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RESUMO

A kisspeptina € um neuropeptideo que se liga ao receptor GPR54 exercendo diversas
fun¢Bes no organismo, principalmente nos sistemas nervoso e reprodutor. Porém seus
efeitos e mecanismos de acdo no sistema esquelético permanecem pouco
compreendidos. Este estudo avaliou o efeito de diferentes concentragfes de kisspeptina
(Kp-10) in vitro sobre a diferenciacdo osteogénica de células tronco mesenquimais
(CTMs) extraidas da medula éssea (MO) de ratas Wistar adultas. Ratas de 2 meses de
idade foram eutanasiadas para extracdo da MO de 0ssos longos para obtencdo das
CTMs. In vitro, foram estabelecidos 4 grupos experimentais: Controle e Kp-10 nas
concentracdes de 0,01pg/ml, 0,05ug/ml e 0,1pug/ml. Apds a inducdo da diferenciacéo
osteogénica, foram avaliadas a viabilidade celular pelo teste do MTT, atividade de
fosfatase alcalina, sintese de colageno, porcentagem de area coberta por CTMs/campo,
nodulos mineralizados/campo, imunocitoquimica para o receptor GPR54 e avaliacdo da
expressdo génica de colageno tipo I, osteocalcina, osteopontina, sialoproteina Gssea,
Runx-2 e BMP-2 por RT-PCR em tempo real. Observou-se que as CTMs durante a
diferenciacdo osteogénica apresentam receptor GPR54 através do qual Kp-10 se liga
promovendo um efeito direto negativo sobre a diferenciacdo osteogénica. Esse efeito foi
observado em todas as concentragdes utilizadas (0,01; 0,05 e 0,1 pg/ml) e de forma
concentracdo-dependente, caracterizado pela diminuicdo da atividade da fosfatase
alcalina, da sintese de colageno, de nddulos mineralizados e pela diminuicdo da
expressdo de transcritos génicos para colageno tipo I, osteocalcina, osteopontina e
Runx-2. Dessa forma, concluimos que Kp-10 in vitro inibe a diferenciacdo osteogénica
de CTMs extraidas da MO de ratas wistar adultas.

Palavras-chave: Neuropeptideo, CTMs, diferenciagdo osteogénica, roedores.



ABSTRACT

Kisspeptin is a neuropeptide that binds to the GPR54 receptor, exerting several
functions mainly in the nervous and reproductive systems of the body. However, its
effects and mechanisms of action on the skeletal system remain poorly understood. This
study evaluated the effect of different concentrations of kisspeptin (Kp-10) in vitro on
the osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells (MSCs) extracted from the
bone marrow (BM) of adult Wistar rats. Two-month-old female rats were euthanized to
extract BM from long bones to obtain MSCs. In vitro, 4 experimental groups were
established: control, and Kp-10 at concentrations of 0.01 pg/mL, 0.05 pg/mL and 0.1
Hg/mL. After induction of osteogenic differentiation, cell viability was evaluated by the
MTT test, alkaline phosphatase activity, collagen synthesis, percentage of area covered
by MSCs/field, mineralized nodules/field, immunocytochemistry for the GPR54
receptor, and evaluation of gene expression of type I collagen, osteocalcin, osteopontin,
bone sialoprotein, RUNX-2, and BMP-2 were done by real-time RT-PCR. It was
observed that MSCs have a GPR54 receptor to which Kp-10 binds during osteogenic
differentiation, promoting a direct negative effect on osteogenic differentiation. This
effect was observed at all concentrations used (0.01, 0.05, and 0.1 pg/mL) and in a
concentration-dependent manner, characterized by a decrease in the activity of alkaline
phosphatase, collagen synthesis, mineralized nodules and by the decreased expression
of gene transcripts for type | collagen, osteocalcin, osteopontin, and RUNX-2. We
conclude that Kp-10 in vitro inhibits the osteogenic differentiation of MSCs extracted
from the BM of adult Wistar rats.

Keywords: neuropeptide, MSCs, osteogenic differentiation, rodents
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INTRODUCAO

A kisspeptina (Kiss1) é um neuropeptideo muito abundante no sistema nervoso central,
especialmente no sistema limbico, na hipéfise e no hipotalamo apresentando diversas
fungdes (DOCKRA, 2004). Ela foi isolada pela primeira vez da placenta humana como
o ligante enddgeno do receptor GPR54 acoplado a proteina G mais tarde designado
como receptor 1 da kisspeptina (Kiss1R) e a sua primeira acdo biologica foi a supressédo
metastatica em melanomas (LEE & WELCH, 1997; LEE et al, 1996; KOTANI et al,
2001). Posteriormente, varios estudos demonstraram o papel da kisspeptina no sistema
reprodutivo, sendo considerada um dos principais reguladores do eixo hipotalamo-
hipéfise-gonadal (HPG) (ROSEWEIR & MILLAR, 2009; MILLAR & NEWTON,
2013; HERBISON, 2016) com potencial terapéutico em individuos com hipogonadismo
(GEORGE et al, 2010) e em mulheres que apresentam amenorreia e/ou infertilidade
(DHILLO et al, 2007).

O neuropeptideo Kissl é derivado de um peptideo precursor de 145 aminoacidos, que,
quando processado, origina um peptideo de 54 amino&cidos (Kp-54) em humanos ou 52
aminoacidos (Kp-52) em animais (ROSEWEIR & MILLAR, 2009). Este peptideo pode
ser clivado em peptideos com fragmentos carboxilo-terminais com 10, 13 e 14
aminodcidos, sendo que o de maior atividade bioldgica intrinseca é o que possui 10
aminoacidos, denominado, entdo, como Kp-10 (ROSEWEIR & MILLAR, 2009).

Pesquisas recentes observaram uma associacdo entre neurbnios Kisspeptinérgicos,
receptores para estrogeno e o sistema esquelético. Esses estudos mostraram que a
ablacdo do receptor de estrogénio alfa (ERa) no hipotdlamo basal medial promove um
fenotipo 0sseo robusto em camundongos fémeas resultando em tecidos 0sseos
trabecular e cortical excepcionalmente fortes. A perda de ERa em células que
expressam Kisspeptina (Kissl) foram suficientes para promover o fendtipo 6sseo,
identificando assim os neurdnios Kissl como um nd critico neste poderoso circuito
neuroesquelético (HERBER et al., 2019). No entanto, os efeitos e mecanismos de acdo
direta da Kp-10 sobre as células Gsseas e suas precursoras permanecem pouco

compreendidos.
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As células-tronco mesenquimais (CTMs) sdo células multipotentes, precursoras de
diversos tecidos (SLACK, 2018; SELL, 2013) dentre eles, o tecido ésseo podendo dar
origem a osteoblastos e outras células de linhagem mesodérmica como condrocitos,
fibroblastos, adipdcitos e mioblastos (ZAIDI, 2007; APPASANI et al, 2011; SLACK,
2018). Estas celulas podem ser obtidas de tecidos maduros (ALVES et al, 2016), sendo
0s principais meios de obtencdo a medula 6ssea (MO) e o tecido adiposo (ALVES et al,
2016; SELL, 2013).

Atualmente, tem-se conhecimento que a Kp-10 apresenta efeito na migracdo de CTMs
modulando a progresséo tumoral (GOLZAR F., et al, 2015). Este efeito na migragéo de
CTMs in vitro e in vivo pode ser positivo ou negativo, dependendo da concentracdo de
Kp-10 administrada (GOLZAR F. et al, 2015). Além disso, estudos in vitro observaram
que concentracdes elevadas deste neuropeptideo administradas por um curto periodo
estimulam positivamente a diferenciacdo neuronal de células tronco embrionarias da
linhagem R366.4 de macaco rhesus (HUMA et al, 2013; 2017) e a diferenciacéo
osteogénica de CTMs da linhagem C3H10T 1/2 de camundongos (SON et al., 2018).

Diante disso, realizamos este estudo com o intuito de verificar qual seria o efeito desse
neuropeptideo em concentragdes baixas por um periodo prolongado na diferenciacdo
osteogénica das CTMs extraidas da MO de ratas adultas. Para tanto, utilizamos as
analises de viabilidade celular pelo teste do MTT, atividade da fosfatase alcalina, sintese
de colageno, porcentagem de area coberta por CTMs/campo, nodulos
mineralizados/campo, imunocitoquimica para o receptor GPR54 e avaliacdo da
expressdo génica de colageno tipo I, osteocalcina, osteopontina, sialoproteina 0ssea,
Runx-2 e BMP-2 por RT-PCR tempo real.



15

REVISAO DE LITERATURA

1. Tecido 6sseo

O o0sso é um 6rgdo metabolicamente ativo que desempenha funcdes de protegéo, suporte
de drgdos vitais, reserva metabodlica de minerais, producdo de hormonios, regulagdo do
pH do sangue e sustentacio do corpo (DOBLARE et al., 2004; PORTER et al., 2009;
BLUMER et al., 2021). Ele é constituido por uma variedade de tecidos, como os tecidos
hematopoético, adiposo, nervoso, cartilaginoso e, dentre eles, o tecido ésseo (PORTER
et al., 2009).

O tecido 0sseo é um tecido dindmico constituido por uma matriz 6ssea mineralizada
(DOBLARE et al., 2004; PORTERetal., 2009) com capacidade regenerativa, e que esta
sob a influéncia de diversos fatores sisttémicos (ex. calcitonina, paratorménio (PTH),
vitamina D, estrogeno, glicocorticoides e horménios tiroideanos), locais (ex. fatores de

crescimento e citocinas) e ambientais (ex. estimulos mecénicos) (DOBLARE et al.

2004; ZAIDI, 2007; SILVA et al., 2015; BLUMER et al., 2021). Seu dinamismo se da
por sua capacidade de remodelacio (DOBLARE et al., 2004; SILVA et al., 2015), que
permite que ele funcione como uma reserva ativa de minerais (ZAIDI, 2007). Sua
capacidade regenerativa faz com que, em caso de traumas ou fraturas, a reparacao seja
realizada a partir da formacao de um novo tecido 0sseo ao invés de formar uma cicatriz
constituida apenas por tecido conjuntivo fibroso (DOBLARE et al., 2004). Participam
desse processo trés tipos celulares distintos e com funcbes especificas: 0s osteoblastos,
0s ostedcitos e os osteoclastos (ROBLING et al., 2006; DATTA et al., 2008; BLUMER
et al., 2021).

1.1. Componentes do Tecido 0sseo

Os constituintes celulares deste tecido sdo células da linhagem osteoblastica,
responsaveis pela formagdo e mineralizacdo da matriz Gssea, e da linhagem
osteocléstica, responsaveis por sua reabsorcdo (DOBLARE et al., 2004; ZAIDI, 2007;
APPASANI et al., 2011; BLUMER et al., 2021). As células da linhagem osteoblastica
tém origem nas células mesenquimais indiferenciadas presentes no periosteo e na
medula 6ssea, também conhecidas como células-tronco mesenquimais (CTMs) (ZAIDI,
2007; DOBLARE et al., 2004). De acordo com a necessidade do organismo, o tecido
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6sseo é formado ou neoformado, seja no periodo de desenvolvimento, crescimento do
individuo, nos processos de reparo devido a ocorréncia de lesGes ou fraturas, ou mesmo
pela necessidade metabdlica do organismo (ZAIDI, 2007). Os osteoblastos quando
maduros e no interior das lacunas dsseas sdo denominados como ostedcitos (COWIN,
1999; ZAIDI, 2007; BREELAND et al., 2020).

As células da linhagem osteoclastica sdo grandes células multinucleadas, derivadas das
células-tronco hematopoéticas multipotentes, presentes na medula 6ssea, e estdo ligadas
a reabsorcdo 6ssea (DOBLARE et al., 2004; ZAIDI, 2007). Esta reabsor¢do ocorre
através da remogdo de matriz extracelular em excesso ou antiga e mantém a homeostase
mineral do organismo ao reabsorver a extensa superficie dos ossos (ZAIDI, 2007;
APPASANI et al., 2011; SILVA et al., 2015).

O tecido 6sseo € continuamente modificado por meio de ciclos de formagdo e
reabsorcio 6sseas (DOBLARE et al., 2004; APPASANI et al., 2011; BLUMER et al.,
2021). Estes ciclos estdo intimamente relacionados e equilibrados em um organismo
saudavel, sendo este equilibrio crucial para o desenvolvimento e manutencao adequados
do tamanho, formae integridade dssea (ZAIDI, 2007; APPASANI et al., 2011). Por ser
composto por uma matriz colagenosa com capacidade de mineralizacéo, o tecido 6sseo
€ 0 maior reservatorio de calcio e fosforo do organismo, sendo capaz de garantir a
homeostase dos niveis séricos destes minerais no sangue (ZAIDI, 2007; BLUMER et
al., 2021).

O processo de remodelacdo dssea ocorre durante a sua neoformacgdo, momento em que
h& o equilibrio nos processos de formacéo e reabsorcdo, no qual o excesso de tecido
neoformado é removido, através da reabsor¢do dssea, e uma nova estrutura éssea
mecanicamente eficiente é formada (DOBLARE, et al., 2004; APPASANI et al., 2011;
BLUMER et al., 2021). Na remodelacdo 6ssea que ocorre nas ocasides em que ha
desequilibrio mineral, o 0sso é reabsorvido ou neoformado, com o intuito de regular os
niveis séricos de minerais, principalmente do ion célcio. Nesse processo o equilibrio
mineral é priorizado com relagdo a estrutura mecanica, podendo ocorrer, como
consequéncia, patologias osteodegenerativas (ZAIDI, 2007; APPASANI et al, 2011).
Nestes casos, hd um desequilibrio da proporcdo entre osteoblastos/osteoclastos que
levam a alteracBes na matriz 6ssea, como, por exemplo, a diminuicdo da densidade
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mineral e/ou mudangas em relacdo a diversidade de proteinas ndo colagenosas nos 0ssos
(ZAIDI, 2007; APPASANI et al., 2011).

2. Formacao dssea

A formacdo 6ssea tem inicio durante o desenvolvimento embrionario (APPASANI et
al., 2011; BREELAND et al., 2020). Ela pode ocorrer a partir de um molde de tecido
cartilaginoso - ossificacdo endocondral - ou diretamente, a partir das células
osteoprogenitoras - ossificagdo intramembranosa (BREELAND et al., 2020; BLUMER
et al.,, 2021). A formacdo dssea endocondral acontece através da diferenciacdo de
células progenitoras osteocondrais que dao origem a condrocitos que posteriormente
sofrem apoptose, dando lugar as celulas osteoprogenitoras, que chegam ao molde
cartilaginoso através de vasos sanguineos e se diferenciardo em osteoblastos
(PERCIVAL et al, 2013; BREELAND et al, 2020). J4 a formacdo O&ssea
intramembranosa ocorre a partir de células progenitoras mesenquimais, que dardo
origem diretamente aos osteoblastos (BREELAND et al., 2020). Ambos os tipos de
ossificacdo sdo seguidos pela deposicao de matriz ostedide e sua mineralizacdo (ZAIDI,
2007; APPASANI et al., 2011; BLUMER et al., 2021).

Inicialmente, no processo da osteoblastogénese, h4 uma determinacdo para que uma
célula tronco mesequimal (CTM) se torne uma célula osteoprogenitora (ZAIDI, 2007).
Esta determinacdo ocorre através da ativacao de varios genes e fatores de crescimento, e
dentre eles estdo as Wingless-ints (Wnts) (ZAIDI, 2007; BREELAND et al., 2020) e as
proteinas morfogenéticas 0sseas (BMPs) (ZAIDI, 2007; APPASANI et al., 2011). As
BMPs possuem a capacidade de ativar toda a cascata de eventos que conduzem a
formacdo de matriz 6ssea (BREELAND et al., 2020). Essas proteinas tém sido
implicadas no processo regulador osteogénico devido as suas atividades mitogénicas e
de diferenciacdo. Dentre elas, as BMPs 2, 4, 6, 7 e 9 séo consideradas osteoindutoras,
promovem o aumento da formagdo de nodulos mineralizados e do teor de célcio em
culturas in vitro. J& a combinacdo das BMPs com os fatores de crescimento
fibroblasticos (FGFs) aumenta sinergicamente o potencial osteogénico em culturas de
CTMs extraidas da medula 6ssea de ratos (HANADA et al., 1997; LUU et al., 2007).

As BMPs induzem os processos de osteogénese a partir da ativacdo do gene core-
binding factor alpha 1 (Cbfal) (BREELAND et al., 2020), também denominado como
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fator de transcricdo 2 relacionado a Runt (Runx2) (APPASANI et al., 2011). Por
apresentar estas caracteristicas, estas proteinas, quando adicionadas ao meio de cultura,
apresentaram bons resultados na inducdo da diferenciacdo osteogénica de CTMs
(APPASANI et al., 2011).

O Runx 2 é considerado o principal fator de transcrigdo para o osteoblasto. Ele define o
prosseguimento da diferenciacdo de uma CTM para a formagdo do osteoblasto e ndo
para outro tipo celular. Além disso, ele atua como uma plataforma para citocinas e
hormonios para a maturagéo dos osteoblastos (ZAIDI, 2007). Sua atuagdo se da atraves
da fosforilagdo de Smads por BMPs e pelo fator de crescimento transformador beta
(TGF B) (ZAIDI, 2007; BREELAND et al., 2020). Outros fatores de transcricdo
envolvidos no processo de diferenciacdo osteogénica das CTMs sdo o osterix (OSX) e a
esclerostina (SOST) (BREELAND et al., 2020). O OSX age em etapas posteriores da
diferenciacdo de pré-osteoblastos em osteoblastos e é regulado por BMP-2 e Fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1). Este regulador atua através de interacdo
com o fator nuclear para células T ativas (NFAT2). O NFAT2 ativado, se liga ao OSX e

estimula a osteoblastogénese e consequentemente a formacéo 6ssea (ZAIDI, 2007).

O momento da inducdo da osteogénese por vezes coincide com a elevada expressdo de
diversos hormonios e citocinas, como o paratormonio (PTH), prostaglandina,
interleucina 11 (IL-11), IGF-1 e receptores de TGF-B (ZAIDI, 2007). Apos a
determinacdo da inducdo das células osteoprogenitoras sdo formados os pré-
osteoblastos (APPASANI et al., 2011). Em comparag¢do com as CTMs, estas células
apresentam menor capacidade mit6tica, e elas passam, nesta fase, a expressar fosfatase
alcalina (FA) e a secretar colageno tipo I, além de outras proteinas da matriz ndo
colagenosa, como a osteonectina e a osteopontina (ZAIDI, 2007). Desta forma, da-se
inicio a producdo da matriz 6ssea, que também pode ser denominada como matriz
ostedide (ZAIDI, 2007). O colageno tipo I, aléem de ser considerado vital para a
flexibilidade e resisténcia 0ssea, € caracterizado por ser a principal proteina estrutural
do osso, representando cerca de 90% da matriz ostedide (APPASANI et al., 2011,
LICINI et al., 2019). Esta proteina é um dos principais marcadores dos pré-osteoblastos
presentes nesta fase da diferenciagdo (APPASANI et al., 2011).

A matriz ostedide, inicialmente, é caracterizada por ser uma matriz ndo mineralizada,

que é posteriormente calcificada promovendo dureza ao osso (BREELAND et al.,
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2020). Ela é composta em sua maior parte por proteinas colagenosas, mas as proteinas
ndo colagenosas apresentam também papel essencial, tendo fungdes estruturais, de
sinalizacdo ou mecanicas (LICINI et al., 2019). A medida em que a matriz ostedide é
mineralizada, os osteoblastos sdo aprisionados em lacunas 6sseas, ou osteoplastos, e
amadurecem, dando origem a osteoblastos maduros (BREELAND et al., 2020). Com o
passar do tempo eles sdo, entdo, denominados como osteocitos (COWIN, 1999;
BREELAND et al., 2020). Os osteocitos sdo as celulas mais numerosas presentes nos
0Ss0s, e, assim como 0s osteoblastos, detém a funcdo de produzir matriz 6ssea, e desta
forma, também produzem proteinas ndo colagenosas, mas nesta fase ja ndo expressam
fosfatase alcalina (APPASANI et al., 2011; BREELAND et al., 2020; ZAIDI, 2007).
Dentro das lacunas Osseas, 0s ostedcitos possuem uma fungdo essencial de
mecanotransducdo (BREELAND et al., 2020). Eles se comunicam por meio de juncdes
comunicantes (juncGes gap) mediadas por conexina através de seus prolongamentos
citoplasmaticos ligados a rede canalicular (ZAIDI, 2007). Por meio desta comunicacéo,
eles sdo estimulados a ativar o processo de remodelacdo 6ssea de forma a responder a
alteracdes no meio, ou a tensdes mecanicas externas (ZAIDI, 2007).

Tanto os osteoblastos maduros quanto os ostedcitos ndo apresentam capacidade de
proliferacdo. Ambos compartilham a funcdo de produzir matriz ostedide, sintetizando
proteinas como o colagénio tipo |, osteopontina, osteocalcina, sialoproteina 0ssea, entre
outras. As proteinas ndo colagénicas tem papel fundamental na mineralizacdo da matriz
Ossea. Estas proteinas servem como base aderente para a deposicdo do componente
inorganico da matriz, promovendo sua mineralizacdo (BREELAND et al., 2020; LICINI
et al., 2019).

A osteopontina é uma proteina nao colagénica produzida por osteoblastos logo no inicio
da diferenciacdo osteogénica (MCKEE e NANCI, 1996; DONZELLI et al., 2007). Ela
estd presente na matriz ostedide mineralizada, e ha indicios que ela tenha papel
fundamental na mineralizacdo do tecido 0sseo, através de sua interacdo com outras
proteinas presentes na matriz, como o colageno e a osteocalcina (LICINI et al., 2019). A
osteocalcina por sua vez é a proteina ndo colagénica mais abundante na matriz ostedide
(LICINI et al., 2019). Ja no inicio do processo de mineralizacdo tecidual ela é produzida
por osteoblastos em menor quantidade, e sua sintese é aumentada durante a maturacdo

da matriz mineralizada, tendo indicios do seu envolvimento com a progressao do
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processo de mineralizacdo tecidual (AKSU et al.,, 2008; LICINI et al., 2019). A
sialoproteina 6ssea é uma proteina nao colagénica multifuncional envolvidas na adeséo,
proliferacdo e migracdo celular e no controle da mineralizacdo (DONZELLI et al.,
2007). E expressa por osteoblastos recém diferenciados (GANSS et al., 1999) e esta
presente na matriz 6ssea mineralizada (HEINEGARD E OLDBERG, 1989). Além
disso, ha indicios de sua participacdo nos processos de remodelagdo 0ssea (LICINI et
al., 2019).

3. Célulastronco

As células tronco sdo células que originam e mantém 0Orgéos e tecidos, atraves de sua
replicacdo (SLACK, 2018; SELL, 2013). Estas células se dividem naturalmente de
forma a permitir a manutengdo de um numero constante de “células-tronco reserva”
(self-renewal) que geram celulas-tronco-filhas idénticas as células-tronco-maes, e que
garantem um contingente fixo de células tronco por toda a vida do individuo (SLACK,
2018; SELL, 2013; APPASANI et al, 2011). Além desse tipo de divisdo,
concomitantemente, elas possuem a habilidade de se dividir dando origem as células
especializadas, que sdo responsaveis por originar tecidos e érgdos e, também, pela
reposicéo das células especializadas perdidas nestes tecidos, seja por ocorréncia de leséo
ou por renovacdo natural (SLACK, 2018; SELL, 2013).

As células tronco estdo presentes por toda a vida do individuo e, portanto, podem ser
encontradas desde o embrido até a vida pds-natal adulta, estando presente em diversos
tecidos (SELL, 2013). Elas podem ser coletadas e cultivadas em meios de cultura, o que
é de fundamental importancia para sua manutencgéo fora do organismo (SLACK, 2018).
Esta possibilidade se da através da utilizacdo de meios complexos, especializados, que
fornecem 0s nutrientes necessarios, e de antibidticos e antifingicos que impedem a

contaminacdo destas culturas por microrganismos indesejaveis (SLACK, 2018).
3.1. Caracteristicas das Células tronco

Segundo SLACK (2018), para serem classificadas como células-tronco, estas células
precisam dispor de algumas caracteristicas basicas: capacidade de se reproduzir; de
gerar progénie destinada a se diferenciar em outros tipos celulares funcionais;
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persistirem no tecido por longos periodos; e serem reguladas pelo ambiente imediato em

que estdo presentes.

A capacidade destas células em sobreviver por longos periodos, faz com que elas
possam se manter por toda a vida do individuo e com que seja possivel sua replicagéo in
vitro por tempo ilimitado (SLACK, 2018; SELL, 2013). Elas sobrevivem em
microambiente especifico e, entdo, para sua manutencdo, controle de divisdo e
diferenciacdo, € necessario a utilizacdo de meios de cultura e substratos especificos e
adequados (SLACK, 2018).

3.2.Tipos de células tronco

Existem diferentes tipos de células tronco no organismo, desde sua concepcéo, até o
periodo poés-natal (SLACK, 2018; SELL, 2013). Inicialmente, no zigoto, durante as
primeiras divises do blastbmero, é observada a presenca de células que sdo
classificadas como totipotentes. Este tipo celular apresenta maior capacidade de
diferenciacdo, podendo originar todos os tipos celulares do organismo, incluindo os
tecidos do trofectoderma (APPASANI et al., 2011; SELL, 2013; SLACK, 2018), tecido
o qual é responsavel por originar a porcao fetal da placenta (SELL, 2013; APPASANI
etal., 2011). Apoés varias divisdes, o blastocisto é formado, e nele ha presenca de células
consideradas células tronco pluripotentes embrionarias (CTPE). Estas células também
possuem ampla capacidade de diferenciacdo e capacidade de replicacdo indefinida,
podendo se diferenciar em qualquer tipo celular especializado, exceto os tecidos do
trofectoderma (APPASANI et al., 2011; SELL, 2013; SLACK, 2018).

No embrido, a partir de quatro semanas e na vida pos-natal adulta sdo encontrados em
diversos tecidos com a caracteristica de renovacdo tecidual continua, células
classificadas como células tronco multipotentes ou unipotentes (SELL, 2013;
APPASANI et al.,, 2011). Os tipos celulares multipotentes permanecem com uma
capacidade, ainda que limitada, de originar alguns tipos celulares especializados, ja as
células unipotentes ndo possuem capacidade, quando em condigdes normais no
organismo, de se diferenciarem em outros tipos de tecido, a ndo a ser aquele em que se
encontra (APPASANI et al., 2011; SELL, 2013; SLACK, 2018).

3.2.1. Célulastronco pluripotentes
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As células tronco pluripotentes (CTP) séo identificadas por possuirem uma capacidade
elevada de diferenciacdo em diversos tipos de tecidos. Elas podem ser de origem
embrionéria, ou ainda, induzidas in vitro (SLACK, 2018; APPASANI et al., 2011).

As CTPE, sdo aquelas naturalmente encontradas no embrido, derivadas da massa celular
interna do blastocisto, e cultivadas a partir deste (SELL, 2013; APPASANI et al., 2011).
Estas células apresentam a capacidade de replicacdo indefinida e podem dar origem a
tecidos derivados das trés camadas celulares germinativas primarias: endoderma,
ectodermae mesoderma (SELL, 2013; APPASANI et al., 2011). Jaas CTP induzidas in
vitro sdo estimuladas a partir da inoculagdo de genes indutores de plutipoténcia (oct-4,
sox-2, kif-4 e c-Myc) em culturas de células somaéticas, possibilitando a obtengéo de
células tronco com caracteristicas semelhantes as embrionarias, a partir de células
adultas obtidas de um organismo vivo (APPASANI et al., 2011; SLACK, 2018).

Além desta classificacdo, alguns autores consideram as células tronco mesenquimais
(CTMs) como células multipotentes ou pluripotentes (APPASANI et al., 2011; SELL,
2013; SLACK, 2018), mesmo estando presentes apés a vida adulta do individuo, por
elas possuirem a capacidade, in vitro, de diferenciacdo em outros tipos celulares, além
do tipo daquele tecido em que se encontra, sdo as chamadas células tronco de
pluripoténcia induzida (APPASANI et al., 2011; SLACK, 2018). Essa condi¢do nédo
acontece naturalmente no organismo in vivo (APPASANI et al., 2011; SLACK, 2018).

3.2.2. Célulastronco mesenquimais

As células tronco mesenquimais (CT Ms) podem ser obtidas através da coleta de tecidos
embrionarios e adultos de animais e humanos (APPASANI et al., 2011; SELL, 2013).
Uma das principais fontes deste tipo celular, em organismos vivos, € a medula éssea,
contudo, elas também podem ser encontradas em outros tipos de tecido, como no tecido
adiposo, sangue, corddo umbilical, liquido amniotico (CAMPAGNOLI et al., 2001;
SELL, 2013; ALVES et al., 2016), bem como no sistema nervoso central e periférico,
pulmdo, coracdo, pancreas, figado, baco, rim, timo, vasos sanguineos, trato
gastrointestinal, musculo esquelético, periosteo, tenddo, membrana sinovial, pele,
cbrnea, retina, polpa dentéria e ligamento periodontal (JANKOWSKI et al., 2002;
JIANG et al., 2002; PRESNELL et al., 2002; CANCEDDA et al., 2003; GUREVITCH
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etal., 2003; MURPHY etal., 2003; LUYTEN, 2004; MAYHALL et al., 2004; GROVE
etal., 2004, MEIRELLES et al., 2006; HASS et al., 2011; FORONJY E MAJKA, 2012,
LEDESMA-MARTINEZ et al., 2016).

Apesar da medula 6ssea ser o principal sitio de extracdo das CTMs, principalmente
devido a facilidade de obtencéo dessas células (TULI et al., 2002; PAYUSHINA et al.,
2006), estas estdo presentes em pequenas quantidades, apenas 0,01% a 0,0001% das
células presentes na medula 6ssea pode ser realmente considerada CTMs, sendo essa
quantidade maior em individuos jovens (PITTENGER etal., 1999; HENG et al., 2004).
Além disso, as células estromais da medula dssea sdo heterogéneas, sendo uma mistura
de progenitoras em diferentes estagios de comprometimento com a linhagem
mesodérmica e somente uma pequena quantidade com capacidade multipotencial e de
autorrenovacdo (BYDLOWSKI et al., 2009).

As CTMs encontradas na medula 6ssea sdo expandidas através de culturas in vitro, nas
quais sao realizadas varias passagens das células aderentes, o que possibilita a expansdo
deste tipo celular e sua utilizagdo (SELL, 2013). Diferentemente das CTE, as CTMs
apresentam uma capacidade limitada de multiplicacdo in vitro, por apresentar
deterioracdo com o tempo e com as passagens celulares (APPASANI et al., 2011). Apos
a 7-122 passagens ocorrem alteracfes no fenotipo celular, proliferacdo, potencial de
diferenciacdo, expressdo génica, bem como nos marcadores de superficie especificos,
demonstrando sinais de senescéncia. Pesquisadores constataram evidéncias de que esse
processo envolve, encurtamento progressivo dos telémeros, bem como danos ao DNA,
estresse oxidativo e ativacdo da via apoptotica (STENDERUP et al, 2003;
BYDLOWSKI et al., 2009; TURINETTO et al., 2016).

Pesquisadores observaram que as CTMs sdo células formadoras de coldnias
morfologicamente semelhantes a fibroblastos (CFU-F), que caracterizam-se pela
facilidade de crescimento em monocamadas, manutencdo de sua multipotencialidade
por vérias passagens, além da capacidade de emitir prolongamentos e secretar matriz
extracelular que permitem a sua adesdo a superficie, sobretudo ao plastico das placas e
garrafas de cultivo, permitindo assim sua manutencéo in vitro (FRIDENSTEIN et al.,
1974; CAPLAN et al., 1991; PITTENGER et al,, 1999; APPASANI et al., 2011;
SLACK, 2018).
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Macrofagos e fibroblastos presentes na medula Gssea também apresentam certa
capacidade de aderéncia a substratos plasticos, mas com as vérias trocas do meio de
cultura, estas células sdo removidas. Portanto, este procedimento elimina a
heterogeneidade da cultura e, ap6s determinado nimero de passagens, a cultura torna-se
enriquecida pelas células que se autorrenovam, as CTMs. Além disso, elas se
caracterizam pela capacidade de se diferenciarem em mais de um tipo de célula
mesenquimal, podendo dar origem a células ésseas, cartilagineas, adiposas ou até
mesmo celulas musculares dependendo dos fatores reguladores presentes no meio
(ZAIDI,2007; APPASANI et al., 2011; SLACK, 2018).

Em adicdo, as CTMs apresentam uma variedade extensa de marcadores de superficie
que as caracteriza. Essa caracterizacdo € feita através da identificacdo de uma serie de
marcadores de superficie inespecificos. Nado ha atualmente um marcador especifico que
as caracterize de forma exclusiva (APPASANI et al., 2011), sendo necessario a

testagem de diferentes marcadores para identifica-las.

Pesquisadores tem demonstrado que as CTMs possuem expressdo de CD105, CD73,
CD90 (Thy-1), CD44,CD71, CD106, CD124, CD54, CD144, CD166, CD115, CD29,
HLAABC, Sca-1, RT1A (MHC-I) (MAFI et al., 2011; RANERA et al., 2011; LIN et
al., 2013; YANG et al., 2014) e Stro-1 (HAYNESWORTH et al., 1992; PANETTA et
al., 2009; LIN et al., 2011). Outros marcadores de superficie celular também tém sido
expressos positivamente pelas CTMs, como SH2-4, HLA-A, HLAB, HLA-C, HLA-I,
DP, EMA, DQ (MHC Classe IlI), vimentinas, integrinas, ICAM-1, entre outros
(MINGUEL et al., 2001; MAFI et al., 2011).

Em contrapartida, podem ser utilizados marcadores para células hematopoéticas, que
devem ter resultados negativos nas culturas de CTMs (APPASANI et al., 2011). Alguns
destes marcadores sdo: o CD14, marcador de mondcitos e macrofagos; o CD34,
marcador de células progenitoras hematopoéticas; CD45, marcador de leucdcitos
(APPASANI et al., 2011), CD11b (marcador de célula imune), glicoforina-A (marcador
de linhagem eritréide), CD14, CD31, CD33 e CD133 (MAFI et al., 2011; RANERA et
al., 2011), CD 19 (ou CD 79-alfa), CD117 (marcador de célula-tronco progenitora
hematopoiética) e o antigeno leucocitario humano classe Il (HLA-II) entre outros (LA
ROCCA et al., 2009).
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Devido a grande variagdo na expressdo desses marcadores, o International Society for
Cellular Therapy definiu que um dos critérios para caracterizar fenotipicamente CTMs é
que estas devem expressar CD73, CD90 e CD105, e devem ser negativas para CD34,
CD45 e CD14 ou CD11b, sendo este critério de caracterizacdo aceito e utilizado por
pesquisadores de todo o mundo (HORWITZ et al., 2005; SCHAFFLER & BUCHLER,
2007; LIN et al., 2013). A utilizacdo destes marcadores garante a pureza da cultura de
CTMs, pois exclui a possibilidade de contaminacdo por algum tipo celular de origem

hematopoética ou outros proveniente da medula dssea.
3.3. Diferenciagdo osteogénica das CTMs

Para a diferenciacdo das CTMs em ceélulas da linhagem osteogénica sdo necessarios
estimulos que ocorrem naturalmente em um organismo vivo. In vitro, para obtencédo de
células desta linhagem a partir de CTMs, se faz necessaria a suplementacdo de fatores
de crescimento e aditivos apropriados ao meio de cultura (KAWAGUCHI et al., 2005;
ZUR et al., 2003).

Algumas substancias possiveis de serem adicionadas ao meio de cultura, para que se
obtenhaa diferenciacdo osteogénica, sdo agentes osteoindutores como a vitamina D3 e a
dexametasona; fatores de mineralizacdo, como o acido ascérbico e o B-glicerofosfato; e
fatores de crescimento, como as proteinas morfogénicas 6sseas (BMPs) (APPASANI et
al., 2011; KAWAGUCHI et al., 2005; ZUR et al., 2003). Com a adi¢do de acido
ascorbico, B-glicerofosfato, vitamina D3 e dexametasona ao meio de cultura, em
aproximadamente trés a quatro semanas € possivel obter-se células de origem
osteoblastica (ZUR et al., 2003; KAWAGUCHI et al., 2005; APPASANI et al., 2011).

Pesquisadores dividem a diferenciagéo osteogénica de CTMs in vitro em trés etapas: a)
proliferacdo, b) diferenciacdo, ¢) maturacdo e mineralizacdo da matriz extracelular
(STEIN & LIAN, 1993; Huang et al., 2007). As CTMs apresentam alta capacidade de
proliferacdo (APPASANI et al., 2011; SLACK, 2018) porém nao expressam proteinas
caracteristicas da matriz ostedide. Na primeira etapa da diferenciacdo osteogénica (1° ao
4° dia) sdo identificados genes nas células osteoprogenitoras responsaveis pela
proliferacdo como histonas e proto-oncogenes como c-jun, c-fos e c-myc, regulados por
ciclinas (STEIN & LIAN, 1993; STEIN et al., 1996). Além disso, o &cido ascorbico
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induz a formacdo de colageno tipo | que ira constituir a base da matriz extracelular
(ARONOW et al., 1990; HOEMANN et al., 2009).

Na segunda etapa, a partir do inicio da diferenciacdo, do 5° ao 14° dia, as CT Ms passam
a diminuir sua capacidade mitética e comegam a expressar as proteinas que marcam seu
fendtipo osteoblastico. A dexametasona liga-se a receptores para glicocorticoides
presentes na superficie das células osteoprogenitoras, induzindo sua diferenciacdo
(X1AQ et al.,1997; COOPER et al., 2008; COUSSENS et al., 2009) e estimulando a
sintese de fosfatase alcalina, que é considerada um marcador precoce da diferenciacdo
osteogénica (BRUDER et al., 1998; PAYUSHINA et al., 2006; ZUR et al., 2013) e
posteriormente da osteopontina e osteonectina, marcadores envolvidos na ligacdo de
fons calcio e hidroxiapatita durante os processos de mineralizagdo (ZUR et al., 2003).
Dessa forma, logo no inicio da diferenciagdo osteogénica surgem o0s principais
marcadores de formacgdo Ossea que terdo resultados positivos nas CTMs em
diferenciacdo osteogénica ou nos pré-osteoblastos: fosfatase alcalina (APPASANI et al.,
2011) e colageno tipo | e posteriormente osteopontina e osteonectina (APPASANI et
al., 2011; MCKEE e NANCI, 1996; ZAIDI, 2007).

Na terceira e ultima etapa (14° ao 28° dia) o acido ascorbico ¢ o B-glicerofosfato atuam
como fonte local de ions e fosfatos inorganicos (CHUNG et al.,1992) induzindo as
células a atingirem os estagios tardios da diferenciacdo, promovendo a sintese e a
mineralizagdo da matriz extracelular (BELLOWS et al., 1992; BRUDER et al., 1998;
AUBIN, 2001; PAYUSHINA et al., 2006; ZUR et al., 2013). Nessa etapa, tem-se 0
aumento da expressdo de sialoproteina Ossea e osteocalcina, que sdo marcadores
presentes e especificos para os osteoblastos maduros e ostedcitos ativos (APPASANI et
al., 2011). Estes marcadores caracterizam estagios tardios da diferenciacdo osteoblastica
(BIANCO et al., 1991; AUBIN & LIU, 1996; ZUR et al., 2013). Dessa forma, 0s
osteoblastos funcionais expressam proteinas colagénicas e ndo colagénicas, que
associadas a deposicdo de calcio e fosfato, resultam na formacdo de nodulos
mineralizados (JAISWAL et al 1997; PAYUSHINA et al., 2006; TAE et al., 2006;
HUANG et al., 2007).
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4. Kisspeptina

A Kkisspeptina (Kissl) é um neuropeptideo produzido no hipotadlamo, que apresenta
diversas funcdes (DOCKRAY, 2004), sendo os neurdnios Kisspeptinérgicos que
expressam MRNA de kiss1 presentes em maior abundancia no nucleo arqueado (ARC)
e no nucleo periventricular anteroventral (AVPV) do hipotdlamo (DUNGAN et al.,
2006; HERBISON, 2016).

O neuropeptideo Kissl é derivado de um peptideo precursor de 145 aminoacidos que,
quando processado, origina um peptideo de 54 aminoacidos (Kp-54) em humanos,
também denominado como metastina, ou 52 aminodcidos (Kp-52) em animais
(ROSEWEIR e MILLAR, 2009; CIARAMELLA, et al. 2018). Este peptideo pode ser
clivado em peptideos com fragmentos carboxilo-terminais menores, com 10, 13 e 14
aminodcidos, denominados kisspeptinas, sendo o de maior atividade bioldgica intrinseca
0 gue possui 10 aminoéacidos, denominado, entdo, como Kp-10 (KOTANI et al., 2001;
ROSEWEIR & MILLAR, 2009; CIARAMELLA et al., 2018) (Figura 2). Tanto o Kp-
54, quanto o Kp-10, ja foram utilizados de forma terapéutica em humanos (MILLAR e
NEWTON, 2013) e todos os peptideos derivados atuam em um mesmo receptor de
membrana acoplado a proteina G, denominado inicialmente de GPR54 (LEE et al.,
1999; KOTANI et al., 2001; PASQUIER et al., 2014; CIARAMELLA et al., 2018) e
atualmente reconhecido como Kisslr (PASQUIER et al., 2014; HERBISON, 2016;
CIARAMELLA et al., 2018).

Sabe-se que a Kkissl esta presente em diferentes espécies animais e em humanos
(PASQUIER et al., 2014), sendo que diversos tipos celulares em diferentes tecidos
apresentam receptor para este peptideo (PASQUIER et al., 2014; CIARAMELLA et al.,
2018), dentre eles as ceélulas de tecidos neoplasicos da tireoide (RINGEL et al., 2002),
tumores de mama (OLBRICH T et al., 2010), tumores de pancreas e tecido pancreatico
normal (MASUI et al., 2004; HAUGE-EVANS et al., 2006), tecido ovariano (HU et al.,
2018), placenta (KOTANI et al., 2001; OHTAKI et al., 2001) hipofise (KOTANI et al.,
2001) e ha grandes indicios da participacdo da Kiss1 em diversos 6rgdos com regulagédo
neuroenddcrina (KOTANI et al., 2001).
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Inicialmente, a Kissl foi descrita devido ao seu potencial inibidor metastatico em
melanomas (LEE et al.,, 1996; LEE & WELCH, 1997; KOTANI et al., 2001). As
pesquisas sobre a atuacgdo da kisspeptina em neoplasias e seu potencial terapéutico para
pacientes oncogénicos desde entdo estdo em constante avanco (CIARAMELLA et al.,
2018). Atualmente, sabe-se que a kisspeptina tem ampla atuacéo inibindo a proliferacéo
celular tumoral, além de inibir a migracdo e invasdo celular por células tumorais de
diversos tipos de tumores, incluindo melanoma, céncer de tiredide, ovério, bexiga,
estdmago, pancreas e pulméo (CIARAMELLA et al., 2018).

Posteriormente, foi observado que a Kissl apresenta efeitos significativos no sistema
reprodutor. A partir dai, ela teve sua atuagdo amplamente estudada neste sistema
(ROSEWEIR e MILLAR, 2009; MILLAR & NEWTON, 2013; HERBISON, 2016), no
qual foi descoberto seu potencial terapéutico em individuos com hipogonadismo
(GEORGE et al. 2010) e em mulheres que apresentam amenorreia e/ou infertilidade
(DHILLO et al.,, 2007). A Kissl atua no eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal de
forma positiva, estimulando a secre¢do pulsatil do horménio LH e FSH (HAN et al.,
2015). Estudos com a inativagéo do receptor para Kiss1 (GPR54), levaram a interrupgao
na secrecdo pulsatil deste horménio, demonstrando sua importancia neste sistema (HAN
et al., 2015). Além disso, ja foi observado que a administracdo de kissl em neurbnios
GnRH podem levar a um estimulo na secre¢do do horménio GnRH (GLANOWSKA &
MOENTER, 2015).

Pesquisadores observaram a expressao de receptores para estrogeno o e p em ambas as
populagdes de neurbnios Kisspeptinérgicos (ARC e AVPV) e demonstraram que
roedores de ambos 0s sexos, submetidos a castracdo apresentavam maior perfil de
expressdo de Kiss1l no ARC e que esse aumento era suprimido apds a administracao de
esteroides sexuais (NAVARRO et al.,, 2005; SMITH et al., 2005). Estes achados
indicam que os neurdnios kisspeptinergicos localizados no ARC medeiam o feedback
negativo induzido por estrogénio no eixo hipotalamo-hipofise-gonadal, enquanto os
neurdnios localizados no AVPV medeiam o feedback positivo. Dessa forma, 0s
esteroides sexuais regulam tanto negativamente quanto positivamente a expressao de
Kissl (SMITH et al., 2005; PINILLA et al., 2012).
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Em adigéo, estudos tem demonstrado o importante papel da Kiss 1 na regulacdo da
homeostase da glicose, controle de peso corporal, além de alteracdes nas atividades
locomotoras em animais que tiveram removida sua sinalizagdo (TOLSON et al., 2014;
HUSSAIN et al. 2015; RAMALHO, 2021). A partir desses estudos, pode-se perceber
que a kiss1 tem uma ampla atuacdo no organismo, tendo acdo em diferentes 6rgéos e

tecidos, além de promover alteracBes metabdlicas significativas.
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4.1. Kisspeptina e seus efeitos no tecido 6sseo e em CTMs

Diante da importante participacdo da Kisspeptina no sistema nervoso e reprodutor
atuando no funcionamento e metabolismo de diversos 0rgaos e tecidos, alguns autores
vém se dedicando a estudos relacionados aos efeitos da kiss1 no tecido 0sseo e nas
células precurssoras, as CTMs (GOLZAR et al., 2015; HUMA et al., 2013; HUMA et
al., 2017, HERBER et al., 2019).

Herber e colaboradores, 2019, verificou o envolvimento da kisspeptina na regulacédo
neuroesquelética de camundongos fémeas. Neste trabalho, foi observado que a ablacéo
do receptor de estrogénio alfa (ERa) de neurdnios kisspeptinérgicos presentes no
hipotalamo basal medial promove um fenotipo 6sseo robusto em camundongos fémeas,
resultando em tecidos 0sseos trabecular e cortical excepcionalmente fortes. Desta
maneira, pdde-se identificar que os neurénios kissl atuam como um ponto critico no

circuito neuroesquelético.

Em adicdo, kisspeptina é capaz de atuar diretamente em células dsseas para prevenir a
perda Ossea em ratos obesos e reverter a perda éssea provocados pela falta de
testosterona em modelo de ratos orquiectomizados (MACARI et al., 2018; RAMALHO,
2021). No primeiro estudo foi observada a expressao de Kisslr, mas néo do gene Kissl,
no fémur de ratos adultos, sendo a concentragdo de Kisslr aumentada em ratos com
obesidade (MACARI et al., 2018). O tratamento cronico com kisspeptina também gerou
efeito molecular, restabelecendo os niveis de RANKL, OPG e Runx2. O autor sugere
um efeito sistémico da kisspeptina no 0sso, levando a um balanco geral positivo entre a
aposicdo e a taxa de reabsorcdo tecidual em condicdo de auséncia de androgenos
(RAMALHO, 2021).

Pesquisadores também demonstraram os efeitos da kiss1l nas CTMs (GOLZAR et al.,
2015; HUMA et al., 2013; HUMA et al., 2017). Atualmente, tem-se conhecimento que
a Kp-10 apresenta efeito na migragdo de CTMs, caracteristica através da qual elas
modulam a progressdo tumoral (GOLZAR et al., 2015). Este efeito na migracdo de
CTMs pode ser positivo ou negativo, dependendo da concentracdo de Kp-10
administrada. Foi verificado que em altas concentragdes de Kp-10 (500 nM), o
neuropeptideo é capaz de reduzir a migracdo de CTMs, enquanto, em baixas

concentragdes (10 e 100 nM) h& um estimulo dessa migracdo (GOLZAR et al., 2015).
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Além disso, um potencial efeito positivo deste neuropeptideo ja foi observado na
estimulacdo da diferenciacdo de células tronco embrionarias da linhagem R366.4 de
macaco rhesus em células-tronco neuronais (HUMA et al., 2013; HUMA et al., 2017) e
sobre a diferenciacdo osteogénica de CTMs da linhagem C3H10T1/2 de embrides de
camundongos (SON et al., 2018). Em ambos os trabalhos foram utilizadas altas
concentracfes de Kp-10 (100 nM e 50 uM) por curto periodo (24-72 horas). SON e
colaboradores observaram a diferenciacdo das CTMs em osteoblastos através da via de
sinalizacdo de BMP2, indicando que a kisspeptina é capaz de promover a diferenciacéo

ostogénica in vitro.

Estudos relacionados sobre a atuacdo da kiss1 no tecido esquelético e sobre as células
precursoras, as CTMs sdo escassos. Sabendo do potencial efeito da Kissl no sistema
neuroesquelético, realizamos o presente trabalho, para determinar o efeito da Kp-10 em
diferentes concentracGes na diferenciacdo osteogénica de CTMs extraida da medula

0ssea de ratas adultas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Verificar os efeitos de diferentes concentracfes de kisspeptina (Kp-10) in vitro sobre a
diferenciacdo osteogénica de células-tronco mesenquimais (CTMs) de ratas Wistar
adultas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a viabilidade celular pelo teste do MTT, bem como a atividade da
fosfatase alcalina e a sintese de colageno apos a diferenciacdo osteogénica de
CTMs de ratas adultas controle e tratadas com kisspeptina in vitro aos sete, 14 e
21 dias.

e Avaliar a porcentagem de area coberta por CTMs/campo e a sintese de nédulos
mineralizados de ratas adultas controle e tratadas com Kisspeptina in vitro por
andlise morfométrica aos sete,14 e 21 dias.

e Auvaliar a presenca de marcacao pelo anticorpo Gprb54 nas CTMs indiferenciadas
e diferenciadas controle in vitro aos 21 dias por imunocitoquimica.

e Auvaliar os efeitos da Kisspeptina in vitro na expressao génica de colageno tipo I,
osteocalcina, osteopontina, sialoproteina Ossea, fosfatase alcalina, Runx-2 e
BMP-2 apds a diferenciagdo osteogénica de CT Ms de ratas adultas por RT-PCR

em tempo real aos 21 dias.
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MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos descritos a seguir foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
sob o protocolo n° 11/2020 (Anexo 1).

Paraa realizacdo do projeto, foram utilizadas a infraestrutura do Laboratorio de Células
Tronco e Patologias 0sseas (LCT-PO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e do Nucleo
de Células Troncoe Terapia Celular (NCT-TC) do Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinarias da Escola de Veterindria da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).

Foram utilizadas 10 ratas Wistar adultas de 2 meses de idade provenientes do Biotério
Central da UFMG. Esses animais foram eutanasiados para extragéo das CTMs da MO.
A eutanasia foi realizada através de sobredose anestésica (tiopental 100 mg/kg),

administrada por via intraperitoneal.

Extracdo e cultivo de células tronco mesenquimais (CTMs)

Os animais eutanasiados tiveram seu abddmen inferior, regido lombo-sacra e membros
pélvicos submetidos a tricotomia, antissepsia local com alcool 70% e iodopovidona.
Eles foram, entdo, alocados em fluxo laminar para remogéo de seus membros pélvicos
através da utilizacdo de instrumental cirurgico estéril. Os fémures e tibias, esquerdos e
direitos, de cada rata foram dissecados da musculatura e tecidos adjacentes para
extracdo da MO de forma asséptica. As epifises proximais e distais de cada osso foram
seccionadas para facilitar o acesso as diafises 6sseas. Com o0 auxilio de uma seringa foi
realizada a lavagem do canal medular utilizando Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) (Gibco, Grand Island, NY). As células isoladas foram ressuspendidas em
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco), antibiéticos e
antifingicos [gentamicina 60mg/L, penicilina 100U/mL, estreptomicina 10ug/mL e
anfotericina B 250ug/L (Merck, Alemanha)] e cultivadas em garrafas T75. As células
foram cultivadas em estufa a 37°C e 5% de CO,, com trocas rotineiras do meio de
cultivo realizadas duas vezes por semana, sendo tripsinizadas quando atingiram 80-90%
de confluéncia (REIS et al., 2015; MELO et al., 2020).
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Caracterizacdo fenotipica de CTMs por analise de FACS

As células da quarta passagem foram colhidas com tripsina, centrifugadas a 1400 g por
10 min e ressuspendidas em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS 0,15M) a 1 x
10° células/pogo. Aliquotas de células foram incubadas com anticorpos primérios ou de
controle individuais por 30 min a 4°C. As células foram lavadas em PBS e incubadas
com um anticorpo secundario conjugado com fluoréforo por 30 min a 4°C. As amostras
foram submetidas ao citbmetro FACScan (Becton Dickinson), e os dados foram
analisados usando o software CellQuest (Becton Dickinson). Os seguintes anticorpos
primarios foram usados: anti-CD45 (clone 69 mouse) anti-CD90 (clone Ox-7 mouse),
anti-CD73 (clone 5F/B9 mouse), antiCD54 (clone 1A29 mouse) (BD Biosciences, San
Jose, CA, EUA) (REIS et al., 2015).

Cultivo das CTMs em meio de diferenciacdo osteogénico

Apbs confirmacdo da pureza das células por citometria de fluxo, estas foram
centrifugadas por 10 minutos a 1400 g e contadas em camara de Newbauer.
Posteriormente a contagem, as células foram distribuidas em sextuplicatas em placas de
24 pocos na concentracdo de 1x10* células/cm? para realizagdo de anélise de viabilidade
celular pelo teste do MTT e atividade da fosfatase alcalina; em placas de 6 pocos na
concentracdo de 3x10* células/cm? para andlise da sintese de colageno, porcentagem de
area coberta por CTMs/campo, contagem de nédulos mineralizados e imunocitoquimica
para o receptor GPR54, sendo este ultimo teste realizado apenas com CTMs
indiferenciadas e o grupo controle ap6s 21 dias de diferenciacdo osteogénica. As células
também foram alocadas em quadruplicatas em garrafas T25 na concentracdo 25x10%
células/cm? para realizacdo de RT-PCR em tempo real. Nestes recipientes foram
distribuidos e definidos os quatro grupos experimentais a serem avaliados: controle e
Kp-10 nas concentra¢des de 0,01pg/mL, 0,05pug/mL e 0,1pg/mL. Apo6s 48 horas em
meio de cultivo de indiferenciacdo e obtencdo de 40% de confluéncia o meio
osteogénico passou a ser utilizado como meio de cultivo. Este consistiu de DMEM
acrescido de 10% de SFB (Gibco), antibiéticos e antifingicos [gentamicina 60mg/L,
penicilina 100U/mL, estreptomicina 10ug/mL e anfotericina B 250ug/L], alem de
suplementagdo com &cido ascorbico 50ug/mL, RB-glicerofosfato 10mM (Merck,

Germany) e dexametasona 10nM (Sigma). A kp-10 foi adicionada ao meio de cultivo
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osteogénico e foram realizadas trocas rotineiras do meio duas vezes por semana. As
células foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO; por sete, 14 e 21 dias para
realizacdo das andlises (REIS et al., 2015; MELO et al., 2020).

Teste de reducé@o do MTT em cristais de formazan

O teste de metabolismo celular foi realizado aos sete, 14 e 21 dias. Apos o descarte do
meio de cultura das placas de 24 pocos, foi acrescido 210 pL de meio de cultura
osteogénico com 10% de SFB, especifico para cada grupo, em cada poco. Foi, entéo,
acrescentado 170uL de MTT {brometo de [3-(4,5- dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difeniltetrazolio]} (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) (5mg/mL). As placas foram
incubadas por duas horas em estufa a 37°C e 5% de CO; e, apos este periodo, foi
observado a formacéo de cristais de formazan ao microscopio. Posteriormente, foram
acrescentados 210 pL de solucdo detergente SDS 10% HCI (Synth, S&o Paulo, SP,
Brasil), as placas foram incubadas overnight em estufa a 37°C e 5% de CO, e o
contelido da solucdo obtida foi transferido para placas de 96 pocos (100pL/pogo),
formando duplicatas de cada um dos 24 pocos. A leitura foi realizada em
espectrofotométro com detector de leitura para comprimento de onda de 595nm (LU et
al., 2008; SU et al., 2013; REIS et al., 2015; MELO et al., 2020).

Avaliagdo da Atividade de Fosfatase alcalina

A avaliacdo da atividade de fosfatase alcalina foi realizada aos sete, 14 e 21 dias. Os 24
pocos das placas foram lavados com PBS 0,15M estéril (Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil) e
cada pogo foi acrescido de 200pL de solugédo de BCIP/NBT, sendo 1mL de NBT (nitro-
blue tetrazolium chloride) e 1ml de BCIP (5-bromo-4-chloro-3 - indolylphosphate p-
toluidine salt) (Invitrogen, Camarilho, CA, USA) acrescidos de 8ml de PBS 0,15M
(Synth, S&o Paulo, SP, Brasil). As placas foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de
CO; por duas horas e, entdo, foram acrescentados 200 pL de solucdo detergente SDS
10% HCI (Synth, Séo Paulo, SP, Brasil). Apos incubacéo overnight em estufa a 37°C e
5% de CO,, o sobrenadante da solucéo obtida foi transferido para placas de 96 pocos
(100pL/poco), formando duplicatas de cada um dos 24 pocos, e a leitura foi realizada
em espectrofotométro com detector de leitura para comprimento de onda de 595nm
(REIS et al., 2015; MELO et al., 2020).
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Sintese de Colageno

A avaliacdo da sintese do colageno foi realizada aos sete, 14 e 21 dias. Cada poco, das
placas de seis pogos, foi lavado com PBS 0,15M (Synth, S&o Paulo, SP, Brasil) e foi
acrescido 4mL de solugdo de Bouin (Merk, Germany). As placas foram incubadas por
duas horas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Posteriormente, 0os pogos foram lavados
durante 15 minutos com agua corrente, e apds secagem foi acrescentado 2ml de Sirus
Red (Reagent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). As placas foram mantidas por 30 minutos em
temperatura ambiente e o corante foi removido. Os pogos foram, entdo, lavados duas
vezes com solucdo de 0,01N de HCI (Synth, Sao Paulo, SP, Brasil) e foi adicionado 300
uL de NaOH 0,5M (Synth, Sao Paulo, SP, Brasil). Apo6s incubacdo por 30 minutos em
temperatura ambiente, a solucdo obtida foi transferida para placas de 96 pocos
(100pL/pogo), formando duplicatas de cada poco, e a leitura foi realizada em
espectrofotométro com detector de leitura para comprimento de onda de 540nm (REIS
et al., 2015; MELO et al., 2020).

Porcentagem de area coberta por CTMs/campo

A avaliacédo da porcentagem de &rea coberta por CT Ms/campo foi determinada aos sete,
14 e 21 dias. As placas de seis pogos com laminula de 22 x 22 mm, foram lavadas com
PBS0,15M (Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil) e fixadas em paraformaldeido a 4% (Synth,
Sdo Paulo, SP, Brasil) por 24 horas. Apos a fixacdo, as placas foram coradas pela
coloracdo de hematoxilina-eosina (H&E). A porcentagem de CT Ms/campo foi realizada
através da andlise de 30 campos utilizando a objetiva de 10x, com o auxilio de uma
graticula de 121 pontos, sobreposta a seccdo citologica (REIS et al., 2015; MELO et al.,
2020).

Avaliacdo da sintese de ndédulos mineralizados

A avaliagdo de nddulos mineralizados foi determinada aos 21 dias. As placas de seis
pog¢os com laminula de 22 x 22 mm, foram lavadas com PBS 0,15M (Synth, Séo Paulo,
SP, Brasil) e fixadas em paraformaldeido a 4% (Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil) por 24
horas. Apos a fixacdo, as placas foram coradas pela técnica de Von Kossa. Para esta
coloracéo, as placas e laminulas foram lavadas em &gua destilada com posterior adi¢do
de solucdo de nitrato de prata 5% (Synth, S&o Paulo, SP, Brasil). Ap0s esse
procedimento aos pocos foram mantidos expostos a luz (lampada de 100 watts), pelo
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periodo de duas horas. Posteriormente, os pogos foram lavados com &gua corrente e 0
nitrato de prata residual foi neutralizado com a adicdo de tiossulfato de sodio a 5%
(Synth, Séo Paulo, SP, Brasil). As laminulas foram contra coradas com eosina. A
contagem dos nodulos mineralizados foi realizada através da analise de 30 campos
utilizando a objetiva de 10x, com o auxilio de uma graticula de 121 pontos, sobreposta a
seccdo citoldgica (REIS et al., 2015; MELO et al., 2020).

RT- PCR em tempo real

A expressdo dos transcritos génicos para colageno tipo |, osteocalcina, osteopontina,
sialoproteina dssea, Runx-2 e BMP-2 foi avaliada através da técnica de RT-PCR em
tempo real. A média e o desvio padrdo foram determinados em quadruplicata para cada
grupo experimental. As células cultivadas em garrafas T25 tiveram seu RNA extraido
através da utilizacdo de Trizol (Gibco, Gran Island, NY) de acordo com as instrugdes do
fabricante. 1 pg de RNA foi convertido em cDNA por meio de um termociclador Smart
Cycler 11 (Cepheid) utilizando-se o kit Superscript IV VILO™ Master Mix (11756050;
Thermofisher). O cDNA sintetizado foi amplificado nas reagdes subsequentes de gPCR
utilizando-se SYBR Green (kit Platinum® SYBR® GREEN gqPCR SuperMix-UDG;
11733038 Thermofisher) no equipamento Applied Biossystems 7.500 com 0s seguintes
parametros: 45 ciclos de 15 s a 95°C e 30sa 60°C. No final de cada ensaio, os dados de
fluorescéncia foram analisados para obtencdo de valores CT. A expressdo génica foi

2°28Ct onde os valores das amostras foram calculados em

calculada utilizando o método
relacdo a valores de GAPDH Ct. Os iniciadores foram delineados com base na
sequéncia do mRNA rattus norvergicus. Os primers especificos usados estdo

demonstrados na tabela 1.
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Tabela 1. Lista de genes e iniciadores para RT-PCR em tempo real

Gene Iniciadores (seqiiéncias de nucleotideos 5’ a 3”) N° acesso

GAPDH foward: CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA NM 002046
reverse: GGCATGGACTGTGGTCATGA

Colageno tipo | foward: GCAAGGTGTTGTGCGATGACG NM 000088
reverse: GGGAGACCACGAGGACCAGAG

BMP-2 foward: TAGTGACTTTTGGCC ACGACG NM_017178
reverse: GCTTCCGCTGTTTGTGTITTG

Sialoproteina 6ssea  foward: TGTCCTTCTGAACGGGTTTC NM_ 012587.2
reverse: CTTCCCCATACTCAACCGTG

Osteocalcina foward: CATCTATGGCACCACCGTTT NM_013414.1
reverse: AGAGAGAGGGAACAGGGAGG

Osteopontina foward: ATCTCACCATTCCGATGAATCT AB001382
reverse: TCAGTCCATAAGCCAAGCTATCA

Runx-2 foward: GCGTCAACACCATCATTCTG NM_004348
reverse: CAGACCAGCAGCACTCCATC

Imunocitoquimica para o receptor GPR54

Para a realizagdo da imunocitoquimica foram cultivadas em laminulas de 22 x 22 mm
estéreis CTMs indiferenciadas em placa de seis pogos com meio de cultura composto
apenas por DMEM acrescido de 10% do SFB, e CTMs cultivadas em meio de
diferenciacdo osteogénico pelo periodo de 21 dias. Foi utilizado o anticorpo anti-GPR54
na diluicho de 1:50 por meio da técnica da estreptavidinabiotina-peroxidase
(Streptavidin Peroxidase, Lab Vision Corp., Fremont, CA, USA).

Apds 21 dias, as laminulas com as células aderidas foram fixadas em alcool 70% por 24
horas. Posteriormente, foram lavadas em agua corrente e em PBS 0,15M (Synth, Sao
Paulo, SP, Brasil) por um periodo de 5 minutos. Apds este periodo, elas foram
submetidas ao soro bloqueio peroxidase, composto por 6ml de agua oxigenada e 194ml
de metanol, pelo periodo de 30 minutos, em temperatura ambiente, protegidas de luz.
Posteriormente, foi utilizado soro bloqueio do kit (Ultra vision Block, Lab Vision Corp.,
Fremont, CA. USA) e as laminulas foram incubadas em camara umida, em temperatura
ambiente por 30 minutos, periodo apos o qual foi adicionado o anticorpo anti-GPR54,
mantendo-as em camara Umida sob refrigeracdo, overnight. No controle negativo o
anticorpo primario foi substituido por PBS 0,15M (Synth, Sdo Paulo, SP, Brasil). No
dia seguinte, o anticorpo secundario (Biotin Goat, Lab Vision Corp., Fremont, CA.

USA) foi incubado pelo periodo de 45 minutos e a estreptovidina-peroxidase



41

(Streptavidin Peroxidase, Lab Vision Corp., Fremont, CA, USA) pelo periodo de 30
minutos. O cromogeno utilizado foi a diaminobenzidina (DAB Substrate system, Lab
Vision Corp., Fremont, CA. USA) pelo periodo de 60 minutos. As laminulas foram
contra-coradas com hematoxilina. Foi realizada andlise qualitativa das células, quanto a
presenca ou auséncia de marcacao para o receptor GPR54.

Analise Estatistica

O delineamento foi inteiramente ao acaso e para cada variavel foram determinados a
média e o desvio padrdo. Foi realizada ANOVA e comparacdo das médias pelo teste
Student Newman Keuls (SNK) (Instat, version 3.00, 32 Win 95/NT; GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Diferencas foram consideradas significativas se
p<0,05 (Sampaio, 1998).

RESULTADOS

Caracterizacao fenotipica de CTMs por analise de FACS

A caracterizacdo fenotipica das CTMs da MO indicou que 97,81% das celulas nédo
apresentaram expressao para CD45. Entretanto houve expressdo para CD73, CD54, e
CD90 em 91,96%, 95,12%, e 88,57% das células, respectivamente.

Teste de reducdo do MTT em cristais de formazan

Aos sete dias todos os grupos tratados com Kp-10 (0,01, 0,05 e 0,1ug/mL) apresentaram
um decréscimo significativo do MTT em cristais de formazan, em comparagao ao grupo
controle. Aos 14 dias os grupos tratados com Kp-10 nas concentragdes de 0,05 e
0,1pg/mL apresentaram um decréscimo significativo do MTT em cristais de formazan,
em comparacgdo ao grupo controle. Ja aos 21 dias os grupos tratados com Kp-10 nas
concentragcbes de 0,01 e 0,1ug/mL apresentaram um decréscimo significativo do MTT
em cristais de formazan, em comparacdo ao grupo controle (Figura 3).
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Redugao do MTT
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Figura 3. Reducdo do MTT em cristais de formazan (média + desvio padrdo) em culturas de CTMs dos
grupos controle (CON) e tratados com Kp-10 (KISS) nas concentracBes de 0,01, 0,05 e 0,1pg/mL
cultivadas em meio de diferenciagdo osteogénico aos sete, 14 e 21 dias. *p<0,05 ** p <0,01 *** p <0,001.

Avaliacéo da atividade da Fosfatase Alcalina

Aos sete dias, os grupos tratados com Kp-10 nas concentragdes de 0,01 e 0,1 pg/mL
apresentaram atividade da fosfatase alcalina significativamente menor em comparagéo
ao grupo controle. Aos 14 e 21 dias, todos os grupos tratados com Kp-10 (0,01, 0,05 e
0,1ug/mL) apresentaram atividade da fosfatase alcalina significativamente menor em
comparagédo ao grupo controle, sendo esse efeito concentragdo-dependente (Figura 4).



43

FOSFATASE ALCALINA
_ _l . I E3 T3 I ** K
0'4 H I***I I***I
H —i]
£ (| H I CON
8 o0.3- - E KISS 0,01 ng/ mL
3= T - M KISS 0,05 ug / mlL
Bo s i Bl KISS 0,1 ug/mL
g B 0.2 :.:: Il
=8 o
< b
S 0.1 =
< :E:E;
.l::i
0.0- q —1,
14 21
Tempo (dias)

Figura 4. Atividade da fosfatase alcalina (média + desvio padrdo) de culturas de CTMs dos grupos
controle (CON) e tratados com Kp-10 (KISS) nas concentragfes de 0,01, 0,05 e 0,1pg/mL cultivadas em
meio de diferenciagcdo osteogénico aos sete, 14 e 21 dias. *p<0,05 ** p <0,01 *** p <0,001.

Sintese de Colageno

Aos sete dias, 0s grupos tratados com Kp-10 nas concentragdes de 0,01 e 0,1 pg/mL
apresentaram sintese de colageno significativamente menor em comparagdo ao grupo
controle. Aos 14 dias, o grupo tratado com Kp-10 na concentracdo de 0,05pg/mL
apresentou sintese de colageno significativamente maior em compara¢do ao grupo
controle, enquanto a concentracdo de 0,1ug/mL apresentou um decréscimo significante
da sintese de colageno. Aos 21 dias apenas a concentracdo de 0,1 pg/mL apresentou
uma diminuicdo significativa na sintese de colageno em relacdo ao grupo controle
(Figura 5).
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Figura 5. Sintese do colageno (média + desvio padrao) de culturas de CTMs dos grupos controle (CON) e
tratados com Kp-10 (KISS) nas concentragdes de 0,01, 0,05 e 01pg/mL cultivadas em meio de
diferenciagdo osteogénico aos sete, 14 e 21 dias. *p<0,05 ** p <0,01 *** p <0,001.

Porcentagem de area coberta por CTM/campo

Aos sete dias, foi observada uma reducéo significativa na porcentagem de area coberta
por CT Ms/campo em todos os grupos tratados com Kp-10 (0,01, 0,05 e 0,1ug/mL) em
comparagdo com o grupo controle. Aos 14 dias, foi observado uma reducao signifitiva
na porcentagem de area coberta por CTMs/campo nos grupos tratados com Kp-10 nas
concentracdes de 0,05 e 0,1pg/mL, em comparacdo com o grupo controle. No entanto,
aos 21 dias, ndo foi observada diferenca significativa na porcentagem de area coberta
por CTMs/campo dos diferentes grupos tratados com Kp-10 em comparagdo com o

grupo controle (Figura 6).



45

| —— I CON

' ' B KISS 0,01 ug / mL
0 KISS 0,05 ug/ mL
B KISS 0,1 ug/ mL

o S e e e
e

T
14

Porcentagem de area coberta por CTM/campo

Tempo (dias)

CTMs/campo 7 dias

CTMs/campo 14 dias

CTMs/campo 21 dias

Figura 6. Porcentagem de 4area coberta por CTM/campo (média * desvio padrdo) (acima) e
fotomicroscopia das CTMs coradas em hematoxilina e Eosina (abaixo) em culturas de CTMs dos grupos
controle (A, E, I) e tratados com Kp-10 nas concentracGes de 0,01 (B, F, J), 0,05 (C, G, K) e 0,1pg/mL
(D, H, L) cultivadas em meio de diferenciacdo osteogénico aos 7, 14 e 21 dias. Bar: 58,5 pm. *p<0,05 **
p <0,01.
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Contagem de nddulos mineralizados

Aos 21 dias, houve um decréscimo significativo na contagem de nddulos mineralizados
de todos os grupos tratados com Kp-10 em comparacdo com o grupo controle. Este
decréscimo foi concentracdo-dependente, sendo o grupo em que foi administrada a
maior concentracdo de Kp-10 (0,1ug/mL) o que apresentou menor contagem de nodulos

mineralizados (Figura 7).
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Figura 7. NUmero de nddulos mineralizados/campo (média * desvio padrdo) (acima) e fotomicroscopia
do ensaio de VVon Kossa (abaixo) em culturas de CTMs dos grupos controle (A) e tratados com Kp-10 nas
concentracdes de 0,01 (B), 0,05 (C) e 0,1pg/mL (D) cultivadas em meio de diferencia¢fo osteogénico aos
21 dias. Bar: 58,5 pm. ** p <0,01.



47
Avaliacao da expressao de transcritos génicos por RT-PCR em tempo real

Aos 21 dias, observou-se que todos os grupos tratados com Kp-10 apresentaram
declinio significativo na expressdo de transcritos génicos para colageno tipo |,
osteocalcina, osteopontina e Runx-2 em comparagdo com o grupo controle. N&do houve
diferenca significativa no transcrito génico sialoproteina éssea em nenhum dos grupos
tratados com Kp-10 em relacdo ao grupo controle. Com relacdo ao transcrito génico
BMP-2 diferentemente do observado nos demais genes, os grupos tratados com Kp-10

nas concentracdes de 0,05 e 0,1ug/mL apresentaram aumento significativo em sua
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expressdo quando comparado ao grupo controle (Figura 8).

Figura 8. Comparacdo da quantificacdo relativa (média = desvio padrdo) dos transcritos génicos para
Runx-2, colageno tipo |, osteocalcina, osteopontina, BMP-2 e sialoproteina dssea pela técnica de gRT-
PCR em culturas de CTMs dos grupos controle (CON) e tratados com Kp-10 (KISS) nas concentragdes
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de 0,01, 0,05 e O,lpyg/mL cultivadas em meio de diferenciacdo osteogénico aos 21 dias. *p<0,05 ** p
<0,01 *** p <0,001.

Imunocitoquimica para o receptor GPR54

Aos 21 dias, foi observada marcacdo pelo anticorpo anti-GPR54 nas CTMs apds
diferenciacdo osteogénica, diferentemente do observado nas CTMs indiferenciadas, nas

quais ndo houve marcacéo (Figura 9).

P DIFERENCIACAO OSTEOGENICA DE
CELULAS TRONCO INDIFERENCIADAS CELULAS TRONCO

Figura 9. Imunocitoquimica com auséncia de marcagéo do receptor GPR54 nas CTMs indiferenciadas (A)

e marcacao do receptor GPR54 nas CTMs apds diferenciacido osteogénica (B). Bar: 23,64 pm.
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Tabela 2. Resumo dos efeitos da kisspeptina nas concentragbes de 0,01, 0,05 e
0,1ug/mL na reducdo do MTT, atividade da fosfatase alcalina (ALP), sintese de
colageno, porcentagem de CTMs por campo, contagem de nédulos mineralizados e na
expressdo génica de Runx-2, colageno tipo I, osteocalcina, osteopontina, BMP-2 e

sialoproteina 6ssea em comparagdo com o grupo controle.

Concentracgdes KP-10 de 0,01 pg/ml KP-10 de 0,05 pg/ml KP-10 de 0,1 pg/ml
Dias 7 14 21 7 14 21 7 14 21
Reducdo do MTT ! ! ! ! l ! !
Atividade ALP ! ! ! ! L ! ! !
Sintese de Colageno 1 1 l ! 1
(%) CTMs/campo 1 ! ! ! l

Nodulos mineralizados 1 ! l
Runx-2 ! l . 1
Colageno tipo | 1 ! . 1
Osteocalcina 1 ! . 1
Osteopontina ! ! . !
BMP-2 0 . 1
Sialoproteina dssea

DISCUSSAO

Estudos anteriores demonstraram que a Kp-10 é capaz de atuar em diferentes sistemas
entre eles o nervoso e o reprodutor (KOTANI et al, 2001; MILLAR & NEWTON,
2013; HERBISON, 2016). Porém seus efeitos e mecanismos de acdo no sistema

esquelético permanecem pouco compreendidos.

Os resultados do presente estudo sdo inéditos e interessantes, pois observou-se um
efeito direto negativo da Kp-10 nas concentragcdes de 0,01; 0,05 e 0,1 pg/mL, que
equivalem a 7,67; 38,35 e 76,7nM, respectivamente, sobre a diferenciacdo osteogénica
de CTMs extraidas da MO de ratas adultas. Esse efeito foi observado em todas as
concentracfes utilizadas e de forma concentracdo-dependente, caracterizado pela
diminuicdo da atividade da fosfatase alcalina, da sintese de colageno, de nddulos
mineralizados e pela diminuicdo da expressdo de transcritos génicos para colageno tipo
I, osteocalcina, osteopontina e Runx-2.
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Diferentemente do presente trabalho, outros pesquisadores observaram efeitos positivos
da Kp-10 in vitro sobre a diferenciacdo neuronal de células tronco embrionarias da
linhagem R366.4 de macaco rhesus (HUMA, et al, 2013; 2017) e sobre a diferenciacéo
osteogénica de CTMs da linhagem C3H10T 1/2 de camundongos (SON et al., 2018). No
entanto, nesses trabalhos foram utilizadas concentracfes elevadas de Kp-10 (100 nM e
50 uM) por curto periodo (24-72 horas). Além disso, é importante ressaltar que foram
utilizadas células de embrides de macacos e camundongos, diferente do presente

trabalho onde foram utilizadas CTMs de ratas adultas.

GOLZAR e colaboradores em 2015 mostraram que Kp-10 nas concentragdes de 10, 100
ou 500 nM apresenta efeitos na migracdo de CTMs modulando a progressao tumoral e
que esse efeito in vitro e in vivo pode ser positivo ou negativo, dependendo da
concentracdo de Kp-10 administrada. Neste estudo os pesquisadores observaram que a
maior concentracdo de Kp-10 (500 nM) reduziu a migracdo de CTMSs, enquanto,
concentracfes menores (10 e 100 nM) estimularam a migracéo e a progressao tumoral
provavelmente através de diferentes efeitos na expressdo de CXCR4. Em nosso estudo,
concluimos que o efeito in vitro direto na Kp-10 em baixas concentragdes inibe a
diferenciacdo osteogénica de CTMs e pode ser distinto daquele observado em

concentragOes mais elevadas como demonstrado por outros pesquisadores.

No nosso estudo, a caracterizacdo fenotipica das células extraidas da MO demonstrou
que estas apresentaram caracteristicas semelhantes e compativeis com a de CTMs
segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular, ou seja, expressaram CD54,
CD73, CD90 e quase ndo expressaram CD45 (PITTENGER et al., 1999; SCHAFFLER
& BUCHLER, 2007). Além disso, apresentaram capacidade de adesdo a superficie
plastica das garrafas de cultivo, apresentaram aspecto fibroblastide quando
indiferenciadas e se diferenciaram em osteoblastos quando cultivadas em meio para
diferenciacdo osteogénica. Esse conjunto de caracteristicas permitiram comprovar a

pureza da cultura de CTMs.

Apobs determinar a pureza das CTMS estas foram cultivadas em meio osteogénico para
estimular sua diferenciacao, que foi avaliada por meio de parametros como atividade de
fosfatase alcalina, expressao de genes como Runx-2 e sintese e mineralizacdo da matriz

extracelular. Além desses parametros as células também foram avaliadas com relagéo a
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celularidade e viabilidade celular pela porcentagem de células ap6s a
diferenciacdo/campo e ensaio de reducdo do MTT em cristais de formazan,
respectivamente.

Nos ensaios de reducdo do MTT em cristais de formazan, as células de todos 0s grupos
tratados com Kp-10 apresentaram menor reducdo em pelo menos dois dos periodos de
andlise do cultivo. A reducdo do MTT em cristais de formazan é um ensaio que avalia a
viabilidade celular por meio da atividade enzimatica da succinato desidrogenase
presente em mitocondrias de células viaveis (ALTMAN, 1976; HOLT et al., 1987). Mas
este ensaio sofre influéncia da celularidade da cultura. Sendo assim, ndo se pode afastar
a possibilidade da reducdo de MTT em cristais de formazan nos grupos tratados com
Kp-10 aos 7 e 14 dias ter sido influenciada pela reducéo da celularidade. HUMA e
colaboradores, 2013, verificaram que Kp-10 em diferentes concentra¢es (0,1, 1,0, 10,0
e 100 nM) diminui o namero de células embrionarias da linhagem R366.4 sugerindo um
papel antiproliferativo no crescimento dessas células. Este resultado sugere que o
tratamento com a Kp-10 inibe o crescimento celular nos periodos iniciais da
diferenciacdo osteogénica das CTMs. Aos 21 dias, 0s grupos tratados com Kp-10 nas
concentracdes de 0,01 e 0,1ug/mL apesar de ainda apresentarem menor reducdo do
MTT em cristais de formazan, ja ndo apresentavam diferenca na porcentagem de
células/area em comparagdo ao grupo controle. Essa reducdo do MTT pode ser
explicada pela menor atividade dessas células que demonstraram uma diminuicdo da
diferenciacdo osteogénica em relacdo ao controle como por exemplo na analise dos

nddulos mineralizados.

A contagem de nddulos mineralizados aos 21 dias apresentou decréscimo em todos 0s
grupos tratados com Kp-10 em comparagdo com o controle de forma concentragéo-
dependente. Além disso também houve diminuicdo da atividade da fosfatase alcalina, da
sintese de colageno e diminuigdo da expressdo de transcritos génicos para colageno tipo
I, osteocalcina, osteopontina e Runx-2. Estes resultados indicam que, nas concentragfes
testadas, a Kp-10 atuou de forma negativa na diferenciagdo das CTMs em osteoblastos.

Durante a osteogénese, hd aumento na expressao de genes e na producdo de proteinas
especificas que funcionam como sinalizadores para esse processo. A sintese de colageno

tipo | € um dos eventos iniciais na via de diferenciacdo osteoblastica, que por sua vez
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induz a expressao de importantes fatores de transcricdo como o Runx-2 e a fosfatase
alcalina (XIAO et al., 1998; AUBIN, 2001).

O Runx-2 é expresso em altos niveis pelas células osteoprogenitoras (KIM et al., 1999;
TAKEDA et al., 2001; VAES et al., 2006) bem como, em osteoblastos (DUCY et al.,
1997). Estudos tem demonstrado a importancia da atividade transcricional do Runx-2 na
regulacdo de genes in vivo e in vitro. Estes genes pertencem principalmente ao grupo
das proteinas da matriz extracelular Ossea, tais como osteopontina, osteocalcina,
sialoproteina 6ssea bem como os fatores de crescimento e seus receptores como a
osteoprotegerina e 0 TGF, entre outros (DUCY et al., 1997; JAVED et al., 2001; KERN
etal., 2001; STOCK etal., 2004; TAKAGI et al., 2004; VAES et al., 2006; MOIOLI et
al., 2007). A proteina morfogenética 6ssea (BMP-2) também tém sido implicada no
processo regulador osteogénico devido as suas atividades mitogénicas e de
diferenciacdo. Dentre elas, a BMPs-2 é considerada osteoindutora, promovendo o
aumento da formacdo de nodulos mineralizados e do teor de célcio em culturas in vitro
(LUU etal., 2007). Dessa forma, a avaliagdo desses fatores é muito importante durante
0 processo da diferenciacdo osteogénica.

No presente estudo, aos sete dias de cultivo, o tratamento com Kp-10 nas concentragdes
de 0,01 e 0,1 pg/mL acarretou menor atividade da fosfatase alcalina em comparacéo ao
controle. Aos 14 e 21 dias, todos os grupos tratados com Kp-10 (0,01, 0,05e 0,1pg/mL)
apresentaram atividade da fosfatase alcalina menor, sendo esse efeito concentracdo-
dependente.

A expressdo da fosfatase alcalina também tém sido relacionada com as isoformas de
Runx-2 (HARADA et al., 1999). A fosfatase alcalina 6ssea pode ser encontrada ligada
as proteinas de superficies dos osteoblastos (Thy-1 e N-CAM) por meio de ligacbes
covalentes com complexos lipidicos de fosfoinositol na membrana plasmaética,
sugerindo seu envolvimento nas sinalizagdes transmembrana. Além disso, a fosfatase
alcalina pode ser encontrada livre na matriz mineralizada (AUBIN, 2001; CLARKE,
2008), sendo sua fungdo a de aumentar as concentracdes locais de fosforo, remover os
inibidores do crescimento dos cristais de hidroxiapatita ou modificar as fosfoproteinas
para controlar a sua capacidade de atuar como nucleadores. A fosfatase alcalina também
tem sido associada a regulacdo da proliferacdo, migracdo e diferenciacdo de células da

linhagem osteoblastica, sendo considerada um marcador precoce da diferenciacdo
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osteogénica (HUI et al., 1996; BRUDER et al., 1998; PAYUSHINA et al., 2006). Dessa
forma, os resultados obtidos no presente estudo séo sugestivos de que houve diminuicédo
na diferenciagdo osteogénica precoce de maneira crescente e concentracdo-dependente,
ou seja, quanto maior a concentracdo de Kp-10 adicionada ao meio de cultura, menor a
atividade da fosfatase alcalina.

Aos 21 dias, observou-se que todos os grupos tratados com Kp-10 apresentaram
declinio na expressdo de transcritos génicos ndo s6 para Runx-2, mas também para o
colageno tipo I, osteocalcina e osteopontina em comparagdo com o grupo controle, além
disso a maior concentracdo de Kp-10 também promoveu uma diminuicdo da sintese de
colageno na matriz.

O Runx-2 é um fator essencial para regulacdo das proteinas colagénicas e nao
colagénicas, por isso sua reducdo esta intimamente relacionada a reducdo dos demais
parametros. As proteinas ndo colagénicas aparecem em diferentes estagios do processo
de formacdo e mineralizacdo da matriz 6ssea, sendo a osteopontina e a sialoproteina
0ssea consideradas marcadores precoces e a osteocalcina marcador tardio da
diferenciacdo osteogénica (DELANY et al., 2003; GERICKE et al., 2005; AKSU et al.,
2008; KARAOZ et al., 2009). No presente estudo a Kp-10 estd afetando tanto os
marcadores precoces quanto tardios da diferenciagdo osteogénica.

A osteopontina e a sialoproteina dssea sao consideradas proteinas multifuncionais, pois
estdo envolvidas na adesdo, na proliferacdo e migracdo celular além do controle da
mineralizacdo (NANCI et al., 1999; SODEK et al., 2000; DONZELLLI et al., 2007). A
osteopontina é expressa durante o periodo de proliferacdo celular e no inicio da
mineralizacdo (ZOHAR et al., 1998), promovendo a precipitagdo prematura dos cristais
de fosfato de célcio na matriz colagénica (DOI et al., 1992). Ja a sialoproteina Gssea é
expressa por osteoblastos recém diferenciados (GANSS et al., 1999) e esta presente na
matriz 6ssea mineralizada (HEINEGARD & OLDBERG, 1989). A osteocalcina, que é
encontrada mais tardiamente no decorrer do processo de mineralizacdo 6ssea (PRICE et
al., 1976; ROACH, 1994; AKSU et al., 2008), caracteriza-se por ser uma proteina que
promove a mineralizacdo 6ssea por meio da regulacdo do crescimento dos cristais de
hidroxiapatita. Essa proteina é expressa apenas pelos osteoblastos maduros durante o
processo de sintese da matriz 6ssea (STEIN & LIAN, 1993; AUBIN et al., 1996). A
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reducdo dessas proteinas in vitro reflete no produto final da diferenciacdo que é a
producdo dos noédulos mineralizados, como observamos houve reducdo de nddulos em
todas as concentragdes de Kp-10.

A avaliacdo dos genes relacionados com a diferenciagdo osteogénica por RT-PCR em
tempo real permite a quantificacdo destes genes nos diferentes grupos testados,
demonstrando quais genes foram estimulados ou suprimidos com a adi¢do da Kp-10.
Diferentemente do observado para 0s outros genes, o gene BMP-2, apresentou aumento
em sua expressdo em todos o0s grupos tratados com Kp-10, quando comparados ao
grupo controle, de forma concentragcdo-dependente. Este resultado sugere que a Kp-10
foi capaz de estimular a expressdo de BMP-2, enquanto suprimiu 0S outros genes

testados.

SON e colaboradores, 2018, demonstraram que 0 Kp-10 em concentrages elevadas (50
HUM) estimulam a diferenciacdo de osteoblastos por meio da expressdo e ativacdo de
BMP2 mediada por NFATc4. O fator de transcricdo NFATc4 estaria envolvido na
regulacdo da transcricdo de BMP2, sendo que a ativagcdo de GPR54 por Kp-10 levaria a
ligacdo de NFATc4 ao promotor BMP2. E o efeito autocrino do BMP2 aumentaria a

diferenciacdo osteogénica por meio da fosforilagdo de Smad 1/5/9.

Em culturas de CTMs, as BMPs sdo capazes de estimular a diferenciacdo osteogénica
(SHEA et al 2003; RICKARD et al 1994). Estas proteinas formam uma rede complexa
na qual a BMP-2 ¢ indicada como mediadora precoce desta diferenciacdo, além de
possivelmente atuar como reguladora central desta rede (EDGAR et al, 2007). Mesmo
sendo essencial, o estimulo isolado de BMP-2 ndo foi suficiente para aumentar a
diferenciacdo osteogénica nos grupos em que a Kp-10 foi adicionada ao meio de
cultura. Isto pode ter ocorrido devido a acdo complexa desta rede de proteinas.
Acreditamos que a diminuigdo na expressdo do gene Runx-2 tenha impedido uma agéo
positiva de BMP-2 na diferenciacdo. Este gene corresponde a um fator de transcricdo
essencial para a diferenciagcdo osteogénica e atua de forma complementar e a jusante das
BMPs (YANG et al 2003). A diminui¢cdo do Runx-2 pode estar diretamente relacionada
a supressao do estimulo da diferenciacdo osteogénica pela Kp-10 nas CTMs. Assim
como a proteina BMP-2, o Runx-2 também tem efeitos positivos na diferenciacéo
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osteogénica de CTMs, quando adicionada ao meio de cultura, sendo que os efeitos do

Runx-2 foram descritos como sendo mais especificos (ZHANG et al 2006).

E para finalizar foi realizada a imunocitoquimica para o marcador de membrana GPR54
que é o marcador para receptor de Kissl e através do qual a Kp-10 se liga para atuar em
diversos tipos celulares do organismo. A partir da imunocitoquimica verificamos a
presenca deste marcador nas células apds diferenciacdo osteogénica, diferentemente das
CTMs indiferenciadas, que n&do apresentaram esta marcagdo. Com este resultado,
podemos inferir que a presenca do receptor GPR54 se da durante a diferenciacéo
osteogénica das CTMs, demonstrando o possivel meio através do qual a Kissl possa
atuar nas células de origem osteogénica. HUMA e colaboradores, 2013 observaram que
a expressdo do receptor GPR54 foi aumentando durante a diferenciacdo neuronal de
células tronco embrionérias. Além disso, SON e colaboradores observaram que Kp-10
em concentracBes elevadas (50 puM) estimula a diferenciacdo osteogénica, porém
quando as células eram GPR54 " houve supressdo da diferenciacdo, mostrando que a
Kp-10 promoveu esses efeitos através desse receptor.

Com a realizagdo do presente estudo conseguimos inferir que as CTMs durante a
diferenciacdo osteogénica apresentam receptor GPR54 ao qual Kp-10 se liga e através
desse receptor nas concentragdes testadas, ela apresenta efeito negativo sobre a
osteogénese in vitro, caracterizado pela diminuicdo da atividade da fosfatase alcalina, da
sintese de colageno, de nddulos mineralizados e pela diminuicdo da expressao de

transcritos génicos para colageno tipo I, osteocalcina, osteopontina e Runx-2.
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