura descreve uma
relacdo entre os niveis de OCN e insulina, sendo que a liberagdo da OCN é
aumentada pela insulina e concomitantemente a OCN estimula a secreg¢ao de
insulina (BILOTTA et al., 2018).

O 7-KC assim como a LDL oxidada tem sido relacionados a resisténcia a
insulina (MURDOLO et al., 2013; WAMIL et al., 2008). Experimentos utilizando
a linhagem MG-63 (células semelhantes a osteoblastos humanos) evidenciou
que a resisténcia a insulina assim como altas concentracdes de glicose inibem
a expressao de OCN (BILOTTA et al., 2018). Outro fator importante que
influencia os niveis de insulina é a expressdo de PPARy. Existe um consenso
sobre a importancia do PPARy na sensibilidade a insulina (FERRE, 2004) e

este gene também é modulado pela acédo dos oxisterois.

Estudos mostram que existe um equilibrio entre a inducdo da
adipogénese e osteogénese e entre expressao e inibicdo de genes envolvidos
neste processo conforme mencionado, sugerindo que o PPARytem uma acéo
pro-adipogénica e anti-osteogénica. Devido a esta relacdo de equilibrio foram
selecionados dois genes adipogénicos importantes para avaliacdo, o gene

PPARy e C/IEBPa. O gene PPARyse encontra em abundancia no tecido
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adiposo branco e marrom, além de ser um regulador da diferenciacdo
adipogénica por sua acdo em conjunto com C/EBP (MOSETI; REGASSA; KIM,
2016).

A literatura descreve que a expressdao da ALPL aumenta durante a
diferenciacdo osteogénica antes de uma diminuicdo na fase de mineralizacéo,
mas esse aumento da ALPL ocorre de maneira semelhante durante a
diferenciacdo adipogénica (VAN DE PEPPEL et al., 2017). Através dos
resultados obtidos por meio dos diferentes tratamentos nas CTMTAS, observa-
se que durante a diferenciacdo osteogénica também ocorre um aumento da
expressdo de marcadores adipogénicos como PPARy e C/EBPa quando

comparado as células indiferenciadas.

A comparacao entre a expressao dos genes PPARy e C/EBP« durante a
diferenciacdo osteogénica e adipogénica demonstrou que a expressao destes
genes € significativamente maior durante a inducdo adipogénica quando
comparado a osteogénica, porém, apos tratamento com oxisteroéis e Col notou-
se que houve uma inibicdo da expressédo destes marcadores, confirmando a

acao anti-adipogénica dos oxisteroéis anteriormente descrita.

Foram selecionadas duas das principais vias de sinalizacdo envolvidas
na diferenciacdo de CTMs, a via de sinalizacdo SHh e via de sinalizagcdo Wnt/3-
catenina. A literatura descreve a importancia de ambas as vias na inducao da
expressdo de genes osteogénicos como ALPL e RUNX2 (MIDHA; MURAB;
GHOSH, 2016) e alguns relatos sugerem uma relacdo cruzada entre as duas
vias de sinalizacdo (KWON et al., 2015; MIDHA; MURAB; GHOSH, 2016;
SONG et al., 2015).

O efeito osteogénico do oxisterol 22(S)-hydroxycholesterol esta
relacionada a ativacdo da via de sinalizacdo Hh, os oxister6is Oxy34 e Oxy49
também foram descritos por sua acédo osteogénica atraveés da ativacédo desta
via de sinalizacdo, além destes oxisterois, a literatura descreve a inibicdo da
diferenciacéo adipogénica em fibroblastos embrionéarios pela ativacdo da via Hh
através do oxisterol Oxy133 (LEVY et al., 2017).
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Os resultados da imunofluorescéncia indireta demonstraram que o Col
assim como os oxisterdis 7-KC e Triol ndo foram capazes de aumentar a
expressdo de SHh nas CTMTAs. Esta falta de resposta do SHh ao Col e
oxisterdis 7-KC e Triol foi descrita na literatura em estudo com células de
cancer de mama humano (LEVY et al.,, 2019). Os oxisterdéis testados e Col
também ndo foram capazes de aumentar expressdo de Smo e Gli-3 apos 7

dias de tratamento.

Com o intuito de avaliar a via canonica de sinalizagdo por Wnt foi
estudada a proteina B-catenina apos 7 dias de tratamento. De acordo com 0s
resultados apresentados o 7-KC induziu o aumento da expressao da -catenina
nuclear e citoplasmatica apds o periodo de 7 dias, enquanto o oxisterol Triol
aumentou apenas a expressado da B-catenina nuclear. Ao avaliar o numero de
células positivas para B-catenina na membrana/citoplasma percebe-se que
tanto o Col como os oxisterois 7-KC e Triol aumentaram o numero de células

positivas.

A literatura sugere que o0s oxisteréis promovam a diferenciacdo
osteogénica e inibam a diferenciacdo adipogénica através da inibicdo de
Dickkopf-1 (DKK-1) (MANDAL, 2015). A familia de proteinas DKK consiste em
4 membros e tem acdo moduladora na via de sinalizagdo Wnt/B-catenina
(AMANTEA et al., 2008; BAETTA; BANFI, 2019). A acao da proteina DKK-1 se
da pelo bloqueio da ligacdo de Wnt ao seu receptor LRP (low-density
lipoprotein receptor-related protein) 5 ou 6 (BAETTA; BANFI, 2019). DKK-1 se
liga e remove o LRP5/6 da superficie celular por endocitose impedindo a
sinalizacdo de Wnt/B-catenina (AMANTEA et al., 2008).

Em suma, os oxisteréis avaliados neste estudo foram capazes de
aumentar a expressao da fB-catenia, inclusive o Triol, fato interesse devido a
sua baixa atividade durante a inducdo da expressdo de marcadores
osteogénicos como ALPL, RUNX2 e BGLAP, algo a ser melhor estudado para
maior entendimento quanto a acdo anti-osteogénica do oxisterol Triol. Maiores

estudos a respeito da acédo do 7-KC e Col nas vias de sinalizagdo durante a
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diferenciacdo CTMs também devem ser realizados devido a sua agdo potencial
na inducao osteogénica.
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6. Conclusdes

De acordo com os resultados, pode-se afirmar que o0s oxisterois
exercem fungdes distintas na diferenciagéo de CTMs.

Tanto o colesterol quanto o 7-cetocolesterol foram capazes de antecipar
a fase de maturacdo da matriz 6ssea pelo aumento da expressdo dos genes
ALPL e RUNX2. Estes efeitos podem ser atribuidos a ativagdo da via de

sinalizacdo Wnt/B-catenina.

O oxisterol Triol teve efeito sobre a p-catenina; porém, teve sua
atividade na inducdo da expressdo de genes osteogénicos foi pequena,

confirmando sua acao anti-osteogénica.

Conclui-se que durante a diferenciacdo osteogénica ocorre um aumento
da expressdo de genes adipogénicos, ndo tdo acentuado quanto o que ocorre
durante a inducdo da diferenciacdo adipogénica. Além disto, os oxisterois
exercem um efeito inibitério durante o processo de diferenciacdo adipogénica

por sua acao na via Wnt/B-catenina.

Apenas o colesterol foi capaz de aumentar a expressédo de BGLAP. O 7-
KC e Triol ndo tiveram efeito na expressao deste gene; como consequéncia,
nao foram eficazes na inducéo da fase de mineralizacao 6ssea, sugerindo que
nao sao capazes de levar a diferenciacao final e maturacdo de osteoblastos,

pelo menos no periodo estudado.

Estes resultados iniciais sdo promissores em relagdo ao potencial de
utilizacdo destes oxisteréis como agentes de inducao osteogénica na medicina

regenerativa.
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ABSTRACT

Fepwardi: Cicysternls are 27-carbon oxdation predocis of cholesterol metabolism. Oyvsternls possess several biological
Dreywieral actions, includisg the peomotion of ol Seath, Here, we examined e ability of T-henechaksteral (7-KC),
Apopisis cholesare 2 Se-bf-triol {triol), and & mixure of So-cholestane: 3, S -diol and Sa-cholestane 3t -daol (dicd)
Eancer b prcereesti cell diesth in o bimem Bres Comeir cell lime (MDA-ME-231], We determined coll viakslitg, alter 24-h
::ckhl:dﬁ;n incubaticn with oxysternls. These oxysierols promoted apopiosis. At lezss pan of the chserved effects promoted
LB by P-KC sl drinl sorose From an |m'rww im the expression of the samic hedgehog patbeny mediaior, smocthemed,

Hiowever, this | d exp Wils A Iv Imdependent of sanle hedgehog expression, which did not
change. Morecver, thess -m:.-slembled i increased expression of LB, which is invehved in cellular cholesterol
efflus, amd the ATP-binding ewseine rransporters, ABCAT and ABCG1. Dials did nat affeer these pathways. Thess
resulis suggesied that the sonic hedgehog and LXRa paifesays might be involved in the apopiotic process
prcmctad by 7-BC and trinl.

1. Introduction

Cholesteral is an essential component of cell membrane and alse a
precursos of stercid hormones and bile acids [1]. Oxyscerals are a large
tamily of 27.carbon oxidized derivatives of cholesterol and similardy,
they are made of # stercid backbore and & side chain [2], Endogencus
oaysterals are formed either by auto-oxidation or by enzyme-mediabesd
mechanisms [3-5]. Oxidation promedes the addition of hydroxy], ke,
hyperoxy, carbonyl, or epoxy groups to the cholesterol backbone,
maostly ar the C4-7 positlons or ai the C24, 25, and 27 positions of the
lateral chain [6]. This process generabes a large class of different oxy-
sternds,

Bivactive lipids are endogenous lipid mediators that have funcliosal
actions, Several elements point 1o cxysterals as bicactive lipids since
they are invalved in a plethora of physislogical and pathophysialogical
pracesses. In fact, several oxysterols are biologically active as reg-
ulatory malecules, For example, they regulae steral and lipid mecs-
balism, modulate signaling pathways, and influence cell proliferation
and differentiation |6, Consequently, oxystercls participate in a variery

of pathophysiological processes, including atherosclernsis and eancer
7-12]. Morepver, some oxyetercls (eg. 4f-hvdroxycholestersl ar Feo-
hiydroxycholestenone) are used as béomarkers of specific patholegies
1Z].

One particularly interesting effect of several caysterals is the pro-
mntion af cell death, This effect has been observed in o number of cell
lines [11.12-16], and it cccurs through several mechanisms, including
gene expression regulation 4], apeptosis, and antophagy induction
(1317, 18] Many cell types are sensitive to the cytostatic and cytataxic
effects of paysterals, including several tumar cell lines [615-220,

These properties led us b investigate the potential use of oxysterols
as chematherapeutic agents in cancer [ 232], Our resulis showed that 7-
ketochalestersd (7-KC), & well-known oxysterol, had cytostatic and oy-
totoxic effects an melanama, in vitre and in viva, Therefore, we hy-
pothesized that 7-KC eytotosicly could b= applied in cameer ther-
apeutics. However, it has also been shown that the oytotoxic effect of
oayvaterals an cells varies according 1o both the vpe of oxysteral and the
specific cell line [24). This is not sarprising considering the large
mumber of molecules within this Family and their complex metabolism
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