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RESUMO

Foram realizados dois experimentos distintos. O experimento 1 avaliou o efeito da lactacdo sobre
a diferenciacdo osteogénica das células tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA) de
ratas. O experimento 2 avaliou a diferenciagdo osteogénica das CTM-TA sob efeito de duas
concentragdes de prolactina. No experimento 1, foram utilizadas 10 ratas Wistar distribuidas em
dois grupos: 1) controle e 2) lactante. Aos 30 dias de lactacdo, os animais de ambos 0s grupos
foram eutanasiados para a coleta do tecido adiposo visceral e extracdo das CTM. As células foram
cultivadas em meio osteogénico por 7, 14 e 21 dias. Foram realizados os testes de converséo do
MTT em cristais de formazan, atividade de fosfatase alcalina, sintese de colageno, porcentagem
de nddulos de mineralizagdo e de células por campoe a quantificacdo dos transcriptos génicos
para fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina, sialoproteina dssea, BMP-2 e colageno tipo |
por RT-PCR tempo real. As médias foram comparadas pelo teste SNK e as diferengas foram
consideradas significativas se p<0,05. O grupo lactante apresentou maior conversdo do MTT em
cristais de formazan aos 7, 14 e 21 dias e atividade da fosfatase alcalina e sintese de colageno aos
14 dias. O grupo lactante apresentou maior porcentagem de nddulos de mineralizagdo em relagéo
ao controle, poréem com menor porcentagem de células. A lactacdo promoveu aumento da
expressao de osteopontina em todos os tempos, de sialoproteina aos 7 e 21 dias e de BMP-2 aos
21 dias. No entanto, a lactagdo reduziu a expressao de osteocalcina em todos os periodos. Conclui-
se que as CTM-TA de ratas lactantes apresentaram maior potencial osteogénico caracterizado por
aumento da sintese de matriz mineralizada e da expressdo de proteinas colagénicas e ndo
colagénicas da matriz. No experimento 2, as CTM-TA foram cultivadas em meio osteogénico
com e sem adicdo de prolactina e distribuidas em trés grupos: 1) CTM-TA (controle), 2) CTM-
TA com adicdo de 100ng/mL de prolactina e 3) CTM-TA com adigdo de 300ng/mL de prolactina.
Aos 21 dias de diferenciacdo, foram realizados os testes de conversdo do MTT em cristais de
formazan, porcentagem de nddulos de mineralizagdo e de células por campo e quantificacdo dos
transcriptos génicos para fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina, sialoproteina éssea, BMP-
2 e colageno tipo | por RT-PCR tempo real. A adi¢do de prolactina reduziu a conversdo do MTT
no grupo 3 e aumentou a porcentagem de células/campo nos grupos 2 e 3, porém sem aumentar
significativamente a porcentagem de nodulos de mineralizacdo e a expressdo dos transcritos
génicos para colageno tipo | e para as proteinas ndo colagénicas. Conclui-se que a adigdo de
prolactina nas concentracGes de 100ng/mL e 300ng/mL n&o altera a diferenciacdo osteogénica
das CTM-TA de ratas apesar de aumentar a celularidade da cultura.

Palavras chave: célula tronco, gestagdo, lactagdo, prolactina, tecido adiposo, rata, diferenciacéo
osteogénica.
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ABSTRACT

Two different experiments were performed. Experiment 1 evaluated the effect of lactation on the
osteogenic differentiation of rats adipose derived-mesenchymal stem cells (ADSCs). Experiment
2 evaluated the osteogenic differentiation of ADSCs under the effect of two concentrations of
prolactin. In experiment 1, ten Wistar rats were divided into two groups: 1) control, and 2)
lactating. At 30 days of lactation, both groups were euthanized and samples of visceral adipose
tissue were collected for ADSC extraction. ADSC was grown in osteogenic medium for 7, 14 and
21 days. The tests of MTT conversion into formazan crystals, alkaline phosphatase activity,
collagen synthesis, percentage of mineralized nodules and cells per field and quantification of
genic transcript for alkaline phosphatase, osteopontin, osteocalcin, bone sialoprotein, BMP-2,
and collagen | by RT-PCR real time were made. The means were compared by the SNK test and
the differences were considered significant if p <0.05. The lactating group had an increase in the
conversion of MTT into formazan crystals at 7, 14 and 21 days. Alkaline phosphatase activity and
collagen synthesis in the lactating group were greater only at 14 days. The lactation group had a
higher percentage of mineralization nodules than control group, and a decrease in the percentage
of cells. Lactation promoted increased in osteopontin expression at all times, bone sialoprotein
at 7 and 21 days and BPM-2 only at 21 days. However, lactation reduced the expression of
osteocalcin in all periods. It is concluded that the cells of lactating rats presented a greater
osteogenic potential characterized by an increase of the mineralized matrix synthesis. In the
experiment 2, ADSCs were grown in a medium with and without the addition of prolactin and
distributed into three groups: 1) CTM-TA (control), 2) CTM-TA with addition of 100ng/mL
prolactin, and 3) CTM-TA with addition of 300ng/mL prolactin. At 21 days of differentiation, the
tests of MTT conversion into formazan crystals, percentage of mineralized nodules and cells per
field and quantification of genic transcript for alkaline phosphatase, osteopontin, osteocalcin,
bone sialoprotein, BMP-2, and collagen | by RT-PCR real time were made. The addition of
prolactin reduced the conversion of MTT in group 3 and increased the percentage of cells/field
in the groups 2 and 3, however without significantly increasing the percentage of nodules of
mineralization and the expression of the genic transcription for for alkaline phosphatase,
osteopontin, osteocalcin, bone sialoprotein, BMP-2, and collagen I. It is concluded that the
addition of prolactin in concentrations of 100ng/mL and 300ng/mL does not change the
osteogenic differentiation to the CTM-TA of female rats despite of increasing the cellularity of
the culture.

Keywords: stem cell, pregnancy, lactation, prolactin, adipose tissue, rat, osteogenic
differentiation
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INTRODUCAO

A gestacdo e a lactacdo sdo eventos fisioldégicos que demandam do organismo da méae
significativas mudancas metabolicas a fim de manter a homeostase materna e o desenvolvimento
e crescimento fetal adequados (Kalkwarf e Specker, 2002). Em ambas as situagdes, 0 aumento da
secrec¢do de prolactina causa hiperprolactinemia fisioldgica, que tem sido considerada importante
causa de perda 6ssea em humanos e animais (Zuni et al., 1999; Coss et al., 2000; Dolinska et al.,
2010; Suntornsaratoon et al., 2010). Por isso, os efeitos da prolactina sobre o metabolismo ¢sseo
tem sido alvo de pesquisas nos Ultimos anos (Bataille-Simoneau et al., 1996; Alder et al, 1998;
Charoenphandhu et al., 2008; Bu et al., 2015).

E de concordancia da maioria desses estudos que esse hormdnio apresenta algum efeito sobre o
0ss0, porém os resultados dessas pesquisas sdo contraditérios, devido a heterogeneidade na idade
dos individuos estudados, nimero de gestacdes, duracdo do periodo lactacional e pelo sitio 6sseo
analisado, bem como os parametros utilizados para avaliacdo do metabolismo dsseo.

Os efeitos da prolactina sobre 0 0sso independem da origem da hiperprolactinemia (Bussade et
al., 2007; Bolanowski et al., 2010). Estudos prospectivos demonstraram que durante a gestagao e
lactacdo, ocorre reducéo significativa da densidade mineral dssea e que mulheres jovens com altos
niveis de prolactina apresentam densidade mineral ¢ssea semelhante & das mulheres na pos-
menopausa (Alder et al., 1998). Individuos com prolactinomas, os quais possuem elevados niveis
de prolactina circulante, também apresentam aumento do metabolismo 6sseo com consequente
perda 6ssea (Colao et al., 2000). Entretanto, contraditoriamente, ratas ovariectomizadas tratadas
com prolactina apresentaram aumento da densidade mineral 6ssea (Dolinska et al., 2010).
Somando-se & isso, a identificacdo de receptores para prolactina em células de osteossarcoma
sugere suaprovavel participacdo no aumento da atividade osteoblastica (Bataille-Simoneau et al.,
1996).

Em virtude dosefeitos contraditérios e bidirecionais da prolactina, sugere-se que seu efeito sobre
0 0sso dependa da sua concentracdo e da célula-alvo sobre a qual esteja atuando.Baseado nisso,
duas hipdteses tem sido discutidas para explicar o mecanismo pelo qual a prolactina atua no
metabolismo 6sseo. Primeiramente, a perda éssea advinda da hiperprolactinemia seria decorrente
do aumento da reabsor¢do Ossea mediada pela deficiéncia de estrégeno induzida pela
hipersecre¢do de prolactina (Biller et al., 1992; Naliato et al., 2005). No entanto, essa hipotese
vem sendo contestada, uma vez quepesquisas demonstraram que mulheres com
hiperprolactinemia ndo apresentam melhora das alteracGes 6sseas ap0s a restauracdo da funcéo
enddcrina gonadal (Klibanski et al., 1988; Schlechte et al., 1992). Outra via de atuacdo que tem
sido discutida é que a prolactina agiria diretamente influenciando a sintese de matriz 4ssea, uma
vez que receptores para este hormdnio foram identificados em osteoblastos (Charoenphandhu et
al., 2008).

Mas, semelhantemente ao efeito da prolactina in vivo, a acéo in vitro desse horménio sobre o
osteoblasto também é dependente da dose e do periodo de atuacéo da prolactina (Seriwatanachai
et al., 2009). Seriwatanachai et al., (2009) demonstrou que prolactina, em doses que mimetizam
0s niveis alcangados no periodo lactacional, adicionada em culturas de pré-osteoblastos promoveu
aumento da expressdo de genes da diferenciacdo osteogénica. Contudo, este resultado foi
observado apenas no estadio inicial da diferenciacdo sendo revertido mais tardiamente, sugerindo
que os efeitos da prolactina nessas células sejam dose e periodo-dependente.
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Ao final da lactacdo, ratas apresentam intensa osteoporose caracterizada por hipoplasia e
hipotrofia osteoblastica . Além disso, h&d também hipoplasia da medula dssea (Serakides et al.,
2008), o que sugere que na lactacdo também haja comprometimento das células precursoras dos
osteoblastos.

Os osteblastos se originam das células tronco mesenquimais (CTM) que sdo células
multipotentes, encontradas entre as células diferenciadas de varios tecidos, incluindo o tecido
0sseo. Elas possuem a fungdo de se auto-renovarem e de se diferenciarem, originando os tipos
celulares que compGem este 6rgao (Grove et al., 2004).

O tecido adiposo (Zuk et al., 2001; Zhu et al., 2008) é fonte consideravel de células tronco
mesenquimais com enorme potencial para serem utilizadas no tratamento de varias doencas,
inclusive em defeitos ou reparos 6sseos. Apesar das CTM do tecido adiposo (CTM-TA) serem
semelhantes &5 CTM da medula 6ssea (CTM-MO) com relagdo a morfologia e & expresséo de
marcadores de superficie (Nakanishi et al., 2011), alguns pesquisadores tém maior preferéncia
pelo tecido adiposo como fonte de CTM em decorréncia deste tecido apresentar maior nimero
destas células e pelo fato de serem obtidas do produto das lipoaspira¢fes, sem haver necessidade
de se realizar um procedimento invasivo, visando exclusivamente & obtencdo das CTM (Zuk et
al., 2001). Além disso, in vitro, as CTM-TA se proliferam mais rapidamente (Nakanishi et al.,
2011), demoram mais tempo para entrar em senescéncia, apresentando maior habilidade para
serem criopreservadas, quando comparadas as CTM da medula éssea (Carvalho et al., 2008;
Mambelli et al., 2009).

Os principais fatores que estimulam a diferenciacdo de CTM em células osteoprogenitoras tém
sido alvo de pesquisas. Hoje, sabe-se que a proliferacdo e a diferenciacdo tanto in vitro quanto in
vivo das CTM em osteoblastos estdo sob o comando de varios fatores que vém sendo cada vez
mais investigados (Lindblad, 2001). Esses fatores sdo sinais celulares internos e externos
representados por genes (Iglézias et al., 2004; Nakanishi et al., 2011), fatores de crescimento (Ito
et al., 2008; Angel-Mosqueda et al., 2015), estimulo mecénico (Payushina et al., 2006) e alguns
horménios, dentre eles a prolactina (Freeman et al., 2000).

Embora receptores para prolactina ja tenham sido identificados em CTM, nenhum estudo sobre
os efeitos da lactacdo e/ou da prolactina isolada sobre a diferenciagdo osteogénica das CTM do
tecido adiposo foi encontrado na literatura, sendo este um dos objetivos do presente estudo.
Assim, estudando a diferenciacdo osteogénica das CTM na lactacdo e os efeitos in vitro da
prolactina na diferenciacdo osteogénica das CTM utilizando concentragdes variadas, poder-se-a
inferir sobre a participagdo deste horménio no metabolismo dsseo durante a gestacao e lactacéo.
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OBJETIVOS

Capitulo 2

Avaliar a influéncia da lactacdo no potencial de diferenciacdo osteogénica das células tronco
mesenquimais derivadas do tecido adiposo de ratas adultas.

Capitulo 3

Avaliar a diferenciacdo osteogénica das células tronco mesenquimais do tecido adiposo, sob efeito
de duas concentragdes da prolactina que mimetizam aquelas encontradas no sangue de ratas
gestantes e lactantes, a fim de inferir sobre a participacdo isolada deste horménio na diferenciacdo
das CTM-TA em células osteoprogenitoras.
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CAPITULO 1
REVISAO DE LITERATURA
1. Morfofisologia 6ssea

O osso é um tecido metabolicamente ativo e sua higidez depende do equilibrio entre os processos
anabdlico, caracterizado pela sintese e mineralizagdo da matriz, e catabdlico responsavel pela
reabsorcdo da matriz e dos minerais (Canalis et al., 1991). O tecido ¢sseo é constituido por trés
tipos celulares: os osteoblastos, 0s ostedcitos e os osteoclastos (Robling et al., 2006; Datta et al.,
2008).

Os osteoblastos derivam-se das células tronco mesenguimais da medula 6ssea (CTM-MO), que
inicialmente ddo origem a pré-osteoblastos e consequentementeaos osteoblastos (Clarke, 2008).
Os osteoblastos sdocélulasresponsaveis pela sintese da matriz dssea ndo mineralizada,
denominada ostedide, constituida basicamente por colageno tipo | e proteinas ndo colagénicas,
como osteocalcina, osteopontina, osteonectina e sialoproteina 6ssea. Aproximadamente 70% da
matriz é imediatamente mineralizada e o restante é mineralizado gradativamente (Roach, 1994;
Clarke, 2008). Outra funcdo importante dos osteoblastos é a regulacéo da atividade osteoclastica,
mediada pela sintese de osteoprotegerina (OPG) e expressdo do receptor ativador NF-kapa beta
ligante (RANKL). A ativagao desse receptor coordena a reabsor¢do 6ssea através da osteoclasia
(Simonet et al.,1997).

A partir do momento que a matriz 6ssea é sintetizada, os osteoblastos vao ficando envoltos por
ela, sendo entdo denominados ostedcitos. Os ostedcitos perdem a capacidade de sintese de matriz
(Clarke, 2008) e assumem as func¢Ges de manutencdo da viabilidade do osso e de reabsorgdo
Osseaprofunda pelo processo de ostedlise osteocitica. Esse mecanismo é essencial para a
homeostase do célcio e de outros minerais (Doty, 1981; Clarke, 2008).

Os osteoclastos sdo células multinucleadas derivadas da fusdo de células precursoras
hematopoiéticas (mondcitos/macrofagos) (Simonet et al.,1997). Essas células precursoras
sintetizaminterleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a), potentes estimuladores da
osteoclastogénese e da atividade osteoclastica (Boyle et al., 2003). Os osteoclastos estdo
localizados na superficie de trabéculas, nos canais de Havers alojados nas lacunas de Howship
(Simonet et al.,1997) e possuem a funcdo de reabsorcdo Ossea superficial por osteoclasia
(Miyamoto e Suda, 2003).

Por ser um tecido metabolicamente dindmico, os processos anabdlico e catabélico sdo controlados
por varios fatores, dentre eles citocinas (IL-1, I-L4, IL-6, TNF-a) (Canalis et al., 1991), fatores de
crescimento (IGF, FGF, TGF-B) (Baylink et al., 1993), estimulo mecénico (Ocarino et al., 2008;
Schulte et al., 2013) e hormdnios (Boeloni et al., 2009; Calis et al., 2014).Esses fatores agem
direta ou indiretamente sobre os tipos celulares que compdem o tecido 6sseo e/ou nas células
tronco mesenquimais, influenciando positiva ou negativamente os processos anabdlico e
catabdlico bem como a diferenciacdo das CTM em osteoblastos (Roach, 1994; Clarke, 2008).

Sabe-se que a massa 6ssea de um individuo é influenciada pela genética, além de fatores como
nutricdo, idade (Karlsson et al., 2001), atividade fisica e perfil hormonal (Sowers, 1996; Ensom
et al., 2002), tanto em condi¢des patoldgicas quanto fisiologicas. Alteragbes 0sseas osteopénicas
vem sendo relacionadas a duas condicdes fisioldgicas importantes tanto em mulheres quanto em
animais, os periodos de gestacédo e de lactacdo (Sowers, 1996; Karlsson et al., 2005).
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2. A lactacdo

A preparagdo da glandula maméria para a lactacdo se inicia muito antes da gestacdo. O
desenvolvimento inicial ocorre ainda na vida fetal sob o efeito do horménio do crescimento (GH)
e durante a puberdade sob influéncia da hipofise e dos ovarios (Goffin et al., 2002). A excecio
de todo o desenvolvimento intra-uterino, as principais fases de desenvolvimento da glandula estdo
diretamente relacionadas a reproducdo e ocorrem na pré e pos-puberdade, gestacdo e lactagdo
(Freeman et al., 2000; Goffin et al., 2002). A interacdo entre horménios, como o hormdnio do
crescimento, o peptideo relacionado ao paratorménio (PTHrP) e a prolactina, além de fatores
como o fator de crescimento semelhante & insulina 1 (IGF-1), fator transformador do crescimento
alfa (TGF-a) e os receptores de estrogeno, que agem dentro do proprio tecido mamario, sdo
capazes de promover mudancas na morfologia e na dindmica das células alveolares (Freeman et
al., 2000; Goffin et al., 2002; Guelho et al., 2016).

Os niveis de PRL na mde séo crescentes a medida do avanco da gestacgdo, atingindo seu pico na
lactagdo (Hovey et al., 2000). Em mulheres, os niveis de PRL aumentam em até 10 vezes durante
a gestacdo e lactacdo quando comparados aos valores encontrados em mulheres ndo gestantes,
que varia de 5-20ng/mL (Hovey et al., 2000). Ja em roedores, a concentracdo de prolactina é cerca
de 20-60 ng/mL em animais ndo gestantes atingindo um valor cinco vezes maior no periodo da
lactacdo (Amenomori et al., 1970).

A PRL desempenha papel importante na lactogénese em todas as suas fases, desde a preparagdo
e proliferacdo das células epiteliais da glandula mamaéria até a producao e secrecdo do colostro e
do leite materno, incluindo toda a transi¢cdo de nutrientes durante os diferentes momentos da
lactacdo (Neville et al., 2001). O estimulo sensorial da amamentagdo é conduzido até o
hipotalamo, bloqueando a sintese e a liberagdo de dopamina, enquanto o0s nucleos
paraventriculares sdo estimulados a produzir e liberar o peptideo intestinal vasoativo (VIP), que
é estimulante da prolactina (Fazekas et al., 2000). Tanto a prolactina quanto o lactogénio
placentério sdo necessarios para o desenvolvimento mamario na gestacéo, e com a diminuigdo da
concentracdo do lactogénio ap6s a remocdo da placenta, a prolactina se faz necessaria para a
manutencdo da lactagdo na maioria das espécies (Neville et al., 2001).

2.1 Alteracdes no tecido adiposo decorrentes da lactagdo

A lactacdo requer tanto aumento da oferta de nutrientes quanto o desenvolvimento de
mecanismos que assegurem a utilizacdo preferencial de nutrientes pela glandula mamaria
(Gunderson, 2014). O periodo lactacional é caracterizado pela secrecdo aumentada de prolactina
e ocitocina, supressao do eixo hipotalamico-pituitario-gonadal e hipoinsulinemia (Vernon, 1988).
A diminuigdo da secrecdo de estrogeno e progesterona € um pré-requisito para lactogénese,
porque estes esteroides sexuais inibem os efeitos lactogénicos da PRL (Wajchenberg, 2000). A
prolactina atua localmente na glandula mamaria para estimular a sintese e secre¢do de
componentes do leite, mas também diminui a lipogénese no figado e no tecido adiposo,
aumentando a disponibilidade de glicose e lactato, precursores lipogénicos, para a glandula
mamaria (Hovey e Aimo, 2010).

Durante a gestacdo, as mulheres exibem um aumento de gordura intra-abdominal (Straughen et
al., 2013) que é utilizada como fonte de energia durante a lactacao (King et al., 2000). Sabe-se
que o tecido adiposo intra-abdominal ou visceral, é metabolicamente mais ativo que outros
depositos de gordura em outras partes do corpo (King et al., 2000).
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A lipoproteina lipase (LPL) é uma enzima da familia das lipases com funcdo de hidrolisar
moléculas de triglicerideos encontradas nas particulas de lipoproteinas para facilitar a captacéo
de acidos graxos pelos adipocitos (Wajchenberg, 2000). Durante a gestacdo, a concentracdo de
LPL é maior nos principais sitios de acimulo de tecido adiposo nas mulheres: gllteos, regido
abdominal e femoral. Durante a lactacdo, os niveis de LPL diminuem nesses sitios e aumentam
na glandula mamaria e esse efeito regulatdrio estd a cargo de varios hormonios, dentre eles a
prolactina (Machida et al., 1990).

3. Prolactina

A prolactina (PRL) é um hormdnio peptideo, composto por 197-199 aminoacidos e sintetizado
pelos lactotrofos na adenohipofise, envolvido em mais de 200 fungdes fisioldgicas e patoldgicas,
estando presente em todos os vertebrados e possuindo uma estrutura fortemente homdloga ao
hormdnio do crescimento e ao lactogénio placentario (Fiore et al., 1984; Ben-Johnatan et al.,
2006; Guelho et al., 2016).

Além da secrecdo na hipdfise anterior (pPRL), a expressao de genes para a PRL j& foi identificada
em outras regides do sistema nervoso central, células do sistema imunolégico, células epiteliais
da glandula maméaria, miométrio, decidua, placenta, glandula lacrimal, timo, bago (Feng et al.,
1998), glandulas sudoriparas (Choy et al., 1997) sendo classificada como prolactina extra-
pituitaria (ePRL). A PRL também ja foi encontrada em muitos fluidos corpdreos além do soro
sanguineo como liquido cefalorraquidiano (LCR), liquido amniético, lagrimas, leite e suor (Ben-
Johnatan et al., 2006).

3.1 Controle e regulacio neuroenddcrina da prolactina

O processo de neurorregulacao da sintese e secrecdo da PRL pelos lactotrofos na adenohipdéfise é
multifatorial e est4 sob o controle de diversos fatores estimuladores e inibidores (Kentroti e
McCann, 1996; Emiliano e Fudge, 2004; Eigler e Ben-Shlomo, 2014). Tal processo regulador é
controlado pelo sistema hipotalamico-hipofisario, através de vias neuroenddcrinas, autocrina ou
parécrina (Ben-Johnatan et al., 2006).

O principal fator inibidor da sintese e secrecdo de prolactina pituitaria (pPRL) é a dopamina, que
é secretada pelos neurénios infundibulares do hipotalamo (Eigler e Ben-Shlomo, 2014). Essa agdo
inibitoria ja foi demonstrada tanto in vivo quanto in vitro (Meller et al., 1991) e é mediada pela
via D2 dos receptores de dopamina na superficie dos lactotrofos (Goswami et al,. 2009).

Os receptores D2 fazem parte de uma familia de proteinas transmembrana que utilizam a
dopamina como ligante e tais receptores possuem, geralmente, acdo inibitoria sobre a
adenilciclase e também acdo sobre a regulacdo do célcio intracelular (Freeman et al., 1994). A
ativacdo da adenilciclase com formagdo do AMP ciclico é a via principal utilizada pela maioria
dos horménios protéicos. O hormdnio, uma vez ligado a um receptor especifico localizado na
membrana celular de uma célula-alvo, provoca a ativacao desta enzima. A adenilciclase converte
parte do ATP intracelular em AMP ciclico e este, enquanto presente no interior da célula, promove
uma série de alteragdes fisioldgicas como: ativagdo enzimatica, alteracbes da permeabilidade da
membrana celular, ativacdo de sintese protéica e aumento na secrecao celular (Calejo et al., 2013).

Além do controle da sintese e secrecdo de pPRL, a dopamina e 0s agonistas dopaminérgicos
seletivos também demonstram importancia na regulacdo da transcricdo do gene da PRL e da
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proliferacdo de lactotrofos (Elsholtz et al., 1991). Os mecanismos intracelulares que regulam o
processo proliferativo de lactotrofos, sdo os mais variados, tais como: inibi¢do da adenilciclase e
das proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPK), ativacdo de fosfatases, aumento dos
canais de K* voltagem-dependentes e diminuicdo dos canais de Ca** voltagem-dependentes
(Elsholtz et al., 1991; Liu et al., 2004).

Outros fatores também podem desempenhar fungdes defatores inibidores de prolactina(PIF)
secundarios sdo a somatostatinae o peptideo liberador de gastrina (GRP), ambos agindo através
da inibicdoda secre¢do de PRL através de mecanismos dopaminérgicos (Kentroti e McCann,
1996; Eigler e Ben-Shlomo, 2014). A prépria pPRL, pode ainda exercer um feedback negativo
em sua propria secre¢do de forma indireta, estimulando a secrecdo de dopamina hipotalamica
(Eigler e Ben-Shlomo, 2014).

Os principais fatores estimulatorios da sintese e secre¢do de pPRL sédo o hormdnio liberador de
tireotropina (TRH) (Gershengorn et al., 1981), o peptideo intestinal vasoativo (VIP) , ocitocina e
estrégeno, que atuam de forma seletiva sobre os lactotrofos (Fazekas et al., 2000). Além dos
fatores liberadores de prolactina (PRFs) citados, GHRH, GnRH, vasopressina, angiotensina II,
galanina e substancia P sdo capazes de aumentar os niveis de PRL por mecanismos ainda pouco
elucidados (Emiliano & Fudge, 2004).

Diversos estudos tém demonstrado que a sintese e secrecdo de prolactina extra-pituitatia (ePRL),
em diversos tecidos e 6érgédos, é regulada por mecanismos diferentes daqueles que regulam a
PRLde origem central (Marano et al., 2014; Wang et al., 2014; Bu et al., 2015). Dentre as
diferencas existentes entre pPRL e ePRL, a ePRL contém 150pb a mais devido & sua transcrigdo
extra-pituitaria. No entanto, as duas formas possuem estrutura protéica semelhante e ambas se
ligam aos receptores de prolactina (PRLr) da mesma maneira. O controle da sintese e secre¢do da
ePRL est4 a cargo de citocinas, fatores de transcri¢do e inibidores que variam de acordo com o
sitio o qual a ePRL é proveniente (Marano et al., 2014).Para a prolactina proveniente da decidua
(dPRL), por exemplo, a cascata de regulacdo do AMP ciclico desempenha papel fundamental na
regulacdo, além do interferon-y e da via 6xido nitrico- cGMP. A ePRL proveniente da propria
glandula mamaria possui uma diferente via regulatéria: fosfatidilinositol-3-cinase (Marano et al.,
2014).

Aparentemente, a existéncia de ePRL parece ser mais frequente na espécie humana do que em
animais (Marano et al., 2014). Além da sua atividade autdcrina em células epiteliais da glandula
mamaria, pouco se sabe sobre o papel fisiolégico da ePRL em comparacdo com as acdes
associadas a pPRL (Guelho et al., 2016).

3.2 Efeito da prolactina no metabolismo endécrino durante a lactagio

A PRL é um dos horménios de destaque durante as fases de gestacdo e lactacdo. Embora em
ambas as situagdes as concentragdes séricas de PRL estejam aumentadas, a gestacdo e a lactagdo
sdo eventos endocrinologicamente distintos, tendo a PRL efeitos diferentes em cada um deles
(Hovey et al., 2003).

A prolactina é mais conhecida devido a sua acdo direta sobre a glandula mamaria, no entanto, sua

atuacdo durante o avanco da gestagdo e manutencdo da lactacdo sdo muito mais amplas. Em
mamiferos, a PRL esta envolvida na modula¢éo do comportamento do individuo tanto nas fun¢bes
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reprodutivas quanto maternas. Em ratas, por exemplo, a secrecdo é altamente estimulada na
presenca dos filhotes (Sobrinho, 1993).

Em roedores, a secre¢do de prolactina no inicio da gestacao € caracterizada por oscila¢fes na sua
concentracdo, necessarias para a funcao luteotropica por estimulacdo da sintese de progesterona
pelo corpo luteo (Smith et al., 1975). Essas oscilagdes ocorrem em média duas vezes ao dia até a
metade da gestagdo (10° dia) quando entdo, o lactogénio placentario (PL) inibe a secrecdo de
pPRL. Em humanos, tanto a pPRL quanto o lactogénio placentario humano (hPL) estdo presentes
em valores crescentes a que a gestacao avanga (Toft eLinzer, 2000).

Durante a segunda metade da gestacdo, o namero de PRLr aumenta em células mesenquimais do
esqueleto, adrenal e pulmdes de fetos humanos e em roedores e subsequentemente em
condrécitos, células adrenocorticais e epitélio bronguiolar, demonstrando sua importancia no
desenvolvimento desses tecidos (Tzeng e Linzer, 1997; Freeman, 1994). O aumento de PRLr no
pancreas é identificado primeiramente na por¢do exocrina e no epitélio ductal e no fim da
gestacdo, na por¢ao endocrina em células 3 (Brejle et al., 1994).

Os hormonios lactogénicos estimulam a proliferagdo e agregacdo de células P pancreaticas, a
transcricdo de genes para a producao de insulina e a secre¢do de insulina glicose-dependente na
fémea (Brejle et al., 1994). De uma forma geral, os PRLr sdo necessarios para manutencao da
homeostase da glicose durante a gestagdo em humanos e roedores. O aumento da lipogénese
durante a gestacdo leva a um aumento da secre¢do de insulina menos sensivel a glicose e mais
dependente de lipidios. Isto fornece um mecanismo potencial para manter a secre¢éo de insulina
elevada até o momento do parto enquanto as ilhotas séo preparadas para uma sensibilidade normal
a glicose no periodo pds-parto (Campino et al., 1999; Bernard et al., 2015).

Durante a segunda metade da gestacdo, as células alveolares se diferenciam e se polarizam,
formando o epitélio secretorio, capaz de produzir e secretar leite durante a lactagdo. O epitélio
mamario € composto basicamente por trés tipos celulares: as ductais, as alveolares e as
mioepiteliais (Freeman et al., 1994; Hovey et al., 2002). Porém, o crescimento da glandula esta
sob o controle de diversos outros fatores incluindo-se estrégeno, progesterona, insulina,
glicocorticoides, GH e lactogénio placentario. O estagio final do desenvolvimento da glandula, o
crescimento l6bulo-alveolar, é diretamente regulado pela PRL (Hovey et al., 2002).

Ao final da gestag&o, a prolactina tem sua secre¢do aumentada com importante atividade sobre os
alvéolos mamarios no periodo pré-parto (Bauman et al, 1980). A galanina é um neuropeptideo
que regula e age sinergisticamente com a PRL derivada da glandula mamaria aumentando a
diferenciagdo do epitélio mamario (Freeman et al., 1994; Hovey et al., 2002).0 estimulo sensorial
da amamentacéo é conduzido até o hipotdlamo, bloqueando a sintese e liberacdo de dopamina,
enquanto os nucleos paraventriculares sdo estimulados a produzir e liberaro peptideo vasoativo
intestinal, que é estimulante da prolactina. Esse mecanismo é continuo enquanto houver o
estimulo de succéo do filhote na glandula mamaéria.

4. Alteragdes 6sseas associadas a hiperprolactinemia
A gestacdo e a lactagdo sdo eventos fisioldgicos marcados por mudangas hormonais e metabdlicas
maternas a fim de promover o desenvolvimento e o crescimento fetais, bem como o

desenvolvimento da glandula maméria e a producao de leite (Kalkwarf e Specker, 2002). Tanto
na gestacdo quanto na lactagcdo, ha o aumento das concentracdes séricas de prolactina (PRL),
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levando a hiperprolactinemia. Essa hiperprolactinemia fisioldgica tem sido apontada como uma
causa importante de diminui¢do da densidade mineral dssea e perda 6ssea em mulheres e animais
(Zuni et al., 1999; Coss et al., 2000; Dolinska et al., 2010; Suntornsaratoon, et al., 2010).

Moller et al. (2012) relataram, em mulheres gestantes, diminui¢do na densidade mineral 6ssea de
1,8% em vértebras lombares e 3,2% no quadril. J& a perda 6ssea varia de 2,1% a 9,4% na coluna,
0,9% a 3,9% no quadril e cerca de 2% a 4% no radio (Karlsson, 2005). Na lactacéo, dependendo
do periodo, reducdo da densidade mineral 6ssea de 5% nas veértebras lombares e 2% no quadril
(Moller et al. 2012) e perdas dsseas entre 0,4% a 7,5% em veértebras lombares, 2% a 5% no fémur
e 0,2% a 7% no radio foram descritas (Karlsson, 2005). Porém, Pearson et al., 2004 afirmaram
gue a perda 6ssea € minima e facilmente revertida ap6s o final da lactacdo. J& Rojano-Mejia et al
(2011) e Dursun et al (2006) demonstraram associacdo negativa entre a duracdo da lactacdo e a
densidade mineral 6ssea em mulheres na pds-menopausa. Entretanto, Melton et al., 1993 e
Kojima et al., 2002 ndo conseguiram correlacionar o tempo de lactagdo com a osteoporose no
periodo de po6s-menopausa. Estudos prospectivos demonstraram que durante a gestacdo e
lactacdo, ocorre reducdo significativa da densidade mineral dssea e que mulheres jovens com altos
niveis de prolactina apresentam densidade mineral ¢ssea semelhante & das mulheres na pos-
menopausa (Alder et al., 1998). Os resultados das pesquisas sdo contraditorios provavelmente
pela heterogeneidade na idade dos individuos estudados, nimero de gestacdes (Gur et al., 2003),
duracgdo do periodo lactacional e pelo sitio 6sseo analisado, assim como os parametros utilizados
para avaliacdo do metabolismo dsseo.

Duas hipoteses tem sido aventadas para explicar o mecanismo pelo qual a prolactina influencia o
metabolismo 6sseo. Na primeira, postula-se que a perda 6ssea advinda da hiperprolactinemia
ocorra pelo aumento da reabsorcdo 6ssea mediada pela deficiéncia de estrogeno (Biller et al.,
1992; Naliato et al., 2005) uma vez que a hipersecrecdo de prolactina promove supressdo dos
niveis do horménio liberador de gonadotropina (GnRH), horménio luteinizante(LH) e hormdnio
foliculo-estimulante (FSH), importantes tanto para a regulacdo do desenvolvimento e da fungdo
gonadal do individuo, quanto para a manutencdo de hormdnios com agdo positiva sobre o
metabolismo dsseo, como o estrégeno e progesterona (Koike et al., 1991). Entretanto essa
hip6tese é contestada uma vez que estudos demonstraram que mulheres com hiperprolactinemia
ndo apresentam melhora das alteragcBes Osseas ap0s restauracdo da fungdo enddcrina gonadal
(Klibanski et al., 1988; Schlechte et al., 1992). Contraditoriamente, ratas ovariectomizadas
tratadas com PRL apresentaram aumento da densidade mineral dssea (Dolinska et al., 2010). A
segunda hipdtese que vem sendo levantada, € que a prolactina possa influenciar o metabolismo
0sseo por agir na atividade osteoblastica uma vez que receptores de prolactina (PRLr) ja foram
identificados nessas células (Charoenphandhu et al., 2007). Seriwatanachai et al., 2009
demonstraram que prolactina na concentracdo de 100ng/mL, mimetizando os niveis alcancados
no periodo gestacional, adicionada em culturas de pré-osteoblastos promoveu aumento da
expressdo de genes da diferenciagdo osteogénica como Runx-2 e fosfatase alcalina. No entanto,
este resultado foi observado apenas no inicio da diferenciacdo, sendo revertido nas etapas mais
tardias, sugerindo que os efeitos da prolactina nos osteoblastos seja periodo-dependente. Além
disso, a presenca de receptores para prolactina em células de osteossarcoma sugere a participagdo
da prolactina no aumento da atividade osteoblastica (Bataille-Simoneau et al., 1996). E provéavel
que esse efeito contraditério e bidirecional da prolactina sobre o 0sso, seja dependente da
concentracdo e do tipo de célula onde ela esta atuando. Mas essa é uma assertiva que ainda
necessita ser investigada.
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Ao final da lactacdo, ratas apresentam intensa osteoporose caracterizada por hipoplasia e
hipotrofia osteoblasticas (Serakides et al., 2008). Além disso, observa-se hipoplasia da medula
0ssea, 0 gue sugere que na lactacdo possa haver comprometimento das células precursoras dos
osteoblastos.Sabe-se que os osteblastos se originam das células tronco mesenquimais e, embora
receptores para prolactina ja tenham sido identificados em células tronco mesenquimais humanas
(Ogheta et al., 2002), nenhum estudo sobre os efeitos da prolactina in vivo e in vitrona
diferenciacdo osteogénica das CTM do tecido adiposo foi encontrado na literatura. Assim, o0
questionamento é se o estado de hiperprolactinemia observado na lactacdo ocasionaria reducao
da massa 6ssea por diminuir a diferenciagdo osteogénica das células tronco mesenquimais.

5. Células tronco mesenquimais do tecido adiposo e diferenciacdo osteogénica

As células tronco mesenquimais, conhecidas também como células tronco esqueléticas, células
estromais ou ainda células estromaismesenquimais, sdo células multipotentes capazes de se
diferenciar em vérias linhagens como osteogénica, condrogénica, adipogénica, dentre outras,
além de possuir alta viabilidade e capacidade de auto-renovagdo com senescéncia limitada
(Asariet al., 2012; Yang et al., 2016). Essas células podem ser encontradas em varios 6rgéos e a
sua quantidade pode variar de acordo com o local. Dentre os principais sitios de CTM tem-se:
sistema nervoso central, pele (Gurevitch et al., 2003; Pombero et al., 2016), sangue periférico,
figado (Liu et al., 2016), trato gastrointestinal (Presnellet al., 2002), sistema nervoso periférico,
pancreas (Mayhallet al., 2004), vasos sanguineos, coracdo (Beltrami et al., 2003), cdrnea, retina
(Grove et al., 2004), masculo esquelético (Jiang et al., 2002), membrana sinovial (Luyten, 2004),
pulméo (Canceddaet al., 2003), liquido amniético, sangue do corddo umbilical e placenta (Bobiset
al., 2006), medula 6sseae o tecido adiposo (Murphy et al., 2003).

No tecido adiposo, além dos adipdcitos que sdo as células responsaveis pelo armazenamento
lipidico na forma de triglicerol, outros tipos celulares podem ser encontrados dentre eles as células
endoteliais, macrofagos, fibroblastos e as células tronco mesenquimais (CTM-TA) (Onate et al.,
2013). Esse tecido é considerado sitio importante de extracdo das CTM por apresentar maior
numero dessas células e pelo fato dessas células serem obtidas do produto das lipoaspiracdes, sem
haver necessidade de se realizar um procedimento invasivo, visando exclusivamente a obtengao
das CTM (Zuk et al., 2001). Além disso, quando cultivadas in vitro, as CTM-TA possuem maior
taxa de proliferacdo, entram em senescéncia mais tardiamente e possuem melhor capacidade de
criopreservagdo quando comparadas as células tronco da medula 6ssea, por exemplo (Carvalho
et al., 2008; Nakanishi et al., 2011).

As CTM-TA podem ser extraidas tanto do tecido adiposo subcutaneo como do intra-abdominal
também chamado de visceral pelo método enzimatico com utilizacdo de colagenase (Zuk et al.,
2001). Apos o cultivo em meio indiferenciado, as CTM podem ser induzidas a diferenciacdo em
determinadas linhagens celulares pela adi¢cdo de meios de cultura especificos para cada linhagem
como as linhagens osteogénica (de Girolamo et al., 2007), condrogénica (Ronziere et al., 2010)
adipogénica (Qian et al., 2010), dentre outras.

Sabe-se que a proliferacdo e a diferenciagdo tanto in vitro quanto in vivo das CTM em osteoblastos
estdo sob o comando de fatores como genes, contato fisico com as células vizinhas, citocinas,
microambiente (Iglézias, 2004), estimulo mecénico (Payushinaet al., 2006) e hormdnios (Qu et
al., 1998; Hughes et al., 2006; Boeloni et al., 2009).
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Iniciada a diferenciacdo das CTM em pré-osteoblastos e osteoblastos, esses, sintetizam a matriz
Ossea que € formada de um componente organico, no qual, cerca de 90% é composto por colageno
tipo | e o restante por proteinas ndo colagénicas como fosfatase alcalina, osteocalcina,
osteopontina, osteonectina e sialoproteina déssea e um componente inorganico composto
majoritariamente por cristais de hidroxiapatita (Roach, 1994).

Durante o processo de diferenciagdo osteogénica, tanto in vitro quanto in vivo, séo identificados
genes relacionados a atividade proliferativa como c-fos, c-myc (Liu et al., 2003) e c-jun (Stein et
al., 1993), seguidos da expressao de genes Runx-2, BMP-2, BMP-4, osterix, sialoproteina 6ssea,
fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina, osteonectina, além de outras proteinas nédo
colagénicas importantes para a mineralizacdo da matriz 6ssea (Lindblad, 2001; Arrigoni et al,
2009; Yang et al., 2016).

In vitro, a diferenciacdo das CTM em osteoblastos é dependente das condi¢des do meio de cultivo.
E necessario um meio basico como o Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) acrescido
de antibidticos, antifungicos e 10% de soro fetal bovino (SFB) para garantir a proliferacdo das
células, além da adigdo de dexametasona, B-glicerofosfato e acido ascérbico para a diferenciagédo
das mesmas (Payushina et al., 2006; Panetta et al., 2009). A dexametasona age como indutora da
fase inicial da diferenciacdo (Panetta etal., 2009) enquanto o B-glicerofosfato e o &cido ascorbico
s80 necessarios para as fases mais tardias onde ocorre mineralizagdo da matriz extracelular, uma
vez que o acido ascorbico é um co-fator na hidroxilacdo dos residuos de lisina e de prolina do
colageno tipo I, aumentando a sintese de proteinas ndo colagénicas da matriz (Payushina et al.,
2006).

Estudos in vitro ja demonstraram que a adi¢do de horménios como a triiodotironina (T3) (Boeloni
etal., 2009) e o estrégeno (Bland, 2000; Hong et al., 2007) aumentam a diferenciagdo osteogénica
de CTM e que esse efeito é dose-dependente (Bland, 2000; Hong et al., 2007; Boeloni et al.,
2009). Sabe-se também que fatores de crescimento como o fator de crescimento fibroblastico-2
(FGF-2) (Hughes et al., 2006; Ito et al., 2008), e o fator de crescimento epidermal (EGF)(Angel-
Mosqueda et al., 2015), quando adicionados em culturas de CTM, influenciam positivamente a
diferenciagdo osteogénica dessas células.

In vivo, a diferenciacdo osteogénica das CTM em osteoblastos é dependente de um macro
ambiente onde se observa a acdo direta de iniumeros fatores que influenciam o metabolismo 6sseo,
como a agdo indireta advinda da associagdo entre esses fatores.

Sabe-se que as proteinas morfogénicas do osso (BMP) sdo fatores importantes para o
recrutamento de células osteoprogenitoras (Zhao et al, 2012). As BMPs sdo glicoproteinas
pertencentes & familia TGF-3 envolvidas no recrutamento, proliferacao e diferenciacdo de células
osteoprogenitoras, sendo encontradas em grande quantidade na matriz mineralizada. Mesmo ja
tendo sido identificadas mais de 20 tipos de BMPs, as BMP 2, 4, 6, 7 e 9 s@o consideradas as mais
importantes para a diferenciacdo das CTM. As BMPs 2 (Hanada et al., 1997) e 9 exercem efeito
osteoindutivo, sendo importantes reguladoras do processo de reparacdo ¢ssea além de
estimularem a diferenciacéo de CTM (Zhao et al., 2012).

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) atua no recrutamento de CTM, na formacao
e remodelagdo 0sseas (Hughes et al., 2006; Li et al., 2014) e exerce efeito paracrino sobre 0 TGF-
B no controle da proliferacdo, diferenciacio osteoblastica e na producéo da matriz extracelular. O
TGF-B interage com receptores transmembrana serina/treonina quinase recrutando e estimulando
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a proliferacdo das células osteoprogenitoras durante os estagios iniciais da formacdo dssea.
(Hughes et al., 2006).

Os hormbnios também agem de forma fundamental na manutencdo do metabolismo 6sseo. Os
horménios tireoidianos, assim como 0s hormdnios sexuais, controlam a expressao de genes nos
osteoblastos aumentando a atividade da fosfatase alcalina, a producdo de colageno tipo I, das
proteinas ndo colagénicas (Bland, 2000) e de fatores de crescimento semelhantes a insulina
(Bilezikian et al., 1996) aumentando subsequentemente a sintese e a mineralizacdo da matriz
6ssea (Allain et al., 1992).

Outro horménio cujo efeito no metabolismo 6sseo vem sendo estudado € a prolactina. Estudo in
vitro demonstrou que prolactina em concentragfes que mimetizam os niveis alcancados no
periodo lactacional, adicionada em culturas de osteoblastos, promoveu aumento da expressao de
genes importantes na diferenciacdo osteogénica no inicio do processo, sugerindo um possivel
efeito dose e periodo-dependente (Seriwatanachai et al., 2009). Entretanto seu papel na
diferenciagdo osteogénica das CTM nédo é conhecido, sendo esse um dos objetivos dessa
dissertacdo.
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CAPITULO 2

Efeito da lactacdo na diferenciacao osteogénica das células tronco mesenquimais
do tecido adiposo de ratas

Effect of lactation on osteogenic differentiation of rats adipose-derived mesenchymal
stem cell

RESUMO

A lactacdo promove um guadro de hiperprolactinemia fisiologica que vem sendo considerada
como causa de perda 6ssea em humanos e animais. Ratas em fase de lactacdo apresentam
hipoplasia e hipotrofia osteoblasticas com consequente reducdo da massa Gssea. Como 0s
osteoblastos advém da diferenciacdo osteogénica das celulas tronco mesenquimais (CTM), o
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da lactacdo na diferenciacdo osteogénica das células
tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA) de ratas, a fim de verificar se as CTM estdo
envolvidas na génese da osteopenia do periodo lactacional. O projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG (protocolo 378/2012). Foram utilizadas 10 ratas
Wistar distribuidas em dois grupos: 1) controle e 2) lactante. Aos 30 dias de lactacdo, o grupo 2
foi eutanasiado juntamente com o grupo controle e foi realizada a coleta de tecido adiposo visceral
para extracdo das CTM. As células foram cultivadas em meio osteogénico por 7, 14 e 21 dias de
diferenciagdo a 37C e 5% de CO,. Em cada periodo experimental foram realizados os testes de
conversdo do MTT em cristais de formazan, atividade de fosfatase alcalina, sintese de colageno,
porcentagem de nodulos de mineralizagdo e de células por campo e quantificacdo dos transcritos
génicos para fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina, sialoproteina Ossea, BMP-2 e
colageno tipo | por RT-PCR tempo real. Foi realizada ANOVA com comparacao das médias pelo
teste SNK. As diferencas foram consideradas significativas se p<0,05. O grupo lactante
apresentou maior conversdo do MTT em cristais de formazan aos 7, 14 e 21 dias e maior atividade
da fosfatase alcalina e sintese de coladgeno aos 14 dias de diferenciagdo. O grupo lactante
apresentou maior porcentagem de nédulos de mineralizagdo em relagao ao grupo controle, porém
com menor porcentagem de células. A lactagdo promoveu aumento da expressdo de osteopontina
em todos os tempos, e de sialoproteina aos 7 e 21 dias e BMP-2 aos 21 dias. No entanto, a lactagdo
reduziu a expressao de osteocalcina em todos os periodos. Conclui-se que a osteopenia observada
durante a lactagdo ndo é decorrente da reducdo da diferenciacéo osteogénica das CTM em células
osteoprogenitoras, uma vez que as CTM-TA de ratas lactantes apresentaram maior potencial
osteogénico caracterizado por aumento da sintese de matriz mineralizada e da expressdo de
proteinas colagénicas e ndo colagénicas da matriz.

Palavras-chave: células tronco, lactag&o, prolactina, tecido adiposo, rata
ABSTRACT

Lactation induces a physiological hyperprolactinemia, which has been related to bone loss in
human and animals. Lactating rats present osteoblastic hypoplasia and hypotrophy with reduced
bone mass. As osteoblasts are derived from osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells
(MSC), the objective of this study was to evaluate the effects of lactation on osteogenic
differentiation of rats adipose-derived mesenchymal stem cells (ADSCs), in order to verify if MSC
are involved in genesis of the osteopenia in the lactation period.The project was approved by the
Ethics Committee in Animal Experimenting at Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
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(protocol 378/2012). Ten Wistar rats were divided into two groups: 1) control, and 2) lactating.
At 30 days of lactation, both groups were euthanized and samples of visceral adipose tissue were
collected for ADSC extraction. ADSC was grown in a osteogenic medium for 7, 14 and 21 days.
The tests of MTT conversion into formazan crystals, alkaline phosphatase activity, collagen
synthesis, percentage of mineralized nodules and cells per field and quantification of genic
transcript for alkaline phosphatase, osteopontin, osteocalcin, bone sialoprotein, BMP-2, and
collagen I by RT-PCR real time were made. The means were compared by the SNK test and the
differences were considered significant if p <0.05. The lactating group had an increase in the
conversion of MTT into formazan crystals at 7, 14 and 21 days. Alkaline phosphatase activity and
collagen synthesis in the lactating group were greater only at 14 days. The lactation group had a
higher percentage of mineralization nodules than control group, and a decrease in the percentage
of cells. Lactation promoted increased in osteopontin expression at all times, bone sialoprotein
at 7 and 21 days and BPM-2 only at 21 days. However, lactation reduced the expression of
osteocalcin in all periods. It is concluded that the osteopenia observed during lactation is not due
to the reduction of the osteogenic differentiation of ADSCs in osteoprogenitor cells, since the cells
of lactating rats presented a greater osteogenic potential characterized by an increase of the
mineralized matrix synthesis and the expression of collagenic and non-collagenic proteins from
the matrix

Keywords: stem cell, lactation, prolactin, adipose tissue, rat

INTRODUCAO

A lactacdo é um evento fisiologicomarcado por mudancgas hormonais e metab6licas maternas a
fim de promover o desenvolvimento da glandula mamaria e a producéo de leite (Kirwan et al.,
2002). Na lactacdo, ha o aumento das concentracBes séricas de prolactina (PRL), levando a
hiperprolactinemia (Hovey et al., 2000). Essa hiperprolactinemia fisiol6gica tem sido apontada
como uma causa importante de diminuicdo da densidade mineral dssea e perda 6ssea em mulheres
e animais (Zuni et al., 1999; Coss et al., 2000; Dolinska et al., 2010; Suntornsaratoon et al., 2010).
Dependendo do periodo lactacional, redugdo da densidade mineral dssea de 5% nas vértebras
lombares e 2% no quadril (Moller et al. 2012) e perdas dsseas entre 0,4% a 7,5% em vértebras
lombares, 2% a 5% no fémur e 0,2% a 7% no radio foram descritas (Karlsson, 2005). Entretanto,
os resultados de pesquisa sdo contraditérios provavelmente pela heterogeneidade na idade dos
individuos estudados, duracdo do periodo lactacional e pelo sitio 6sseo analisado bem como 0s
parametros utilizados para avaliagdo do metabolismo 0sseo.

Postula-se que a perda 6ssea advinda dessa hiperprolactinemia ocorra pelo aumento da reabsorcao
Ossea mediada pela deficiéncia de estrégeno induzida pela hipersecrecéo de prolactina (Biller et
al., 1992; Naliato et al., 2005). Porém, essa hip6tese vem sendo contestada, uma vez que mulheres
com hiperprolactinemia ndo apresentam melhora das alteragdes 6sseas ap0s restauracao da funcao
enddcrina gonadal (Klibanski et al., 1988; Schlechte et al., 1992; Wardlaw eBilezikian, 1992;
Deligeoroglou et al., 2010). Ao contrério, ratas ovariectomizadas tratadas com prolactina
apresentaram aumento da densidade mineral 6ssea (Dolinska et al., 2010).

O efeito da prolactina em culturas de osteoblastos, células responsaveis pela sintese de matriz
6ssea, também é contraditério ora induzindo aumento da expressdo de genes da diferenciacdo
osteogénica como o Runx-2, fosfatase alcalina e osteocalcina, ora induzindo diminui¢do dos
mesmos genes, influenciando também na expressdo de fatores osteoclastogénicos
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(Charoenphandhu et al., 2008; Seriwatanachai et al., 2009; Wongdee et al., 2011). Esses
resultados indicam que esse efeito contraditério e bidirecional da prolactina sobre o 0sso, seja
dependente da concentracdo desse horménio, do tempo e do tipo de célula onde ele esta atuando.

Ao final da lactagdo, ratas apresentam intensa osteoporose caracterizada por hipoplasia e
hipotrofia osteoblasticas associada a hipoplasia da medula 6ssea (Serakides et al., 2008). Esse
resultado sugere que, na lactacdo, possa haver comprometimento das células precursoras dos
osteoblastos.Sabe-se que os osteoblastos se originam das células tronco mesenquimais (Clarke,
2008) e a participacdo das CTM na génese das doencas Gsseas osteopénicas induzidas por
endocrinopatias como o hipo e o hipertireoidismo ja foi comprovada (Boeloni et al., 2009;
Boeloni et al., 2010; Hell et al., 2011; Boeloni et al., 2013a; Boeloni et al., 2013b; Boeloni et al.,
2013c; Boeloni et al., 2015). Assim, a hipdtese a ser testada € se o estado de hiperprolactinemia,
decorrente da lactagdo promove reducdo da diferenciagdo osteogénica das células tronco
mesenguimais em osteoblastos ocasionando ou contribuindo para a perda éssea observada em
mulheres e animais.

Durante a gestacdo, as mulheres apresentam aumento de gordura intra-abdominal (Straughen et
al., 2013) que serd utilizada como fonte de energia durante a lactacdo para a produgdo de leite
(Lovelady et al., 2006). O tecido adiposo passa por diversas transformagdes metabdlicas para
suprir a demanda energética da fémea durante a lactogénese e sabe-se que a prolactina possui
atividade marcante no metabolismo lipidico (Campino et al., 1999). O tecido adiposo tem sido
eleito como uma das principais fontes de CTM e essas, quando cultivadas in vitro, possuem maior
taxa de proliferacdo e entram em senescéncia mais tardiamente quando comparadas as células
tronco da medula 6ssea (Carvalho et al., 2008; Nakanishiet al., 2011).

Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da lactagdo no potencial de diferenciagdo
osteogénica das células tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo de ratas.

MATERIAL E METODOS

Extracdo e cultivo das células tronco mesenguimais do tecido adiposo de ratas lactantes em
DMEM

Foram utilizadas 10 ratas Wistar (Rattus norvegicus) adultas mantidas em caixas plasticas onde
receberam racdo comercial (1,4% de calcio, 0,60% de fosforo e 22% de proteina) e agua ad
libitum. As ratas foram mantidas em regime de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Ap6s um
periodo de adaptacéo, as ratas foram separadas em dois grupos experimentais: 1) controle (n=5)
e 2) lactante (n=5). As fémeas do grupo lactante foram submetidas diariamente a citologia vaginal
(Marcondes et al., 2002) para verificar em qual fase do ciclo estral elas se encontravam. As que
se apresentaram em proestro estro foram alojadas em caixas plasticas com ratos adultos por 12
horas. Apoés as 12 horas, foram realizados esfregacos vaginais, diariamente. Apos a copula, as
ratas foram alojadas em caixas separadas. As ratas de ambos os grupos foram eutanasiadas com
sobredose de xilazina e quetamina sendo as ratas gestantes eutanasiadas no 30° dia de lactacdo
juntamente com o grupo controle. Todos os procedimentos descritos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
(protocolo 378/2012).

Imediatamente apds a eutanasia, a extracdo de células tronco mesenquimais do tecido adiposo
(CTM-TA) foi realizada conforme protocolos ja estabelecidos (Zuk et al., 2002; Gomide et
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al.,2011). O tecido adiposo visceral foi colhido assepticamente em fluxo laminar em Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco, Grand Island, N.Y., USA) acrescido de antibiéticos e
antimicoticos (gentamicina 60 pg/L, anfotericina B 25 pg/L, penicilina 100 U/mL e
estreptomicina 100 pg/mL (Merck, Germany). O tecido foi cortado em pequenos fragmentos,
transferido para um tubo contendo colagenase (Collagenase Type I, Gibco, Grand Island, N.Y.,
USA) 0,15% diluida em solucdo tampdo de fosfato padrdo (PBS) 0,15M e incubado por 60
minutos a 37°C e 5% de CO;, agitando-0 a cada 15 minutos. Posteriormente foi realizada a
centrifugacdo por 10 minutos a 1400g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspenso em DMEM enriquecido com antibidticos, antimicético e 10% soro fetal bovino e
cultivado em garrafas T75 (TPP — Techno PlasticProducts, Trasadingen, Switzerland) em estufa
a 37°C e 5% de CO,. O meio de cultivo foi trocado duas vezes por semana.

Caracterizacao fenotipica das células tronco mesenquimais do tecido adiposo

Células cultivadas até a terceira passagem em DMEM foram tripsinizadas e centrifugadas a 1400g
por 10 minutos. As células foram ressuspensas numa concentragéo de 1 x 10° células em PBS e
transferidas para placas de 96 pogos (TPP- Techno PlasticProducts, Trasadingen, Switzerland)
com anticorpo primario por 30 minutos a 4°C. As células foram lavadas com PBS e incubadas
com um anticorpo secundario com conjugado fluorescente (AlexaFluor 488, Molecular Probes,
OR, USA) por 30 minutos a 4°C. As amostras foram analisadas utilizando-se citdmetro FACScan
(Becton Dickinson, NY, USA) e os dados foram analisados utilizando Cellquest software Becton
Dickinson. Os seguintes anticorpos primarios foram utilizados: anti-CD45 (clone 69 mouse), anti-
CD90 (clone Ox-7 mouse), anti-CD73 (clone 5 F/B9 mouse) e anti-CD54 (clone 1A29 mouse)
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Metodologia de acordo com (Boeloni et al., 2013a).

Cultivo das CTM-TA em meio de diferenciacdo osteogénica

Apos o cultivo inicial em DMEM e quatro passagens com obtencéo de confluéncia de 80 a 90%,
as células aderidas foram tripsinizadas, contadas e distribuidas em placas de seis e 24 pogos e em
garrafas T25 (1x 10* células/cm3), de acordo com o ensaio a ser realizado. O meio basico foi
substituido por meio osteogénico, que consistia em DMEM acrescido de antibidticos,
antimicotico,10% de soro fetal bovino e enriquecido com acido ascérbico (50ug/ml), B-
glicerofosfato (10mM) e dexametasona (0,1uM). Ap6s 7,14 e 21 dias de diferenciagdo, foram
realizados os testes de conversdo de MTT em cristais de formazan, a avaliagdo da porcentagem
de n6dulos de mineralizagdo e de células/campo, bem como a expressdo relativa dos transcriptos
génicos para fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina, sialoproteina Ossea, BMP-2 e
colageno tipo | por RT-PCR em tempo real.

Teste de reducdo do MTT em cristais de formazan

Para cada grupo experimental, foram cultivadas 1 x 10* CTM-TA/cm? em placas de 24 pogos
com meio osteogénico. Ao final dos periodos experimentais de diferenciacdo, as culturas foram
submetidas ao teste de conversdo do MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil
tetrazolium]} em cristais de formazan. O meio foi substituido por 210 UL de meio osteogénico
em cada poco e 170 uL de MTT (5 mg/mL) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A placa foi
incubada por duas horas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Os cristais de formazan foram observados
ao microscopio antes do acréscimo de 210 pL de SDS (s6dio dodecil sulfato) com 10% HCI que
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permaneceu overnight em estufa a 37°C e 5% de CO,. Posteriormente, 100 pL/poco foram
transferidos para placas de 96 pogos para analise na leitora de placas com comprimento de onda
de 595 nm. O teste foi realizado em seis repetigdes.

Atividade de fosfatase alcalina

Para cada grupo experimental, foram cultivadas 1 x 10* CTM-TA/cm? em placas de 24 pogos
com meio osteogénico. Ao final dos periodos experimentais de diferenciacdo, as culturas foram
submetidas ao teste de atividade de fosfatase alcalina. Apos 7, 14 e 21 dias de diferenciacgdo, as
células foram lavadas em PBS 0,15M e em cada poc¢o foram adicionados 200 pL da solucdo de
BCIP/NBT (Zymed Laboratories, CA, USA). As culturas foram mantidas a 37° C e 5% CO2 por
2 horas. Em seguida, 100 pL/poco foram transferidos para placas de 96 pogos e o produto foi
analisado a 595 nm. Foram determinados a média e desvio padréo para cada grupo experimental.
O teste foi realizado em seis repeticdes.

Porcentagem de n6dulos de mineralizacdo e porcentagem de células/campo

Foram cultivadas 1 x 10* CTM/cm? de cada grupo, em trés repeticdes, sobre laminulas estéreis
dentro de placas de 6 pogos com meio osteogénico durante 7, 14 e 21 dias. Ao término, 0S pogos
foram lavados em PBS, as laminulas fixadas em paraformaldeido a 4% por 24 horas e
posteriormente lavadas em &gua destilada. Depois de adicionada solucéo de nitrato de prata a 5%
(Nitrato de prata P.A. LabSynth, S&o Paulo, Brasil) os pogos foram expostos a luz por duas horas.
As placas foram lavadas com agua destilada e o nitrato de prata residual foi neutralizado por uma
solugdo de tiossulfato de sodio a 5% (Tiossulfato de sédio P.A., LabSynth, Séo Paulo, Brasil). As
células foram contra-coradas com eosina. Posteriormente, foi determinado o percentual de
noédulos de mineralizacdo e o nimero de células/campo com o auxilio de uma ocular micrométrica
(Zeiss KPL, 10x), contendo uma graticula com 121 pontos e objetiva de 10x em 40 campos
tomados em toda a extensdo da laminula. A média e o desvio padrdo foram determinados para
cada grupo experimental. Os testes foram realizados em seis repeti¢oes.

Quantificacdo relativa dos transcriptos génicos da diferenciacdo osteogénica pelo RT- PCR
tempo real

A quantificacdo da expressdo génica relativa de fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina,
sialoproteina 6ssea, BMP-2, colageno tipo | nas CTM-TA foi comparada entre 0s grupos
experimentais aos 7, 14 e 21 dias de diferenciacdo. A extracdo do RNA total das células foi feita
em trés garrafas T25 por grupo pelo uso do Trizol (Life Technologies, CA, USA). O método de
extragdo consistiu de uma etapa inicial de lise e homogeneiza¢do da monocamada de células por
cinco minutos a temperatura ambiente, para completa dissociacdo dos complexos
nucleoproteicos. O lisado foi transferido para um microtubo de 1,5 mL e foi adicionado 0,2 mL
de cloroférmio, seguido de 10 segundos de homogeneizacdo, trés minutos de incubacdo a
temperatura ambiente e centrifugacéo a 12.000 g por 15 minutos a 4°C, para separacdo em trés
fases, em que a fase incolor superficial continha RNA. Na terceira etapa, a fase aquosa foi
transferida para um novo tubo, com a adicdo de 0,5 mL de alcool isopropilico e incubacdo por 30
minutos a temperatura de -80°C, seguida de centrifugacdo a 12.000 g por 10 minutos a 4°C para
precipitacdo do RNA. O pellet foi, entdo, lavado com 1 mL de etanol a 75%, homogeneizado e
centrifugado a 10.500 g por cinco minutos a 4°C. O RNA foi solubilizado em 4gua DEPC (agua
tratada com dimetilpirocarbonato, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) livre de RNAse, incubado a
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56°C em termobloco por 10 minutos e imediatamente armazenado a -80°C. A concentracdo de
RNA de cada grupo foi determinada pela leitura da absorbancia a 260/280 nm por
espectrofotometria. Foram realizadas as reagdes de transcri¢do reversa utilizando-se kit comercial
(SuperScriptTM I Platinum® Two-StepgRT-PCR Kit with SYBR Green, Invitrogen, CA,
USA), sendo que se utilizou 1 pug de RNA total para a sintese de cDNA com um volume final de
20 pL. Realizaram se, ainda, as reaces de PCR em tempo real utilizando-se 2 puL de cDNA, 5
pM de cada iniciador e 12,5 uL do reagente syber Green (SuperScriptTM Il Platinum® Two-
StepgRT-PCR Kit with SYBR Green, Invitrogen, CA, USA) em um volume final de 25 pL de
reacdo, no aparelho SmartCycler System (SmartCycler® System, Cepheid, Sunnyvale, CA, USA).
Os parametros utilizados para amplificagdo foram: 50°C por 120 segundos, 95°C por 150
segundos e 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 30 segundos. Os iniciadores foram
delineados com base na sequéncia do MRNA Rattus norvegicus (Tabela 1). A expressdo génica,
amédia e o desvio padrdo foram determinados em quatro repeti¢des para cada grupo experimental
usando 0 método 24T, em que os resultados obtidos para cada grupo foram comparados
quantitativamente ap6s a normalizacdo baseada na expressdo de gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) Rattus norvegicus.

Tabela 1. Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos primers para RT-PCR tempo real

Genes Iniciadores (sequéncias de nucleotideos 5’ a 3°) N° acesso
Fosfatase alcalina  forward: CTAGTTCCTGGGAGATGGTA NM 013059.1
reverse: GTGTTGTACGTCTTGGAGAGA

Osteopontina foward: ATCTCACCATTCCGATGAATCT AB 001382
reverse: TCAGTCCATAAGCCAAGCTATCA

Osteocalcina foward: CATCTATGGCACCACCGTTT NM 013414.1
reverse: AGAGAGAGGGAACAGGGAGG

Sialoproteina 6ssea foward: TGTCCTTCTGAACGGGTTTC NM 012587.2
reverse: CTTCCCCATACTCAACCGTG

BMP-2 foward: TAGTGACTTTTGGCC ACGACG NM 017178
reverse: GCTTCCGCTGTTTGTGTTTG

Colégeno tipo | foward: GCAAGGTGTTGTGCGATGACG NM 000088
reverse: GGGAGACCACGAGGACCAGAG

GAPDH foward: CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA NM 002046

reverse: GGCATGGACTGTGGTCATGA

Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com fatorial 2x3 (dois grupos e trés
periodos). Realizou-se analise de variancia (ANOVA) e para cada variavel foram determinados a
média e o desvio-padrdo. As médias foram comparadas pelo teste de SNK (Student-Newman-
Keuls) utilizando o programa GraphpadInstat 3.05 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).
As alteracdes na expressdo medidas pelo RT-PCR tempo real foram comparadas pelo teste de
SNK. Diferencas foram consideradas significativas se p < 0,05.
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RESULTADOS
Caracterizacgao fenotipica das CTM-TA

90,26% das células apresentaram expressao para CD90, 99,24% das células apresentaram
expressao para CD73, 91,90% das células apresentaram expressdo para CD54 e somente 3,04%
das células apresentaram expressao para CD45.

Conversao do MTT em cristais de formazan

As células dos animais lactantes apresentaram maior conversdo do MTT em cristais de formazan
guando comparadas ao controle aos 7, 14 e 21 dias de diferenciacéo (Figura 1).

Atividade da fosfatase alcalina (BCIP/NBT)

O grupo lactante demonstrou maior atividade de fosfatase alcalina em relagéo ao controle apenas
aos 14 dias de diferenciacdo (Figura 1).

Sintese de colageno

O grupo lactante demonstrou maior sintese de colageno em relagéo ao controle apenas aos 14 dias
de diferenciacédo (Figura 1).
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Figura 1. CTM-TA de ratas controle e lactante aos 7, 14 e 21 dias de diferenciacdo. (A) Reducéo
do MTT em cristais de formazan (média + desvio padrdo). (B) Atividade de fosfatase alcalina
(média £ desvio padrédo). (C) Sintese de colageno (média + desvio padrdo). *p < 0,05.

Porcentagem de nddulos de mineralizagdo e porcentagem de células/campo
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A porcentagem de nddulos mineralizados por campo foi significativamente maior no grupo
lactante comparado ao controle em todos 0s tempos experimentais. Entretanto, as células dos
animais lactantes demonstraram menor porcentagem de células por campo em relacao ao controle
aos 7, 14 e 21 dias de diferenciagdo (Figura 2).
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% Noédulos
mineralizados/campo
o

0. - o e -
14 dias 21 dias 7 dias 14 dias 21 dias
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Lactante Lactante

Figura 2. CTM-TA de ratas controle e lactante aos 7, 14 e 21 dias de diferenciacdo. (A)
Porcentagem de nodulos mineralizados/campo (média = desvio padrdo). (B) Porcentagem de
células/campo (média * desvio padrdo). *p < 0,05.

Quantificagdo relativa dos transcritos génicos da diferenciacio osteogénica pelo RT-PCR tempo
real

A lactacdo promoveu aumento da expressdo de osteopontina em todos os tempos e de
sialoproteina aos 7 e 21 dias, e BMP-2 aos 21 dias. No entanto, a lactacéo reduziu a expresséo de
osteocalcina em todos os periodos, além de fosfatase alcalina aos 7 e 14 dias e ndo alterou a
expressao de colageno tipo I.
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Figura 3. Quantificacdo relativa da expressdo génica (média + desvio padrdo) em CTM-TA de
ratas controle e lactante aos 7, 14 e 21 dias de diferenciagdo. (A) Osteopontina, (B) Sialoproteina
0ssea, (C) BMP-2, (D) Osteocalcina, (E) Fosfatase alcalina, (F) Colageno tipo I. *p< 0,05.

DISCUSSAO

No experimento realizado, a caracterizagdo fenotipica demonstrou que a células cultivadas
expressaram caracteristicas compativeis com células tronco mesenquimais, sendo que, os valores
encontrados estdo de acordo com aqueles recomendados pelo comité da International Society for
Cellular Therapy, descartando-se a possibilidade de que outros tipos celulares contidos no tecido
adiposo como fibroblastos, células hematopoiéticas e células endoteliais (Dominici et al., 2006),
tenham contaminado o cultivo de células tronco.

A conversdo do MTT em cristais de formazan no grupo lactante foi maior que o controle, em
todos os tempos experimentais apesar da reducéo da celularidade da cultura aos 7, 14 e 21 dias
de diferenciacdo quando comparados ao grupo controle. O MTT é um teste que avalia a
viabilidade celular (Berridge et al., 2005), uma vez que a reducdo do MTT em formazan é
dependente do metabolismo mitocondrial e da agdo da enzima succinato desidrogenase (Berridge
et al., 2005). Sabe-se que a principal fonte energética celular durante a lactacdo é proveniente do
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tecido adiposo e queo aumento da concentracdo sérica de prolactina aumenta a taxa de lipdlise
corporal com consequente aumento da liberagdo de &cidos graxos. O maior efeito lipolitico da
prolactina é claramente observado durante a lactacdo, periodo no qual a prolactina atinge seu pico
(Flint et al., 1981; Carre e Binart, 2014). Essa maior disponibilidade de substrato energético para
0 metabolismo mitocondrial, durante a lactacdo, pode explicar a maior conversdao do MTT em
cristais de formazan quando comparado ao grupo controle mesmo com menor celularidade da
cultura.

Sobre a celularidade da cultura, postula-se que os processos de diferenciacdo e proliferacdo
celular sdo eventos inversamente correlacionados (Matushansky et al, 2003). A medida que as
células vdo se tornando mais diferenciadas, ocorrem mudangas tanto na demanda energética
qguanto na funcéo celular, incitando complexas alteracGes de natureza génica no processo de
mitose, tornando esta funcdo mais lenta e aumentando o intervalo entre os ciclos mitéticos,
culminando em menor celularidade (Agathocleous e Harris, 2013). Assim, a menor celularidade
do grupo lactante sugere uma fase de diferenciagédo osteogénica mais avangada, hipotese que pode
ser reforgcada pela maior sintese dos nédulos de mineralizagdo. Entretanto, com base nos testes de
MTT e celularidade, ndo é possivel determinar se 0 menor nimero de células no grupo lactante
foi decorrente de menor proliferagdo ou de maior apoptose celular.

A atividade de fosfatase alcalina teve aumento no grupo gestante apenas aos 14 dias de
diferenciagdo, enquanto a expressdo do seu transcrito génico foi reduzido aos 7 e 14 dias,
igualando-se ao controle aos 21 dias. A fosfatase alcalina (ALP) é uma enzima que esta presente
na membrana dos osteoblastos e participa da sintese e mineralizacdo da matriz 6ssea (Vieira,
1999). Coss et al (2000) e Seriwatanachai et al (2008) demonstraram que osteoblastos submetidos
a acdo direta da prolactina tem atividade de ALP reduzida. As diferencgas apresentadas entre 0s
resultados da atividade de ALP e sua expressdo génica na cultura das ratas lactantes podem ser
explicadas uma vez que fatores relacionados a exportacdo do mRNA do nucleo para o citoplasma,
estabilidade do mRNA e manutengdo da sua integridade até o local de traduc&o, bem como fatores
relacionados diretamente & propria tradugdo podem causar variagdes na tradugdo de um mRNA
em proteina (Fabian et al., 2010). Fato é que, apesar da menor expressdo do transcrito génico para
a fosfatase alcalina ter sido menor no grupo lactante quando comparado ao controle aos sete e 14
dias, a atividade dessa enzima foi superior aos 14 dias de diferenciacao.

Fato semelhante pode ter ocorrido quanto a sintese do colageno, maior constituinte da matriz, que
foi maior aos 14 dias no grupo lactante, porém sem alteracdo da expressao do seu transcrito em
todos os tempos analisados. Apesar disso, ndo houve comprometimento da formacéo de matriz
pelas células dos animais lactantes, pelo contrario, houve maior formacdo de nddulos
mineralizados neste grupo demonstrando maior sintese e mineralizacdo da matriz.

A lactagdo também influenciou positivamente a expressao de osteopontina, com maior expresséo
em todos os tempos analisados. A osteopontina é uma importante fosfoproteina, que possui
dominios ligantes de célcio, estando diretamente relacionada a mineralizacdo da matriz (Sase et
al., 2012). Charoenphandhu et al (2008) relataram ndo haver alteracdo da expressdo génica de
osteopontina e osteocalcina em cultura de osteoblastos com adic¢éo de prolactina em doses que
mimetizam a lactacdo. Ao contrario, em nosso estudo, a osteocalcina, uma proteina da matriz
expressa mais tardiamente pelos osteoblastos, teve sua expressao diminuida nos trés tempos
experimentais. 1sso sugere que, fatores de crescimento, como o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), que esta aumentado em funcdo da neovascularizagdo da glandula mamaria na
lactacdo, possa estar atuando sinergisticamente com a prolactina in vivo, favorecendo a
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diminuicdo da expressdo génica da osteocalcina (Strayhorn et al., 1999). Apesar dos diversos
estudos sobre a osteocalcina na diferenciacdo osteogénica das células tronco, detalhes sobre sua
regulacdo génica permanecem ainda desconhecidos (Chen et al., 2011). Viereck et al (2002)
demonstraram que pré-osteoblastos humanos cultivados com BMP-2, apresentavam diminuicao
da expressdo génica de osteocalcina. Em nosso estudo, a expressdo de BMP-2 foi aumentada
apenas aos 21 dias, porém, a expressdo da osteocalcina pode ja ter sido influenciada pela BMP-
2.

A expressdo de sialoproteina dssea aos 7 e 21 dias foi significativamente maior no grupo lactante.
Sabe-se que a BMP-2 exerce importante efeito osteoindutivo, sendo uma das proteinas
reguladoras da diferenciacdo de CTM em osteoblastos e mediadora da expressdo de outras
proteinas da matriz 6ssea, como a sialoproteina éssea (Hanada et al., 1997).

Comiisso, conclui-se que, apesar da lactacdo ser associada a redugdo da massa 6ssea, 0 mecanismo
pelo qual essa osteopenia ocorre ndo é devido a reducdo da diferenciacdo osteogénica das CTM
em células osteoprogenitoras, uma vez que as CTM-TA de ratas lactantes apresentaram maior
potencial osteogénico caracterizado por aumento da sintese e mineralizacdo da matriz e maior
expressao de importantes transcritos como osteopontina, sialoproteina 6ssea e BMP-2.
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CAPITULO 3

Diferenciacao osteogénica das células tronco mesenquimais do tecido adiposo cultivadas
com diferentes concentracges de prolactina

Osteogenic differentiation of adipose tissue-derived mesenchymal stem cells cultured with
different concentrations of prolactin

RESUMO
O objetivo foi avaliar o efeito in vitro da prolactina no potencial osteogénico de células tronco
mesenguimais do tecido adiposo visceral (CTM-TA) de ratas. CTM-TA foram cultivadas em
meio osteogénico com e sem adicdo de prolactina e distribuidas em trés grupos: 1) CTM-TA
(controle), 2) CTM-TA com adicdo de 100ng/mL de prolactina e 3) CTM-TA com adicdo de
300ng/mL de prolactina. Aos 21 dias de diferenciagéo, foram realizados os testes de conversdo
do MTT em cristais de formazan, porcentagem de nddulos de mineralizagdo e de células por
campo e quantificacdo dos transcriptos génicos para fosfatase alcalina, osteopontina,
osteocalcina, sialoproteina 6ssea, BMP-2 e colageno tipo | por RT-PCR tempo real. A adi¢do de
prolactina reduziu a conversdo do MTT no grupo 3 e aumentou a porcentagem de células/campo
nos grupos 2 e 3, porém sem aumentar significativamente a porcentagem de nédulos de
mineralizagdo e a expressdo dos transcritos génicos para fosfatase alcalina, osteopontina,
osteocalcina, sialoproteina éssea, BMP-2 e colageno tipo I. Conclui-se que a adi¢ao de prolactina
nas concentragdes de 100ng/mL e 300ng/mL néo altera a diferenciacdo osteogénica das CTM-TA
de ratas apesar de aumentar a celularidade da cultura.

Palavras-chave: células tronco, diferenciagdo osteogénica, prolactina, rata

ABSTRACT
The objective was to evaluate the in vitro effect of prolactin in osteogenic potential of
mesenchymal stem cells of the visceral adipose tissue (CTM-TA) in female rats. CTM-TA was
grown in a medium with and without the addition of prolactin and distributed into three groups:
1) CTM-TA (control), 2) CTM-TA withadditionof 100ng/mLofprolactinand 3) CTM-TA
withadditionof 300ng/mL of prolactin. At 21 days of differentiation, the tests of MTT conversion
into formazan crystals, percentage of mineralized nodules and cells per field and quantification
of genic transcript for alkaline phosphatase, osteopontin, osteocalcin, bone sialoprotein, BMP-2
and collagen Iby RT-PCR real time were made. The addition of prolactin reduced the conversion
of MTT in group 3 and increased the percentage of cells/field in the groups 2 and 3, however
without significantly increasing the percentage of nodules of mineralization and the expression
of the genic transcription for alkaline phosphatase, osteopontin, osteocalcin, bone sialoprotein,
BMP-2 and collagen 1. It is concluded that the addition of prolactin in concentrations of
100ng/mL and 300ng/mL does not change the osteogenic differentiation of the CTM-TA of female
rats despite of increasing the cellularity of the culture.

Keywords:stem cells, osteogenic differentiation, prolactin, rat
INTRODUCAO
A hiperprolactinemia fisiolégica que ocorre durante a gestacdo e a lactagdo vem sendo associada

a perda 6ssea em mulheres e animais (Zuni et al., 1999; Coss et al., 2000; Dolinska et al., 2010),
com reducdo significativa da densidade mineral dssea. A reducdo da massa 0ssea observada em
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mulheres gestantes varia de 2,1% a 9,4% na coluna; 0,9% a 3,9% no quadril e cerca de 2% a 4%
no réadio (Karlsson et al., 2001). Na lactacdo, foram descritas perdas dsseas entre 0,4% a 7,5%
nas vértebras lombares, 2% a 5% no fémur e 0,2% a 7% no radio (Karlsson et al., 2001; Karlsson
et al., 2005). Mulheres jovens com altos niveis sanguineos de prolactina apresentam densidade
mineral 6ssea semelhante a das mulheres na pés-menopausa (Alder et al., 1998) e individuos com
elevados niveis de prolactina, decorrentes de prolactinoma, também apresentam aumento do
metabolismo 6sseo com consequente perda dssea (Colao et al., 2000). Mas, é provavel que o
efeito da prolactina seja dependente das suas concentracdes e do tipo celular sobre o qual esteja
atuando. Pois ao contrario das pesquisas onde o0 aumento da prolactina esta associado a osteopenia
(Alder et al., 1998; Colao et al., 2000), células de osteossarcoma, que sabidamente apresentam
receptores para prolactina, quando cultivadas com esse horménio demonstram aumento da
atividade osteoblastica (Bataille-Simoneau et al., 1996).

A génese da osteopenia decorrente da hiperprolactinemia ainda néo foi totalmente elucidada.
Estudos com adicéo de diferentes concentragdes de prolactina em culturas de osteoblastos, células
gue expressam receptores para esse hormonio (Charoenphandhu et al., 2007), tém demonstrado
resultados contraditérios, havendo ora aumento da expressdo de genes da diferenciacdo
osteogénica como Runx-2, fosfatase alcalina, osteocalcina e ora diminuicao da expressdo desses
genes (Charoenphandhu et al., 2008; Seriwatanachai et al., 2009). Alguns pesquisadores
demonstraram que a perda Ossea devido ao aumento da reabsor¢do Ossea, advindo da
hipersecregdo de prolactina, € mediado pela deficiéncia de estrogeno (Biller et al., 1992; Naliato
et al., 2005). Mas, essa assertiva ja foi contestada, uma vez que mulheres com hiperprolactinemia
ndo apresentam melhora das alteracdes Gsseas ap0s restauracdo da fungdo enddcrina gonadal
(Klibanski et al., 1988; Schlechte et al., 1992). E possivel que a osteopenia advinda do excesso
de prolactina seja causada por reducdo da sintese de matriz 6ssea, uma vez que em ratas ao final
da lactagdo, ha hipoplasia e hipotrofia de osteoblastos (Serakides et al., 2008). Como 0s
osteoblastos originam-se das células tronco mesenquimais (CTM), a reducdo do seu nimero nos
0ssos de ratas em lactagdo fomenta a hipdtese deste estudo de que a osteopenia, advinda do
excesso de prolactina, possa ser decorrente do seu efeito sobre a diferenciacdo osteogénica das
celulas tronco mesenquimais.

Vaérios estudos ja demonstraram a participacdo das células tronco mesenquimais na génese das
osteopenias induzidas por endocrinopatias como o hipo e o hipertireoidismo (Boeloni et al., 2010;
Boeloni et al., 2013a; Boeloni et al., 2013b; Boeloni et al., 2013c; Boeloni et al., 2015). Embora
receptores para prolactina ja tenham sido identificados em células tronco mesenquimais humanas
(Ogheta et al., 2002) este parece ser o primeiro estudo gque investigou os efeitos da prolactina na
diferenciagéo osteogénica das CTM do tecido adiposo. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar, sob a diferenciacdo osteogénica das CTM, duas concentracbes da prolactina que
mimetizam aquelas encontradas no sangue de ratas gestantes e lactantes a fim de inferir sobre a
participacéo isolada deste horménio nas CTM.

MATERIAL E METODOS

Extracdo e cultivo das células tronco mesenguimais do tecido adiposo em DMEM

Foram utilizadas trés ratas Wistar (Rattus norvegicus) com 45 dias de idade eutanasiadas com
sobredose de uma associagdo de anestésico e tranquilizante (cloridrato de quetamina 40mg/kg e
cloridrato de xilazina 10mg/kg) intraperitonial. Todos os procedimentos descritos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) (protocolo 378/2012).
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Imediatamente ap0s a eutanasia, a extracdo de células tronco mesenquimais do tecido adiposo
(CTM-TA) foi realizada conforme protocolos ja estabelecidos (Zuk et al., 2002; Gomide et
al.,2011). O tecido adiposo visceral foi colhido assepticamente em fluxo laminar em Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco, Grand Island, N.Y., USA) acrescido de antibidticos e
antimicoticos (gentamicina 60 pg/L, anfotericina B 25 pg/L, penicilina 100 U/mL e
estreptomicina 100 pg/mL (Merck, Germany). O tecido foi cortado em pequenos fragmentos,
transferido para um tubo contendo colagenase (Collagenase Type I, Gibco, Grand Island, N.Y.,
USA) 0,15% diluida em solucdo tampdo de fosfato padrdo (PBS) 0,15M e incubado por 60
minutos a 37°C e 5% de CO,, agitando-0 a cada 15 minutos. Posteriormente foi realizada a
centrifugacdo por 10 minutos a 1400g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspenso em DMEM enriquecido com antibidticos, antimicotico e 10% soro fetal bovino e
cultivado em garrafas T75 (TPP — Techno PlasticProducts, Trasadingen, Switzerland) em estufa
a 37°C e 5% de CO,. O meio de cultivo foi trocado duas vezes por semana.

Caracterizacdo fenotipica das células tronco mesenquimais do tecido adiposo

Células cultivadas até a terceira passagem em DMEM foram tripsinizadas e centrifugadas a 1400g
por 10 minutos. As células foram ressuspensas numa concentracéo de 1 x 10° células em PBS e
transferidas para placas de 96 pogos (TPP- Techno PlasticProducts, Trasadingen, Switzerland)
com anticorpo primario por 30 minutos a 4°C. As células foram lavadas com PBS e incubadas
com um anticorpo secundario com conjugado fluorescente (AlexaFluor 488, Molecular Probes,
OR, USA) por 30 minutos a 4°C. As amostras foram analisadas utilizando-se citdmetro FACScan
(Becton Dickinson, NY, USA) e os dados foram analisados utilizando Cellquest software Becton
Dickinson. Os seguintes anticorpos primarios foram utilizados: anti-CD45 (clone 69 mouse), anti-
CD90 (clone Ox-7 mouse), anti-CD73 (clone 5 F/B9 mouse) e anti-CD54 (clone 1A29 mouse)
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA). De acordo com a metodologia descrita por Boeloni et al.,
2013a.

Cultivo das CTM-TA em meio de diferenciacdo osteogénica com e sem adicdo de prolactina

Apos o cultivo inicial em DMEM e quatro passagens com obtencdo de confluéncia de 80 a 90%,
as células aderidas foram tripsinizadas, contadas e distribuidas em placas de seis e 24 pogos e em
garrafas T25 (1x 10* células/cm3). O meio basico foi substituido por meio osteogénico, que
consistia em DMEM acrescido de antibidticos, antimicdtico, 10% de soro fetal bovino e
enriquecido com acido ascorbico (50ug/ml), B-glicerofosfato (10mM) e dexametasona (0,1uM).
Apos a adi¢do do meio osteogénico, foram constituidos trés grupos experimentais com adi¢éo de
diferentes concentragdes de prolactina (Prolactin human, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA): 1)
grupo CTM-TA (contole), 2) grupo CTM-TA com adigdo de 100ng/mL de prolactina e 3) grupo
CTM-TA com adicdo de 300ng/mL de prolactina, cultivados em estufa com 5% CO; a 37°C. As
concentragdes de prolactina (PRL) foram determinadas conforme estudos realizados por
Seriwatanachaiet al (2009) e Ritchie et al (1998) e sdo valores que mimetizam aqueles alcancados
na gestacao e lactagdo de ratas, respectivamente. Apds 21 dias de diferenciacdo, foram realizados
os testes de conversdo de MTT em cristais de formazan, a avaliagdo da porcentagem de nédulos
de mineralizacéo e de células/campo, bem como a expressdo relativa dos transcriptos génicos para
fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina, sialoproteina 6ssea, BMP-2 e colageno tipo | por
RT-PCR em tempo real.

Teste de reducdo do MTT em cristais de formazan

37



Para cada grupo experimental, foram cultivadas 1 x 10* CTM-TA/cm? em placas de 24 pogos
com meio osteogénico, acrescido ou ndo de diferentes concentracfes de prolactina (100ng/mL e
300ng/mL). Ao final do periodo de 21 dias de diferenciacdo, as culturas foram submetidas ao
teste de conversdo do MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolium]} em
cristais de formazan. O meio foi substituido por 210 pL de meio osteogénico em cada pogo e 170
pL de MTT (5 mg/mL) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A placa foi incubada por duas horas
em estufa a 37°C e 5% de CO.. Os cristais de formazan foram observados ao microscopio antes
do acréscimo de 210 pL de SDS (sédio dodecil sulfato) com 10% HCI que
permaneceu overnight em estufa a 37°C e 5% de CO,. Posteriormente, 100 pL/poco foram
transferidos para placas de 96 pocos para andlise na leitora de placas com comprimento de onda
de 595 nm. O teste foi realizado em triplicata.

Porcentagem de n6dulos de mineralizacdo e porcentagem de células/campo

Foram cultivadas 1 x 10* CTM/cm? de cada grupo, em trés repeticdes, em placas de 6 pogos com
laminulas estéreis em meio osteogénico, acrescido ou ndo de diferentes concentragdes de
prolactina durante um periodo de 21 dias. Ao término, os pogos foram lavados em PBS, as
laminulas fixadas em paraformaldeido a 4% por 24 horas e posteriormente lavadas em agua
destilada. Depois de adicionada solugéo de nitrato de prata a 5% (Nitrato de prata P.A. LabSynth,
S&o Paulo, Brasil) os pogos foram expostos a luz por duas horas. As placas foram lavadas com
agua destilada e o nitrato de prata residual foi neutralizado por uma solucéo de tiossulfato de s6dio
a 5% (Tiossulfato de sédio P.A., LabSynth, Sdo Paulo, Brasil). As células foram contracoradas
com eosina. Posteriormente, foi determinado o percentual de nddulos de mineralizacdo e o
namero de células/campo com o auxilio de uma ocular micrométrica (Zeiss KPL, 10x), contendo
uma graticula com 121 pontos e objetiva de 10x em 40 campos tomados em toda a extensdo da
laminula. A média e o desvio padrao foram determinados para cada grupo experimental. Os testes
foram realizados em triplicata.

Quantificacdo relativa dos transcriptos génicos da diferenciacdo osteogénica pelo RT- PCR
tempo real

A quantificacdo da expressdo génica relativa de fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina,
sialoproteina éssea, BMP-2, colageno tipo | nas CTM-TA foi comparada entre os trés grupos
experimentais aos 21 dias de diferenciacdo. A extracdo do RNA total das células foi feita em trés
garrafas T25 por grupo, pelo uso do Trizol (Life Technologies, CA, USA). O método de extracdo
consistiu de uma etapa inicial de lise e homogeneizagdo da monocamada de células por cinco
minutos a temperatura ambiente, para completa dissociagdo dos complexos nucleoproteicos. O
lisado foi transferido para um microtubo de 1,5 mL e foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio,
seguido de 10 segundos de homogeneizagdo, trés minutos de incubacgdo a temperatura ambiente
e centrifugacdo a 12.000 g por 15 minutos a 4°C, para separacdo em trés fases, em que a fase
incolor superficial continha RNA. Na terceira etapa, a fase aquosa foi transferida para um novo
tubo, com a adicdo de 0,5 mL de élcool isopropilico e incubacéo por 30 minutos & temperatura de
-80°C, seguida de centrifugacdo a 12.000 g por 10 minutos a 4°C para precipitacdo do RNA. O
pellet foi, entdo, lavado com 1 mL de etanol a 75%, homogeneizado e centrifugado a 10.500 g
por cinco minutos a 4°C. O RNA foi solubilizado em agua DEPC (agua tratada com
dimetilpirocarbonato, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) livre de RNAse, incubado a 56°C em
termobloco por 10 minutos e imediatamente armazenado a -80°C. A concentracdo de RNA de
cada grupo foi determinada pela leitura da absorbancia a 260/280 nm por espectrofotometria.
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Foram realizadas as reacdes de transcricdo reversa utilizando-se kit comercial (SuperScriptTM 1|
Platinum® Two-StepgRT-PCR Kit with SYBR Green, Invitrogen, CA, USA), sendo que se
utilizou 1 pL de RNA total para a sintese de cDNA com um volume final de 20 uL. Realizaram-
se, ainda, as reacdes de PCR em tempo real utilizando-se 2 uL de cDNA, 5 pM de cada iniciador
e 12,5 pL do reagente syber Green (SuperScriptTM Il Platinum® Two-StepgRT-PCR Kit with
SYBR Green, Invitrogen, CA, USA) em um volume final de 25 pL de reacdo, no aparelho
SmartCycler System (SmartCycler® System, Cepheid, Sunnyvale, CA, USA). Os pardmetros
utilizados para amplificagdo foram: 50°C por 120 segundos, 95°C por 150 segundos e 45 ciclos
de 95°C por 15 segundos e 60°C por 30 segundos. Os iniciadores foram delineados com base na
sequéncia do MRNA Rattus norvegicus (Tabela 1). A expressao génica, a média e o desvio padrado
foram determinados em triplicata para cada grupo experimental usando o método 2-AACT, em
que os resultados obtidos para cada grupo foram comparados quantitativamente apo6s a
normalizacdo baseada na expressdo de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) Rattus
norvegicus.

Tabela 1. Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos primers para RT-PCR tempo real

Genes Iniciadores (sequéncias de nucleotideos 5’ a 3°) N° acesso
Fosfatase alcalina  forward: CTAGTTCCTGGGAGATGGTA NM 013059.1
reverse: GTGTTGTACGTCTTGGAGAGA

Osteopontina foward: ATCTCACCATTCCGATGAATCT AB 001382
reverse: TCAGTCCATAAGCCAAGCTATCA

Osteocalcina foward: CATCTATGGCACCACCGTTT NM 013414.1
reverse: AGAGAGAGGGAACAGGGAGG

Sialoproteina 6ssea foward: TGTCCTTCTGAACGGGTTTC NM 012587.2
reverse: CTTCCCCATACTCAACCGTG

BMP-2 foward: TAGTGACTTTTGGCC ACGACG NM 017178
reverse: GCTTCCGCTGTTTGTGTTTG

Colageno tipo | foward: GCAAGGTGTTGTGCGATGACG NM 000088
reverse: GGGAGACCACGAGGACCAGAG

GAPDH foward: CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA NM 002046

reverse: GGCATGGACTGTGGTCATGA

Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Realizou-se analise de variancia
(ANOVA) e para cada variavel foram determinados a média e o desvio-padrdo. As médias foram
comparadas pelo teste SNK (Student-Newman-Keuls) utilizando o programa Graphpad
Instat 3.05 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA). As alteracfes na expressdo medidas pelo
RT-PCR tempo real foram comparadas pelo teste SNK. Diferengas foram consideradas
significativas se p < 0,05.

RESULTADOS

Caracterizacao fenotipica das CTM-TA
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As células extraidas do tecido adiposo apresentaram caracteristicas fenotipicas compativeis com
células tronco mesenquimais, ou seja, 90,26% das células apresentaram expresséo para CD90,
99,24% das células apresentaram expressdo para CD73, 91,90% das células apresentaram
expressao para CD54 e somente 3,04% das células apresentaram expressdo para CD45.

Conversao do MTT em cristais de formazan

O grupo de CTM-TA diferenciado com adi¢do de 300ng/mL apresentou menor conversao do
MTT em relacdo ao controle. O grupo 2 ndo apresentou diferenca quando comparado ao grupo
controle (Figura 1).

Determinacao da porcentagem de células/campo e de n6dulos mineralizados

A adicdo de prolactina no meio osteogénico promoveu efeito positivo aumentando
significativamente a porcentagem de células nos grupos 100ng/mL e 300ng/mL em relacéo ao
controle. Entretanto, ndo houve diferenca na porcentagem de nodulos mineralizados entre 0s
grupos que receberam prolactina e o controle (Figura 1).
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Figura 1. CTM-TA tratadas com diferentes doses de prolactina aos 21 dias de diferenciacdo. (A)
Reducéo do MTT em cristais de formazan (média * desvio padréo). (B) Porcentagem de nédulos
mineralizados/campo (média + desvio padrdo). (C) Porcentagem de células/campo (média +
desvio padrdo). *p < 0,05.

Quantificacdo relativa dos transcriptos génicos da diferenciacdo osteogénica pelo RT- PCR

tempo real
A adicéo de prolactina no meio osteogénico ndo alterou a expressao dos transcritos génicos para
fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina, sialoproteina dssea, BMP-2 e colageno tipo 1

guando comparado ao grupo controle (Figura 2).
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Figura 2. Quantificacdo relativa da expressdo génica (média + desvio padrdo) em CTM-TA
tratadas com diferentes doses de prolactina aos 21 dias de diferenciag&o. (A) Fosfatase alcalina,
(B) Osteopontina, (C) Osteocalcina, (D) Sialoproteina éssea, (E) BMP-2, (F) Colageno tipo I. *p<
0,05.

DISCUSSAO

A caracterizacdo fenotipica demonstrou que as células utilizadas apresentaram caracteristicas
compativeis com a de células tronco mesenquimais, ou seja, mais de 90% das células
apresentaram expressao de superficie para CD90, CD73 e CD54 e menos de 5% apresentaram
marcacdo para CD45 que é expresso em células hematopoiéticas. Esses resultados estdo em
conformidade com o que €é preconizado pelo Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of
the International Society for Cellular Therapy garantindo que o experimento foi realizado com
cultura de células tronco. Tal caracterizagdo é importante, pois a fragcdo estromal vascular extraida
do tecido adiposo contém além das CTM-TA, outros tipos celulares como células endoteliais,
fibroblastos e células hematopoiéticas (Dominici et al., 2006).
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A prolactina na concentracdo de 300ng/mL reduziu a conversdo do MTT em cristais de formazan
mesmo tendo aumentado a celularidade, caracterizada pelo aumento da porcentagem de células
por campo. O ensaio do dimetiltiazol (MTT) € um método colorimétrico quantitativo que baseia-
se na capacidade da succinato desidrogenase, uma enzima ativa em mitocéndrias, em converter o
sal hidrossoluvel de tetrazolium sendo um ensaio dependente do metabolismo mitocondrial. O
ensaio de MTT tem sido utilizado para avaliar a viabilidade celular (Berridge et al., 2005), no
entanto, no presente estudo ndo se pode dizer que a concentracao de 300ng/mL de prolactina tenha
reduzido a viabilidade celular, uma vez que a porcentagem de células/campo ao final dos 21 dias
de cultivo, foi significativamente maior em comparagéo ao controle.

A adicdo de prolactina na cultura de CTM-TA, nas duas concentrac@es estudadas, ndo alterou a
expressao de transcritos génicos da diferenciagdo osteogénica, bem como a formacéo dos nédulos
mineralizados. Entretanto, mais estudos sao necessarios para verificar se a adi¢do de prolactina in
vitro ndo alteraria a producéo da proteina resultante da expressao desses transcritos génicos. Mas,
é provavel que ndo haja entre grupos diferenca na expressdo protéica também, uma vez que a
sintese de matriz mineralizada néo diferiu significativamente entre grupos.

Os principais fatores que estimulam a diferenciacdo de CTM em células osteoprogenitoras vém
sendo estudados. Sabe-se que a proliferacdo e a diferenciacdo tanto in vitro quanto in vivo das
CTM em osteoblastos estdo sob 0 comando de varios fatores (Lindblad, 2001) como genes, fatores
de crescimento, estimulo mecénico e alguns horménios (Payushina et al., 2006). Esses fatores
podem agir de forma direta ou indireta nas diversas fases da diferenciag¢&o osteogénica (Qu et al.,
1998; Hughes et al., 2006; Boeloni et al., 2009) e pouco ainda se sabe qual o papel da PRL em
cada uma destas etapas e se tal acdo € dose-dependente. Nossos resultados demonstram que a agdo
da prolactina in vitro sobre as CTM parece ser diferente da acdo desse hormoénio em culturas de
osteoblastos, apesar de terem sido utilizadas concentragdes similares de prolactina. A adicdo de
prolactina nas concentragdes de 100 e 300ng/mL aumentou a celularidade, mas ndo promoveu
alteracBes significativas dos pardmetros que permitem avaliar a diferenciacdo osteogénica das
CTM, o que sugere que a prolactina talvez estimule mais a atividade proliferativa do que a
diferenciagdo osteogénica das CTM. No entanto, ndo se pode afastar que a reducdo da
diferenciagdo osteogénica das CTM seja um dos mecanismos responsaveis pela reducao da massa
Ossea observada nos periodos de hiperprolactinemia da gestacao e lactacdo, uma vez que in vivo,
a hiperprolactinemia pode ter efeito indireto sobre a diferenciagdo osteogénica das CTM por
reduzir as concentracdes de estrogeno, progesterona e gonadotrofinas, horménios esses que tém
acdo direta e positiva sobre a diferenciagdo osteogénica das CTM(Quet al, 1998; Porter et al.,
2000; Dolinskaet al, 2010; Callies et al, 2014; Grachev et al., 2015).

Conclui-se que a adicdo de prolactina nas concentragdes de 100ng/mL e 300ng/mL néo altera a
diferenciagéo osteogénica das CTM-TA de ratas, apesar de aumentar a celularidade da cultura.
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