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RESUMO

A descoberta das células tronco adultas tornou possivel a sua aplicacao
clinica em protocolos de medicina regenerativa e de engenharia de tecidos para a
reparacdo de orgados danificados ou pouco funcionais. Neste sentido, séo
conhecidas muitas fontes diferentes de células tronco adultas, entre elas o tecido
epitelial, o tecido muscular e a medula 6ssea. Recentemente, o tecido adiposo
adulto foi reconhecido como uma fonte alternativa, acessivel e rica em células
tronco mesenquimais (MSCs), também denominadas de células tronco derivadas
do tecido adiposo (hADSCs). As hADSCs sao as células tronco adultas que
apresentam a maior plasticidade, e sédo facilmente isoladas pela caracteristica de
aderéncia a substratos plasticos. Sob condi¢cdes especificas de cultivo, as
hADSCs podem diferenciar-se em células precursoras osteoblasticas. Dentre as
proteinas necessérias para a diferenciacdo das hADSCs, o papel do complexo
minichromosome maintenance (MCM) ndo € muito bem conhecido. A proteina
MCM2 é parte do complexo MCM, fazendo parte do complexo pré-replicativo (pre-
RC). Em células proliferativas, o gene MCM2 apresenta alta expressédo, sendo
que o seu produto génico estéa relacionado com os mecanismos de reparacao de
DNA. Sendo assim, analisamos as mudancas na expressdo do gene MCM2
durante a osteodiferenciacdo das hADSCs em diferentes meios de cultura,
contendo BMP-4 ou OM. Os genes relacionados com a osteodiferenciacdo, como
osteocalcina (OC), osteopontina (OP) e fosfatase alcalina (ALP) foram analisados

por RT-PCR, por PCR em tempo real e citoquimica. Os dados obtidos pelas



técnicas citoquimicas e de biologia molecular indicaram uma diminuicdo da
expressdo do gene MCM2 durante a osteodiferenciacdo, que pode estar

relacionada com danos ao DNA ou senescéncia nas hADSCs.

Palavras chaves: células tronco derivadas do tecido adiposo (hADSCs),
complexo MCM2-7, diferenciagéo osteogénica.
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ABSTRACT

The discovery of adult stem cells is a promise field in regenerative
medicine and tissue engineering. There are many sources of adult stem cells
among which of whom are the skin, muscle and bone marrow. Currently, the
adipose tissue has been an alternative source of mesenchymal stem cells (MSCs),
termed human adipose-derived stem cells (hADSCs). The MSCs are the most
plastic adult stem cells known until now and are easily isolated by adherence in
plastic substrates. Under specifics conditions of culture hADSCs can be
differentiated in osteoblast cell precursors. Among proteins needed for hADSCs
differentiation, the roles of minichromosome maintenance (MCM) complex remains
poorly understood. The protein complex MCM2-7 is part of DNA pre-replicative
complex (pre-RC), being abundant in proliferating cells and involved in DNA repair
mechanisms. In this sense, the Mcm2 is essential for the activity of the MCM
complex. Thus, we analysed MCM2 gene expression changes during
osteoinduction by culturing hADSCs in different media containing BMP-4 or in
osteogenic medium. Genes related to osteodifferentiation, like osteocalcin (OC),
osteopontin (OP) and alkaline phosphatase (ALP) were analysed by molecular
and cytochemistry approaches during osteodifferentiation. Interestingly, we
observed a decrease in the MCM2 gene level osteoinduction of hADSCs in
osteogenic medium, which could be related to an increase in genome damage and
senescence in hADSCs.

KEYWORDS: adipose-derived stem cells (hADSCs), complex MCM2-7,

osteogenic differentiation.
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1 INTRODUCAO

1.1 As células-tronco

As células-tronco diferem das outras células sométicas por apresentarem:
(i) a caracteristica de auto renovacdo, mantendo-se como uma populacdo de
células indiferenciadas, (ii) a capacidade de gerar outra populacao tronco e (iii) a
capacidade de se diferenciarem em diversos tipos celulares. Quanto a capacidade
de diferenciacdo das células-tronco esta é conhecida tanto in vivo, para a
manutencao dos tecidos adultos e renovagao celular, como in vitro onde, sob
determinadas condi¢des de cultivo contendo fatores e proteinas especificas, estas
podem gerar populacbes de células diferenciadas de distintas origens
embrionarias ( ODORICO, 2001; ZAGO, 2006).

Existem basicamente dois tipos de células-tronco: as células-tronco
embrionarias e as células-tronco adultas ou somaticas. As células-tronco
embrionéarias sdo conhecidas como pluripotentes por terem a capacidade de gerar
todos os diferentes tipos celulares. Elas podem ser removidas da massa celular
interna do embrido, no 4° ou 5° dia apds a fecundacédo, no periodo em que é
denominado de blastocisto. Estas células retiradas da massa celular interna
podem ser cultivadas, tornando-se uma linhagem de célula-tronco embrionaria.
Também s&o conhecidos outros tipos de células pluripotentes, como as células
germinais embrionarias, encontradas em uma fase mais avangada do
desenvolvimento fetal (5° a 10° semana), e as celulas obtidas por transferéncia de

ndcleo somatico em adultos (ZAGO, 2006). Essas células tém a capacidade de



gerar os tecidos derivados dos trés folhetos embrionarios e, quando cultivadas em
condicbes apropriadas, essas dado origem a células que se proliferam e se
renovam indefinidamente (ODORICO et al., 2001).

As células-tronco adultas ou somaticas (encontradas em tecidos adultos)
sdo multipotentes, pois geram tipos celulares de uma ou mais linhagens mas néo
possuem a capacidade de constituir o organismo como um todo. A capacidade de
gerar tanto in vivo como in vitro diversos tipos celulares, bem como os
mecanismos envolvidos que modulam a diferenciacdo em um tipo celular
especifico, ainda sdo muito discutidos. O grau de “plasticidade” e a capacidade de
gerar outro tipo de tecido permanecem alvos de muitas discussdes e pesquisas
(VESCOVI, 2002; KOLF et al, 2007).

Sao muitas as fontes de células-tronco adultas. A fonte mais conhecida
gue ja vem sendo utilizada em transplantes ha algum tempo € a medula 6ssea.
Nela s@o encontradas as células-tronco hematopoiéticas reconhecidas por
apresentarem o marcador de superficie ou (CD- cluster of differentiation) CD34" e
CD201 e outros marcadores como FGFR (fibroblast growth factor receptor). Estas
sdo definidas pelo potencial para reconstituir todas as células da linhagem
hematopoiética e sustentar a producdo destas células por toda a vida do individuo
transplantado. As células-tronco hematopoéticas também s&o encontradas no
sangue de cordao umbilical, na placenta e no sangue periférico. O isolamento
dessas células é realizado pela coleta do material obtido da crista iliaca de um
doador, seguido de centrifugacdo deste material em gradiente de hipaque para

obtencdo de uma camada de células mononucleares onde se encontram as



células hematopoéticas e posterior cultivo destas células para transplante
(WOGNUM et al., 2003).

Verfaillie e seu grupo (REYES et al., 2001; JIANG et al., 2002) isolaram
uma populacdo de células mononucleares da medula 6ssea que, apos realizado
um transplante ou por meio de cultivo in vitro, apresentaram a capacidade de se
diferenciarem em tecidos mesodérmicos e também em endotélio e em
endoderma. Esta populacdo de células isoladas denominada MAPC (multipotent
adult progenitor cell), foi encontrada utilizando a técnica de exclusdo de células
CD45" e glicoforina A* e cultivadas em fatores de crescimento e soro fetal bovino
(REYES et al., 2001; JIANG et al., 2002).

Outros tipos de células-tronco sdo conhecidos, como as células-tronco
neuronais (ENCINAS, 2008); epiteliais (LIANG, 2002) do musculo esquelético,
também conhecidas como células satélites (PEAULT, 2007), do corddo umbilical
(KOGLER et al., 2004; BIEBACK et al., 2004) do liquido amniético (DE COPPI et

al., 2007) e de diversos outros tecidos.

1.2 A célula- tronco mesenquimal

Além das células tronco encontradas em quase todos os tipos de tecidos,
ainda existe um tipo de célula tronco multipotente encontrada em diversos tecidos
chamada de célula tronco mesenquimal (MSC - mesenchymal stem cell). O papel
biolégico destas células ndo estda completamente esclarecido, mas acredita-se
estar envolvido com uma reserva celular para manutencéo e reparo dos tecidos.

Pittenger et al. (1999) demonstraram primeiramente que MSCs derivadas da



medula 6ssea tém o potencial para diferenciar-se em linhagens adipogénica,
condrogénica e osteogénica utilizando gradiente de densidade em hipaque para
isolar as células, semearam em placas de cultura e removeram as células néao
aderentes. Na diferenciacdo condrogénica, apos 10 dias, as culturas
apresentaram uma matriz extracelular rica em proteoglicanas e colageno tipo I
(tipico de cartilagem articular). Quando as células foram induzidas com
dexametasona, B-glicerolfosfato, acido ascorbico e soro fetal bovino 10% (meio
osteogénico), as MSCs formaram agregados ou nédulos e verificou-se um
aumento na expressdo de fosfatase alcalina, caracteristico de células
osteoblasticas (PITTENGER et al., 1999). De origem mesodérmica, as MSCs
contribuem para a regeneracdo de diversos tecidos mesenquimais como 0SSO,
cartilagem, mdasculo, tenddo e tecido adiposo. As MSCs, primeiramente
caracterizadas na medula 6ssea foram também isoladas de tecidos de origem
mesodérmica como tecido adiposo, muscular, 6sseo e tenddes. Além disso, as
MSCs também foram encontradas em tecidos como musculo, osso tabecular,
sangue de corddao umbilical, pericitos, membrana sinovial, figado fetal, pulmdes,
polpa dentaria e acredita-se estar presente em todos, ou quase todos, os tecidos
adultos (PITTENGER et al.,1999; KRAUSE, 2002; BIEBACK et al., 2004).
Recentemente, Meirelles et al. demonstraram que colbnias plastico-aderentes
semelhantes as MSCs foram isoladas do cérebro, baco, figado, rim, pulmao,
medula 6ssea, musculo, timo e pancreas de camundongos. Todas estas colénias
apresentaram morfologia e imunofenédtipo semelhantes apdés muitas passagens
(da SILVA MEIRELLES et al., 2006). Estes estudos podem indicar a presenca de

um microambiente comum de MSCs.



Devido a ampla distribuicdo anatdmica das MSCs, existem evidéncias que
indicam a possibilidade destas células apresentarem origem relacionada a
pericitos. Os pericitos, ou células perivasculares, sdo células que revestem o0s
capilares e estdo presentes na parede vascular, arteriolas e na camada externa
das veias e artérias. Elas tém origem mesenquimatosa e possuem nucleo
alongado e prolongamentos citoplasmaticos que envolvem parcialmente a parede
dos vasos (da SILVA MEIRELLES et al, 2008) .

As MSCs apresentam a caracteristica de aderéncia a superficie plastica
ou matriz extracelular e, por esta razéo, sado facilmente isoladas dos tecidos onde
se encontram. Em cultura, as MSCs apresentam morfologia fibroblastoéide
(semelhante a fibroblastos), possuindo prolongamentos citoplasmaticos
(MEIRELLES & NARDI, 2003). As culturas de MSCs sao também caracterizadas
por varios anticorpos e sio definidas como CD45~ CD34~ CD105" CD73" CD117".
Outros marcadores também sao utilizados para MSCs como: Thy-1 (CD90),
CD144, CD166, CD115, Cd29, Sca-1, Stro-1, (CHEN et al., 2008). Além desses
marcadores, outros sao expressos como CD106, CD117, CD9, CD10, CD13,
CD29, CD44, CD49e, CD146 (STREM, 2005) (Tabela 1). Segundo Kolf et al.
(2007) h&d um consenso que as MSCs ndo expressam CD11b, glicoforina-A, e
CD45. Entretanto, hd uma divergéncia em relacdo aos marcadores. Por exemplo,
WAGNER et al.(2005) isolaram uma populacdo com os marcadores negativos
para CD10 e CD117. Contudo, as MSCs ndo possuem um unico marcador que
possa ser utilizado para seu isolamento e purificacdo, fazendo com que o seu

conceito seja funcional.



A influéncia do “nicho” parece ser outro fator importante quando se trata
de células tronco e sua diferenciacdo. O conceito de nicho refere-se a
microambientes anatdmicos e especializados que regulam sua auto-renovacao,
manutencao e reparo tecidual. O seu potencial de diferenciacéo esta relacionado
com o ambiente local, com os fatores que ali existem e de acordo com os dos
sinais que recebem (SCADDEN, 2006).

As MSCs também apresentam efeitos imunomodulatorios, como a
inibicdo da proliferacdo e a ativacdo de linfécitos T (WAN, 2008), a inducdo de
células T regulatérias, interferéncia na maturacdo e na funcdo de células
dendriticas e a alteracdo no padrdo de liberacdo de citocinas, assim como nha
diminuicdo do fator de necrose tumoral (TNF-a); no interferon y (IFN-y) e na
interleucina 12 (IL-12) e aumento da produgdo de citocinas anti-inflamatorias
como IL-10 (NAUTA & FIBBE, 2007). Além desses efeitos, a MSC representa um
tipo celular vantajoso para transplantes alogénicos, pois existem evidéncias de
que estas células apresentam um baixo nivel de expressdo de MHC | (major
histocompatibility complex 1) e auséncia de MHC Il (major histocompatibility
complex Il), reduzindo, assim, os riscos de rejeicdo e complicacbes pOs-

transplante (UCCELLI et al., 2006).

1.3 As células- tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ADSCs)

Recentemente, o tecido adiposo adulto foi reconhecido como fonte

alternativa, acessivel e rica em MSCs. Assim como a medula dssea, tem origem

no mesoderma embrionario e contém um estroma que é facilmente isolado



contendo uma populacdo heterogénea de células estromais, sendo assim uma
fonte abundante de MSCs. A frequéncia de células-tronco no tecido adiposo € de
aproximadamente 2x10® células para cada 100 mL de tecido lipoaspirado e a
meédia de ADSCs existente sdo de 2% das células nucleadas. (AUST et al., 2004,
STREM et al., 2005; FRASER et al, 2006). As ADSCs apresentam fenotipo similar
ao das MSCs originadas da medula éssea (Tabela 1), sendo que o CD105
(endoglina), CD117 (c-kit) e CD166 s&o marcadores utilizados para identificar

potencial de diferenciacdo (STREM et al., 2005).

Marcador de

superficie Padrao de expressao
ADSCs MSCs
CD9 + +
CD10 + +
CD29 + +
CD31 -- -
CD34 - --
CD44 + +
CD45 -- --
CD49d + --
CD49c + +
CD54 + +
CD55 + +
CD59 + +
CD90 + +
CD105 + +
CD106 -- +
CD117 + +
CD146 + +
CD166 + +
STRO-1 + +

Tabela 1. Os marcadores de superficie das ADSCs sao similares aos das MSCs
da medula-6ssea. (Adaptado de STREM et al., 2005),



1.3.1 Capacidade de diferenciacdo das ADSCs

A diferenciacdo das células-tronco é determinada por uma cascata de
eventos que é dependente do tempo e do estado de compactacdo da cromatina
no nucleo. Os nucleossomos restringem o0 acesso da maquinaria de transcricao a
regides regulatérias especificas do DNA. Apenas alguns genes estdo disponiveis
para serem expressos, enquanto a maioria permanece reprimida,por meio da
interacdo de muitos elementos regulatérios que servem como fatores de
transcricdo ou co-ativadores. Estes sinais afetam a expressdo génica por
intermédio de complexos multiprotéicos que também regulam a remodelagem da
cromatina. As modificacBes poés-traducionais constituem processos que afetam a
estabilidade e a estrutura de proteinas, sendo importantes mecanismos
envolvidos durante a diferenciacdo das células-tronco (SHUR et al, 2007).

Os estudos tém apresentado evidéncias da capacidade de diferenciacao
das células- tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ADSCs) (Figura
2). A maior parte apresenta a diferenciacédo destas células em linhagens celulares
de tecido adiposo, de tecido 6sseo e cartilaginoso (STREM et al., 2005). Sob
condi¢Bes especificas de cultivo, as ADSCs murinas e humanas foram induzidas
a neurogénese e apresentaram fenétipo de diferenciacao neuronal, indicando que
o tecido adiposo representa uma fonte alternativa de células com capacidade de
diferenciacdo para a sua utilizacdo no tratamento de doencas de ordem
neuroldgicas (SAFFORD et al., 2002). Woodbury et al. (2000) utilizando um meio

pré-indutor, contendo 20% de SFB e 1 mM de B-mercaptoetanol e meio indutor

neuronal contendo (2%) dimetilsulfoxido (DMSO) e 200 uM de hidroxianisola



butilada (butylated hydroxyanisole ou BHA) em culturas de células derivadas da
medula 0ssea, verificaram que 80% de células expressam marcadores neuronais
tais como: NSE, NeuN, neurofilamento-M e tau. As ADSCs induzidas com
insulina, indometacina e BHA mostraram um aumento na expressao de NSE,
vimentina, trk-A and NeuN (ASHJIAN et al., 2003) (Apéndice 1). Em adicdo,
Dicker et al. (2005) comprovaram que as ADSCs podem se diferenciar em
adipécitos funcionais e possuem fendtipo similar aos das células-tronco

mesenquimais derivadas da medula éssea.

Osso Cartilagem Adipocitos Mdusculo Coracao Vasos Nervo

Figura 1. As ADSCS s&o multipotentes, apresentando a capacidade de
diferenciacdo para tecidos de linhagens mesodérmica e n&do-mesodérmica.
(Adaptada de STREM et al., 2005).

1.4 Diferenciagdo em tecido 0sseo

Durante a vida, o esqueleto é sujeito a constante remodelacdo para

manter suas propriedades inalteradas. O processo de renovacdo do esqueleto,
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como a remodelacéo e a cicatrizacdo, é dependente da habilidade de promover a
diferenciacdo de células precursoras (células mesenquimais) em osteoblastos
funcionais (MURAGLIA et al., 2000).

O tecido 6sseo € um tipo de tecido conjuntivo rigido e inflexivel onde a
matriz extracelular foi impregnada com sais de calcio e fosfato em um processo
chamado de mineralizacdo (KIERSZENBAUM, 2004). A matriz 6ssea consiste de
componentes organicos (35%) e inorganicos (65%). A matriz organica contém
fibras colagenas do tipo | (90%), proteoglicanos e proteinas ndo colagenosas.
Dentre as proteinas ndo colagenosas estdo a osteocalcina, osteopontina e
osteonectina. Estas proteinas séo sintetizadas pelos osteoblastos e possuem
funcdo relacionada a mineralizacdo 6ssea. A sintese da osteocalcina e da
osteopontina em células precursoras aumenta apos a estimulacdo com 1la, 25-
dihidroxicolecalciferol, um metabdlito da vitamina D. O componente inorganico do
tecido Osseo € representado por depésitos de fosfato de célcio com
caracteristicas cristalinas da hidroxiapatita. Os cristais estdo distribuidos ao longo
do comprimento das fibras coldgenas através de um processo associativo com a
participacdo de proteinas ndo colagenosas (KIERSZENBAUM, 2004).

Os osteoblastos sdo as células precursoras dos ostedcitos, 0 componente
celular mais abundante no tecido 6sseo. O caminho da diferenciacao
osteoblastica € modulado por: (i) interacdes entre células progenitoras
(osteoprogenitoras), (ii) interacbes com as células vizinhas, (iii) interagdes com a
matriz envolvida e (iv) uma ampla extensdo de fatores sollveis, incluindo o de
crescimento e transformagdo-B (TGF-B), o fator de crescimento semelhante a

insulina | (IGF-1), o semelhante a insulina Il (IGF-Il), varias interleucinas, acido

11



retindico, glucocorticéides, estrégeno, hormdnios da paratiredide, vitamina D e
tiroxina. Varios membros da familia das BMPs também s&o altamente efetivos
nessa diferenciacdo (MUSCHLER & MIDURA, 2002).

Os osteoblastos estdo envolvidos na mineralizacdo da matriz 6ssea, eles
sintetizam a parte organica da matriz (colageno tipo 1, proteoglicanas e
glicoproteinas) e sdo capazes de concentrar fosfato de célcio (FRANZ-
ODENDAAL et al., 2006).

Na fase final da formacdo Ossea, 0s osteoblastos podem apresentar
destinos diferentes: eles podem ser aprisionados pela matriz recém sintetizada,
tornando-se um ostedcito, sofrer apoptose ou ficar em um estado inativo. Quanto
a morfologia, eles possuem prolongamentos citoplasmaticos que se prendem aos
dos osteoblastos vizinhos (FRANZ-ODENDAAL et al., 2006).

Na medicina ortopédica existem diversos exemplos de como as células-
tronco mesenquimais podem ser utilizadas para a regeneracdo de 0Ssos e
cartilagens. Estes exemplos incluem a regeneracdo da coluna vertebral
(MUSCHLER et al.,, 2003), a reparacao de ossos (QUARTO et al., 2001) e
defeitos cranianos (KREBSBACH et al., 1998), assim como a reparacdo de
defeitos em cartilagens (PONTICIELLO et al., 2000; SOLCHAGA et al., 2002) e
tendées (YOUNG et al.,, 1998). Neste caso, o processo de osteoinducéo
(processo que sustenta a mitogénese de células progenitoras) é influenciado por
varios fatores e consiste na inducdo de células-tronco indiferenciadas a formarem
células osteoprogenitoras (EINHOM, 1995).

Os estudos biomecéanicos realizados em células troncos mesenquimais

derivadas de medula 6ssea caracterizaram processos biofisicos e bioquimicos
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responsaveis pela diferenciagdo osteoblastica (TITUSHKIN et al.,, 2006).
Conforme estudos com microscopia confocal, ndo foram encontradas diferencas
na estrutura de microtdbulos entre células indiferenciadas e osteoblastos, porém,
ocorreram modificacbes na organizacdo dos feixes de actina. As células tronco
mesenquimais apresentaram feixes mais espessos estendendo-se pelo
citoplasma e os osteoblastos feixes mais finos e condensados. A presenca destes
feixes mais espessos permanece apds 10 dias de osteodiferenciacdo onde,
aparentemente, as células ja estdo comprometidas osteogenicamente, mas nao

completamente diferenciadas (TITUSHKIN et al., 2007).

1.5 Proteinas Morfogenéticas Osseas — bone morphogenetic proteins

(BMPs)

As proteinas morfogenéticas Osseas (BMPs — bone morphogenetic
proteins) sdo fatores de crescimento com papel especifico na proliferacdo, na
diferenciacdo de células mesenquimais (CHENG et al., 2003, OTTO & RAO,
2004;) e sao importantes durante o desenvolvimento embrionario. S&o membros
da superfamilia de polipeptideos TGF-B e possuem uma regido carboxi-terminal,
contendo repeticdes de cisteinas (CELESTE, 1990). J& foram identificados mais
de 15 tipos de BMPs e somente a BMP-1 nédo integra a superfamilia de genes
TGF-B (SOLHEIM et al., 1998).

As BMPs desempenham um importante papel na fisiologia 6ssea e estao

envolvidas em muitos processos 0sseos como a formacdo éssea, inducao,
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crescimento, regeneracao e cicatrizacdo. As BMPs-2,-4,-6 exercem alto potencial
osteoindutivo, influenciando a odontogénese, regeneracao e cicatrizacdo 0ssea
(ZHOU et al.,1993). A partir da analise da expressdo dos genes das BMPs no
esqueleto humano evidenciou uma maior expressdao de BMP-4 em 0sso
tabecular, na epifise dos ossos longos e mandibula, e a expressao dessa proteina
foi maior do que a BMP-2 em todas as amostras (KOCHANOWSKA et al. ,2007).
A BMP-2B, também chamada de BMP-4, tem a capacidade de induzir a formacé&o
0ssea in vivo, estimular a proliferacao e a atividade da fosfatase alcalina, além de
sintetizar colageno tipo | em células semelhantes a osteoblastos. A BMP-2 e a
BMP-4 sdo altamente similares estruturalmente, apresentando 92% de homologia
na sequéncia de aminoéacidos (ZHOU et al.,1993; ten DIJKE et al., 1994).

A diferenciacdo osteoblastica e a formacdo 6ssea sédo reguladas por
muitos fatores locais. Dentre eles, as BMPs séo potentes fatores envolvidos neste
processo (YAMAGUCHI et al., 2000).

Dentre inimeras BMPs j& descritas, a BMP-4 esta envolvida nos estagios
inicias da osteogénese (CHENG et al., 2003). Suzawa et al. (2007) demonstraram
que a matriz extracelular associada a BMPs é essencial para a diferenciacao de
células osteoblasticas murinas in vitro. Verificaram também que células MC3T3-
El (células da calvaria de feto de camundongos) acumularam BMPs na matriz
extracelular rica em colageno e esta associacao estimulou a diferenciacdo de
células mesenquimais. Os clones de células cultivadas com matriz extracelular e
BMPs expressando receptor dominante negativo para BMP-2 e BMP-4 falharam
em expressar fenotipos osteoblasticos e apresentaram baixa atividade da

fosfatase alcalina (ALP), demonstrando assim que o0s sinais gerados pelos

14



receptores mais os ligantes BMP2-/4 sdo essenciais para a diferenciacao destas
células (SUZAWA et al., 2007).

O uso da BMP-4 como agente indutor segue também uma linha de
investigacdo no nosso grupo de pesquisa com culturas, in vitro, de células-tronco
mesenquimais derivadas da medula 6ssea, realizados por LORO (2002), SILVA

JUNIOR (2002), SILVA (2004) e PARIS (2004).

1.6 Marcadores da Osteogénese

Assim que os pré-osteoblastos sdo formados, eles alinham-se em areas
de reabsorcdo prévias ou rearranjam-se em um padrdo que facilite a
mineralizacdo. Uma vez posicionados eles podem se dividir, secretar colageno do
tipo | e osteonectina e sintetizar fosfatase alcalina, PTH1R (receptor hormonio
paratiredide ) e a e B integrinas. A fosfatase alcalina € uma proteina de membrana
ligada a GPI que gera Pi para o transporte interno, este forma um complexo com
fons de Ca* para formar cristais de fosfato de célcio na forma de hidroxiapatita
(BRANDAO-BURCH et al., 2005).

ApOs a sintese de Pi extracelular e colageno, os pré-osteoblastos
transformam-se em osteoblastos. Estas células sdo caracterizadas pela
expressdo de colageno tipo |, BSP-1 (bone sialoprotein —1), osteopontina,
fosfatase alcalina, PTH1R e osteocalcina. A BSP-1 é uma glicoproteina sulfatada
gue demonstra uma grande afinidade por hidroxiapatita e representa 10% de
proteinas ndo colagenas no tecido 6sseo. A osteocalcina (bone Gla protein-

BGLAP), também conhecida como acido gama carboxi-glutamico, é uma proteina
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de ligacdo com calcio dependente de vitamina K. Quimicamente, apresenta peso
molecular de 6 kDa e 49 aminoacidos. Ela tem em sua conformacao trés acidos
gama carboxi (GLA) nas posicbes 17, 21 e 24 que sdo conhecidos como
mediadores fortes da ligacdo com hidroxiapatita, fosfato de calcio. Essa proteina
€ produzida exclusivamente pelos osteoblastos durante o processo de sintese da
matriz 0ssea, representando 20% das proteinas de matriz ndo colagenosa
(PRICE et al., 1976).

A osteopontina (SPP1) é uma glicoproteina fosforilada e esta envolvida na
regulacdo da mineralizacdo da matriz 6ssea. O nivel de expressédo do receptor
desta proteina aumenta em resposta a vitamina D e niveis elevados de fosfato. E
sugerido que sitios da osteopontina interagem com a osteocalcina, e esta, por fim,
expdem dominios da osteopontina que suportam a nucleacdo e crescimento da
hidroxiapatita (GERICKE et al., 2005).

Beck e colaboradores sugerem que a expressdo da osteopontina é
regulada fortemente em resposta aos niveis elevados de fosfato extracelular e
varios outros fatores, ndo apenas o acido ascorbico, estimulam a expressdo dos
transcritos para a osteopontina, como por exemplo, o TGF-B, acido retindico,
endotelinas, BMPs e vitamina D (BECK et al., 2000).

Osteocalcina e osteopontina s&o conhecidos marcadores para a
diferenciacdo em osteoblastos e na literatura encontram-se diversos estudos que
utilizam estes marcadores, entre outros, para confirmar a osteogénese (ZUK et al,

2002; ZHOU et al., 2006).
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1.7 Células-tronco e mecanismos de reparacao.

Apesar da crescente aplicabilidade das células-tronco adultas na
medicina regenerativa, ainda existem muitas questdes em relacdo ao tempo de
vida das células-tronco mesenquimais e por quanto tempo estas mantém sua
funcionalidade e sua estabilidade genética. Nos tecidos adultos, as células
somaticas mantém um balango entre proliferacdo e apoptose. As células-tronco
tém um papel fundamental nha manutencéo e reparo tecidual. Sua longevidade é
dependente de um controle da expressdo génica, proliferacdo, ciclo celular e
sinais de diferenciacdo. Em contrapartida, as anormalidades genéticas
associadas com a idade, sugerem que a falta de reparacdo do DNA pode
contribuir para o processo de envelhecimento (PARK & GERSON, 2005).

A reparacdo do DNA mantém a estabilidade genética e a falta deste
mecanismo resulta na instabilidade genética e pode levar ao um declinio da
funcdo celular. As células-tronco adultas s@o extremamente importantes na
manutencado dos tecidos ao longo da vida. Sendo assim, devem ter o tempo de
vida semelhante ao do organismo em que residem (VAN ZANT & LIANG, 2003).
Elas regeneram e renovam o0s tecidos em resposta a danos e substituem as
células diferenciadas que ja exerceram sua funcao. Devido ao longo tempo de
exposi¢do a agentes causadores de danos ao DNA, as células-tronco necessitam
de um mecanismo de reparacao apurado, para assegurar a fidelidade a progénie

(KENYON & GERSON, 2007).
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1.8 A proteina MCM2 (minichromosome maintenance 2).

O complexo MCM é formado por seis proteinas relacionadas (MCM 2-7)
gue possuem um papel essencial na divisdo celular de organismos eucariéticos.
Juntamente com o complexo de reconhecimento de origem de replicacdo e
proteinas CDC6, os seis membros da familia MCM s&o necessarios para o inicio
da replicacdo de DNA e prevencédo de ciclos adicionais de sintese do material
genético durante a fase S. Este grupo de proteinas faz parte do complexo pré-
replicativo, na origem de replicagdo e permite a “licenca” para a utilizacdo desta
origem, possibilitando que a célula entre na fase S subseqiente e estando
também envolvido em mecanismos de reparacdo por recombinacdo homologa
(RITZI & KNIPPERS, 2000; BAILIS & FORSBURG, 2004).

As proteinas MCMs sdo marcadores biolégicos de displasia e
malignidade, onde a sua expressdo em tecidos normais é restrita a
compartimentos proliferativos (FREEMAN et al, 1999). A proteina MCM2 também
tem demonstrado ser um marcador de células proliferativas. Em megacariécitos, a
expressdo de MCM2 é maior do que a expressao do marcador proliferativo Ki-67
(LAMPERT et al., 2005). Em céancer renal, a MCM2 tem utilidade clinica como
marcador prognostico (RODINS et al., 2002). Um estudo realizado para verificar a
expressdo de MCM2 em cancer coloretal encontrou correlacdo entre esta
expressdo e a presenca de metastases em linfonodos (GUZINSKA-
USTYMOWICZ et al., 2008).

As MCMs também sé&o consideradas fortes candidatas para regulacao do

ciclo celular pelo mecanismo de “checkpoints”; estes utilizam vias de sinalizagao
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para regular a replicacdo do DNA e manter a estabilidade genética. A MCM-2
também é fosforilada pela ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3 related- sensor
gue detecta danos ao DNA), em resposta a multiplas formas de danos no DNA e

paradas na forquilha de replicacdo (CORTEZ et al., 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade de diferenciacdo das células tronco mesenquimais
humanas derivadas do tecido adiposo, utilizando hBMP-4 e meio osteogénico,

contendo dexametasona, acido ascorbico e B-glicerolfosfato como osteoindutor.

2.2 Objetivos especificos

« Padronizagdo da extracdo e de cultura “in vitro” das células
mesenquimais humanas derivadas do tecido adiposo.

* Imunofenotipagem dos marcadores CD34/117 e CD45/105 por
citometria de fluxo da populacdo de células extraidas do tecido adiposo.

» Verificar a capacidade de diferenciacdo em tecido 6sseo das ADSCs,
pela técnica de RT-PCR e real time RT-PCR , empregando os marcadores da
linhagem osteogénica, osteopontina e osteocalcina.

« Verificar a capacidade de diferenciacdo pelas coloragcdes com alizarina,

von Kossa e fosfatase alcalina.
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Molecular and cytochemistry
analyses of genes and proteins
related to osteodifferentiation in
human adipose-derived stem
cells.
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ABSTRACT

The discovery of adult stem cells is a promise field in regenerative medicine and
tissue engineering. There are many sources of adult stem cells among which of whom are
the skin, muscle and bone marrow. Currently, the adipose tissue has been an alternative
source of mesenchymal stem cells (MSCs), termed human adipose-derived stem cells
(hADSCs). The hADSCs are the most plastic adult stem cells known until now and are
easily isolated by adherence in plastic substrates. Under specifics conditions of culture
hADSCs can be differentiated into osteoblast cell precursors. Among proteins needed for
hADSCs differentiation, the role of minichromosome maintenance (MCM) complex
remains poorly understood. The protein complex MCM2-7 is part of DNA pre-replicative
complex (pre-RC), being abundant in proliferating cells and involved in DNA repair
mechanisms. In this sense, the Mcm2 is essential for the activity of the MCM complex.
Thus, we analysed MCM2 gene expression changes during osteoinduction by culturing
hADSCs in different media containing BMP-4 or in osteogenic medium. Genes related to
osteoinduction, like osteocalcin (OC), osteopontin (OP) and alkaline phosphatase (ALP)
were analysed by molecular and cytochemistry approaches during osteodifferentiation.
Interestingly, we observed a decrease in the MCM2 gene level osteoinduction of hADSCs
in osteogenic medium, which could be related to an increase in genome damage and

senescence in hADSCs.

KEYWORDS: adipose-derived stem cells (hADSCs), complex MCM2-7, osteogenic

differentiation.
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1 INTRODUCTION

Stem cells present self-renewal capacity, long-term viability, and multilineage
potential population. Adult mesenchymal stem cells (MSCs) have been proposed as an
alternative source for embryonic stem cells, showing many advantages when compared
with the latter group of stem cells.

MSCs express a large number of adhesion molecules, extracellular matrix
proteins, cytokines and growth factor receptors, associated with their function and cell
interactions (De Ugarte et al., 2003; Zuk et al., 2002). The challenges presented by the use
of MSCs in tissue regeneration and healing require the exploration of new cell sources for
successful clinical applications for tissue engineering (Hong et al., 2007). Originally
identified as a source of osteoprogenitor cells, the MSCs from bone marrow stroma
(BMSCs) can differentiate into adipocytes, chondrocytes, osteoblasts, and myoblasts in
vitro (Pittenger et al., 1999; Jorgensen et al., 2004). On the other hand, recent studies
suggest that human adipose tissue contains MSCs similar to BMSCs. Adipose tissue,
similarly to bone marrow, is derived from embryonic mesenchyma and contains a stroma
from which the human adipose-derived stem cells (hADSCs) are easily isolated (Zuk et al.,
2001). In addition, hADSCs can be obtained with relatively lower donor morbidity, and are
easy to expand in large quantities in vitro when compared with hBMSCs (Zuk et al., 2002).
Because of their abundance and accessibility, hADSCs might be a novel and promising
source for bone repair and regeneration by cell therapy (Quarto et al., 2001).

The ability of hADSCs to give rise to osteoblasts has been investigated by several
groups. It has been reported that hADSCs are capable to differentiate into osteoblasts in

vitro, and under osteogenic conditions can express genes and proteins associated with
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osteogenic phenotype, including osteocalcin, osteopontin, alkaline phosphatase and bone
related genes, e.g, bone morphogenetic proteins (BMPs) (Mizuno et al., 2003; Zuk et al.,
2002; Im et al., 2005). BMPs are members of the TGF- superfamily and multiple BMPs
have been described (Celeste et al., 1990; Solheim et al., 1998). BMPs are known for their
role in embryonic development and differentiation. In this sense, cells of the osteoblastic
lineage express BMP-2, -4, and -6, mediate the effects of glucocorticoids on osteoblastic
cell differentiation (Gazzerro et al., 1998; Ghosh-Choudhury et al., 1994). These findings
suggested a role for BMPs as local regulators of osteoblastic differentiation and function.
In addition, several BMPs are potent inducers of osteogenesis in both mouse and rat
BMSCs (Rickard et al., 1994; Balk et al., 1997). On other hand, osteogenic activation in
vitro requires the presence of [(-glycerol-phosphate, ascorbic acid-2-phosphate,
dexamethasone and fetal bovine serum (Zhou et al., 2006). When hADSCs are cultured in
monolayers and in the presence of these supplements, the cells acquire an osteoblastic
morphology with upregulation of alkaline phosphatase (ALP) activity and deposition of a
calcium-rich mineralized extracellular matrix (Frank et al., 2002).

The minichromossome maintenance (MCM) proteins are a conserved set of six
related proteins that are essential for replication initiation and elongation in eukaryotic
cells (Labib et al., 2000; Bailis and Forsburg, 2004). A subcomplex of three human MCM
proteins, MCM4, -6, and -7, has limited DNA helicase activity in vitro (Ishimi, 1997; You
et al., 2002), and an archaeal protein related to the MCM2-7 family also functions as a
DNA helicase (Chong et al., 2000), suggesting that MCM proteins may be required for
strand unwinding during the initiation step of chromosome replication. The protein MCM2
is a specific marker of cell proliferation abundant in proliferating cells (Rodins et al., 2002;

Lampert et al., 2005).
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To confirm whether hADSCs cells represent a stem cell population and may
differentiate in osteogenic lineage, we conducted a molecular and histological
characterization of the osteogenesis markers like osteocalcin (OC), osteopontin (OP) and
ALP in hADSCs cultured in the presence of BMP-4 and osteogenic medium (OM). In

addition, we analysed the expression of MCM-2 protein during differentiation process.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Techniques for hADSCs isolation and culture.

Human adipose tissue was obtained with informed consent from five healthy
patients who performed liposuction surgery for esthetic reasons in the Hospital Sdo Lucas
of PUCRS (Porto Alegre, RS — Brazil) as approved by the Ethics Committee of this
University. No diabetes, hepatitis, metabolic diseases or other systemic complications were
reported by these donors.

Isolation and culturing of hADSCs was performed as described by Zuk et al.,
(2001). Briefly, the liposuction tissue was digested with 0.015% type | collagenase and the
stromal cell pellet was obtained by centrifugation. The stromal cells were collected again
by centrifugation, then filtered through a 100 um nylon mesh to remove cellular debris,
and resuspended and plated in control medium (containing DMEM, 10% FBS, 1%
streptomycin-penicillin and 0.1% gentamycin) in tissue culture flasks. The initial plating
density was approximately 3.5x10° cells/cm?. The primary cells were incubated overnight
at 37° C in a humidified atmosphere containing 95% air and 5% CO,. Following the initial
incubation, the flasks were washed extensively with phosphate-buffered saline (PBS) to

remove residual nonadherent red blood cells.
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The stromal cells were then cultured for 7 to 10 days until they reached
confluence. The cells were then harvested by digestion with 0.5 mmol/L EDTA/0.05%
trypsin, centrifuged at 1500 rpm for 5 minutes, resuspended in DMEM supplemented with
10% FBS, 1% streptomycin-penicillin and 0.1% gentamycin, and plated at a density of
approximately 1x10* cells/cm?. The culture media was changed every 3 days. Cells were
cultured to confluence before a second harvesting and replated as described above.
Subculture of the cells was performed up to passage 2 and cells were used immediately for

assays.

2.2 Flow cytometry analysis

Cells were detached with Trypsin/EDTA and counted with trypan blue in a
hemocytometer. About 2x10° cells were divided into aliquots of 100 pl. The cells were
incubated on ice for 30 min, resuspended in 1 mL of phosphate-buffered saline (PBS) and
pelleted by centrifugation for 5 min at 1500 rpm. Then, the cells were stained with
fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated mouse anti-human CD34, CDA45, and R-
phycoerythrin (PE)-conjugated CD105, CD117 (FK Biotecnologia) in a concentration of 2
pg/mL at 4° C for 30 min. As negative controls, the cells were also stained with FITC- or
PE-labeled mouse anti-human 1gG. The cells were pelleted, washed with 3 ml PBS, and
fixed with 1% paraformaldehyde in PBS. After fixation, fluorescence-activated cell sorting
(FACS) analysis was performed on a FACS Callibur cytometry (Becton Dickinson) using

cell quest software.
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2.3 Osteogenic induction

After primary culture in the control medium (DMEM, 10% FBS, 1%
Streptomycin-Penicillin, 0.1% Gentamycin) and expansion for two or tree passages, the
cells were trypsinized and replated onto petry tissue culture plates at a density of 10° cells.
Cells were incubated and then placed in osteogenic media containing BMP-4 (control
media plus 40 ng/mL of BMP-4) or osteogenic media (OM;control media plus 10 mM B-
glycerophosphate, 50 ug/mL ascorbate-2-phosphate, 0.1uM dexamethasone). BMP-4 was
added in the first and third day of induction. The OM was changed every 3 days.
Expression of osteoblast-associated genes such as osteocalcin (OC), osteopontin (OP) and
alkaline phosphatase (ALP) were performed by reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR) and real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (QRT-

PCR) as described below.

2.4 RNA isolation and Quantitative RT-PCR analysis (QRT-PCR)

Non-induced and induced culture layers on 7, 14, and 21 days after osteogenic
induction were rinsed with cold PBS and total RNA was isolated using TRIZOL
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instruction. The concentration and integrity of
RNA were estimated spectrophotometrically. Before reverse transcription (RT), RNA
samples were digested with DNase | (Invitrogen) to remove contaminating genomic DNA.
DNase 1 was dissolved in 10x reaction buffer and 1 U/uL of DNase | was added per 1 pg
of RNA and incubated for 30 min at 37 °C. DNase | activity was stopped after addition of
1 pL of 25 mM EDTA and incubated at 65 °C for 10 min. Reverse transcription was
performed by adding 2 pg total RNA using M-MLV (PROMEGA, Medison, USA) in a

reaction mixture containing 10 pmol/pL oligo(dT). gRT-PCR was performed using an ABI
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Prism 7500 Sequence Detection System (SDS) (Applied Biosystems). The primers used in
this investigation were purchased from Superarray (USA). Amplification was carried out
with 20 ng of cDNA in 96-well plates using SYBR green master mix (Applied Biosystems)
in 25 pL. PCR condition were: 1 min at 94°C, followed by 40 cycles at 94°C for 30 s,
60°C for 30 s, 72°C for 30 s, and 60°C for 35 s. A final stage of 15 s at 95°C, 1 min at
60°C, and 15 s at 95°C was applied to determine dissociation curves of the amplified
products. The results were analyzed using sequence detection system (SDS) software
(Applied Biosystems). Generation of double-stranded DNA (dsDNA) was measured in real
time by the increase in fluorescence caused by the spontaneous binding of SYBR green.
For each measurement, a threshold cycle value (Ct) was determined. The mRNA level
relative to that of B2-microglobulin (B2M) was analyzed using the comparative critical

222CT method as

threshold (AACt) method. The relative expression was calculated using the
previously described (Livak and Schmittgen, 2001). For statistical analysis were used
ANOVA TEST and one way analysis of variance followed by Benferroni’s multiple

comparison test.

2.5 Semi-quantitative RT-PCR

For RT-PCR analysis of mMRNA expression, total RNA (in 20 uL reaction volume)
was reverse-transcribed using reverse transcriptase (enzyme Superscript 11, Invitrogen) and
Oligo-dTsg (Invitrogen) primers in a standard reaction. The resultant cDNA (1 pL) was
then used as template for PCR amplification (in 25 pL reaction volume) of -actin, OP, OC
and ALP. PCR were performed at 94°C for 5 min, 35 cycles at 94°C for 30 s, 55°C for 45

s, 72°C for 60 s, and 72°C for 10 min.
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2.6 Cytochemistry and staining procedures

To visualize calcium mineralization, cells were first fixed in a 3.7% formaldehyde
solution, rinsed with distilled water, and stained with Alizarin Red S for 20 min at room
temperature followed by differential interference contrast analysis. For von Kossa staining,
the cells were incubated in OM for 3 weeks and fixed with 4% paraformaldehyde for 60
min at room temperature. The cells were rinsed with distilled water and then overlaid with
a 1% (wt/vol) silver nitrate solution in the absence of light for 30 min. The cells were
washed several times with distilled water and developed under UV light for 60 min.
Finally; the excess of silver nitrate was removed with 2% sodium thiosulfate. For ALP
stain, the cultures were treated at 21 day time points. Cells in 6-well plates (in triplicates)
were first incubated 1-2 h with 500 uL of 0.2M borate buffer,naphthyl phosphate, Fast
Blue RR, and magnesium sulphate. After the incubation the wells were washed with
distilled water for 10 min. Finally, formaldehyde was added. Each well was carefully
aspirated off with a micropipetter, and each culture received 1 mL of prepared working
solution. The plates were protected from direct light at least for 2 hours. After this period,
stain solution was discarded, wells were washed, and cultures were evaluated

microscopically.

3 RESULTS

Paciente n°cels. CD34 CD117 CD34/117 CD45 CD105 CD45/105

| 1,2.10° 0,09 1,15 6,91 1,48 1,96 3,03
I 1,4.10° 1,48 0,68 3,47 1,79 217 6,27
I 1,0.10° 0,01 0,96 4,60 0,16 1,54 2.11
Y 1,0.10’ 0,63 0,33 5,27 0,24 0,57 4,50
V 1,0.107 1,88 0,80 2.50 0,34 4,20 5,23

Table 1. Flow cytometry analysis
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In cultures induced with BMP-4 we observed that osteocalcin (OC) was expressed
in the early stages of osteoblastic differentiation, and was present since the seventh day
after BMP-4 induction only by cells obtained from patient 1; however ALP was not
expressed in these cells. In cell culture of patient 2, OC was expressed in induced and non
induced cells at twenty-first days. Cells from patient 3 when not induced by BMP-4
showed expression of OC, OP and ALP by the fourteenth day after induction (Table 2).
Quantitative real-time PCR did not detect a significant increase in OC levels after 2 or 3

week of induction and no morphological changes were observed (data not shown).

DONOR | DONOR || DONOR Il

DIAS | ALP | OC | OP | ALP | OC | OP | ALP | OC | OP

INDUCED | 7° - + - - - - - - +

CELLS 147 - + + + - + + . -

21° - - + - + + - - +
NON- 7" - - - - -

INDUCED | 14° - - + + - + + + +
CELLS 21" + - + ; ;

Table 2. RT-PCR of osteogenesis-related genes.
Induced cells: with BMP-4, non-induced cells: without BMP-4 ALP: alkaline phosphatase;
OC: osteocalcin; OP: osteopontin; (+): positive; (-): negative.

3.1 Cytochemistry and staining procedures with OM
To confirm osteogenic differentiation with OM, the extracellular matrix (ECM)

was assessed in hADSCs cells using the von Kossa stain. After 2 weeks of culture with
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OM, mineralization was barely detectable in hADSCs. After 3 weeks, mineralizing nodules
were detectable in differentiated hADSCs. In cells cultured in the control medium no
mineralizing nodules were detectable (Figure 1).

At the end of the first week, although the changes in cell shape became evident
with differentiated hADSCs, extracellular matrix was not mineralized for all differentiated
and control hADSC culture samples. No alizarin red (AR) staining was observed at this
time in either experimental or control cultures. AR staining was positive at the third week
of differentiated hADSCs in cultures containing OM, but not in control cells (Figure 2).

hADSCs cells cultured in OM formed an extensive network of dense,
multilayered nodules that stained positively for ALP. The cells was stained positively for
ALP activity after 21 days of culture in OM. The non-induced cells showed low expression

of ALP (Figure 3).

von Kossa

Non-induced hADSCs Induced hADSCs

Figure 1 - von Kossa staining for induced human adipose tissue-derived stem cells
(hADSCs). Right panel: Secretion of a extracellular matrix was observed as black nodules:
hADSCs induced by OM for 21 days; the presence of a extracellular matrix (black regions)
was examined at 3 weeks (von Kossa). Left panel: Undifferentiated (non induced)
hADSCs cells maintained in control medium were examined for matrix calcification as a
negative control (20x).
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Figure 2 - Alizarin red staining for induced human adipose tissue-derived stromal cells
(hADSCs) confirmed osteogenesis with red nodules, which indicates the presence of
calcified extracellular matrix (ECM). The cells stained positively for AR after 21 days of
culture in osteogenic media. Left panel: non- induced hADSCs; right panel: induced cells.
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Figure 3 — Alkaline phosphatase (ALP) staining for non induced and induced human
adipose tissue-derived stem cells (hADSCs). Osteogenesis was confirmed with ALP
staining. The cells stained positively for ALP activity after 21 days of culture in osteogenic
medium (OM). (A and C) hADSCs non-induced. (B and D) hADSCs induced. (E)
Macroscopic appearance of ALP staining. Left panel: non- induced hADSCs; right panel:
induced cells.

3.2 Osteogenic induction with OM

The osteodifferentiation from OM cultures were verified using gRT-PCR and
histological analyses. Representative genes involved into bone development/differentiation
(OC and OP) and MCM complex (MCM2) were selected from our analysis. We evaluated

MRNA gene expression between undifferentiated/differentiated cells in comparison with a
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housekeeping gene (B2M). As shown in Figure 4 and 5, an increase (3-fold) in the OP
gene level was found in response to incubation of hADSCs in OM (Figure 5). The OC
expression had a major relative expression on 7 day of induction with decrease of
expression on 14 and 21 pos-induction days in patient IV (Figure 4A). In patient V there
was decreasing in osteocalcin expression on seven day and increasing on 14 e 21 days

(Figure 4B).

When the protein Mcm2 was analyzed in order to check induction of cellular
differentiation, we observed a increase at 7 days pos-induction compared to the non-
induced cells and a decrease in days 14 and 21 pos-induction (with p< 0.01 on 21 day;

(Figure 6).
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Figure 4 - Expression of osteocalcin gene was quantified by gRT-PCR in hADSCs
induced in control medium and OM for up to 3 weeks in patient IV (A) and patient V (B).
Gene expression levels were normalized with respect to endogenous B2M and expressed
relative to non-induced control levels (** p< 0.01).
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IV. Gene expression levels were normalized with respect to endogenous B2M and
expressed relative to non-induced control levels.
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Figure 6 - Expression of the MCM2 gene was quantified by qRT-PCR hADSCs induced
in control medium and osteogenic medium (OM) for up to 3 week in the patient IV. Gene
expression levels were normalized with respect to endogenous B2M and expressed relative
to non-induced control levels. (** p< 0, 01; ***p<0,001).

4 DISCUSSION

Mesenchymal stem cells (MSCs) have been described as multipotent cells that can
replicate as undifferentiated cells and also have the ability to differentiate into cells of
mesenchymal lineage like bone, cartilage, fat and muscle (Pittenger et al., 1999;
BIEBACK et al., 2004). This differentiation is directly related to intrinsic and extrinsic
signals according to the "niche" in which they are, and it will define the cellular phenotype
(Caplan, 1991; Pittenger et al., 1999).

The undifferentiated mesenchymal cells have the ability to promote tissue
renewal, as well as for the replacement of osteoblasts in bone renewal and fractures healing
after trauma or disease. Therefore, the possibility of manipulation and new bone tissue
formation is only achievable due to the presence of stem cells that are stored and dispersed
in various tissues (such as skeletal, muscle, and subcutaneous fat). Because of some
stimulus, these stem cells begin to differentiate in a particular cell line, even in adults with
different ages (Turgerman et al., 2001).

The morphological appearance of adult stem cells, after culture, was similar to
that with growth in broth suspension (“rounded”, spherical morphology). However, after
the second day, these cultures began to present cells growing attached. This adhesion
property is characteristic of the mesenchymal cells lineage, unlike the hematopoietic
lineage cell population which characteristically grow in suspension cultures (Aubin, 1999;

Petite et al., 2000).
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The lack of universal standards and common criteria for the MSCS isolation has
hampered the studies on the use of these cells. In this sense, there was not a consensus
regarding the molecular markers that should be used in order to control cell preparation
and quality. The International Society for Cellular Therapy (Wolfgang and Ho, 2007)
proposed that the mesenchymal stem cell should express CD105, CD73 and CD90, and
should not contain hematopoietic markers such as CD45, CD34, CD14 or CD11b (Strem et
al., 2005; Dominici et al., 2006; Wolfgang and Ho, 2007).

The results obtained in this study about the markers expressed on the surface of
hADSCs are in agreement with the markers defined before for MSCs, where it was
observed frequent CD105 expression, indicating the presence of MSCs, (Zuk et al., 2001;
Dominici et al., 2006; de Girolamo et al., 2007).

Bone tissue growth and maintenance is a complex process, influenced by systemic
hormones and growth factors. The bone tissue contains a great variety of growth factors,
including bone morphogenetic proteins (BMPs). These proteins are produced by osteoblast
that, through a cascade of events, leads to proliferation of undifferentiated mesenchymal
stem cells until bone formation (Zhou et al., 1993; Chen et al., 1997; Solhein, 1998).

The BMP-4 protein is able to induce primitive cells to form in vitro and in vivo
bone by acting primarily in the early stages of osteogenic differentiation (LI G, 1998).
Therefore, the genes involved in bone development/differentiation were verified by
osteocalcin, a specific marker for osteogenesis.

The alkaline phosphatase activity in osteoblastic cell line is increased during pre-
osteoblast differentiation into osteoblast nearly final stages of proliferation and during the
extracellular matrix deposition and maturation (Davies, 1999; Beck et al., 2000). For this

reason, the expression of this protein is frequently used as osteoblast marker (Davies,
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1999). The osteopontin is expressed in cells from various tissues including bone, dentin,
hypertrophic cartilage, kidney, brain, vascular and other tissues. In bone, osteopontin is
produced by osteoblastic cells in several stages and it has been suggested that its
expression occurs in two peaks (Sodek, 2000). Therefore, this protein in stem cells from
bone marrow is detectable at the early stages of differentiation during cell precursors
proliferation such as pre-osteoblasts and in high levels in osteoblasts (Aubin, 1998).

The ALP, osteopontin and osteocalcin mRNA expression of adipose stem cell
cultures induced or with BMP-4 was evaluated using the RT-PCR technique. In this study,
we found alkaline phosphatase, osteocalcin and osteopontin expression in non-induced
controls, in the cultures derived from all patients treated with BMP-4. In adipose tissue
cells cultures from patient 1, the expression occurred in the 14™ and 21% day; in adipose
tissue cells cultures from patient 11, the osteopontin expression occurred in the 14" day and
the osteocalcin expression occurred in the 21% day. In cell cultures from patient 111, the
ALP and osteocalcin expression occurred in the 14™. The ALP and osteopontin expression
in non-induced controls can be justified by the fact that the osteopontin is a protein found
in extracellular matrix of other tissues such as muscles, tumors and body fluids (Sodek et
al., 2000; Gericke et al., 2005) and alkaline phosphatase has a high regulation in
osteogenic tissues; alkaline phosphatase’s expression has also been observed in other types
of cells and tissues such as cartilage, kidney and liver (Mota et al., 2008). In a study
previously conducted by our group, the osteopontin was present in culture since the first
days, although these cells have been derived from bone marrow, regardless of the presence
or not of BMP-4 (Loro, 2002).

In contrast to the OC expression, our results are different from those from Zuk

(2002) when compared to BMSCs controls, observed the OC expression was limited to
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osteogenic induction, as no basal expression was seen in hADSCs cells maintained in non-
inductive control medium, whereas low basal OC expression was detected in non-induced
MSCs. For instance, in stem cell cultures from bone marrow, the osteocalcin is the last one
to be expressed in mature osteoblasts and also undetectable in pre-osteoblats but
abundantly expressed in mature osteoblasts (Aubin, 1998; Beck et al., 2000).

The OM culture is currently considered by many authors as the most efficient
osteoinductive (Zuk et al., 2001; Zuk et al., 2002; Mizuno et al., 2003, Im et al., 2005;
Hong et al., 2007; Aksu et al., 2008). Thus, the cell differentiation process is controlled by
a cascade of molecular events involved in genetic programming and gene regulation
through the action of a variety of hormones, cytokines and growth factors (Ducy and
Karsenty, 1998). Glucocorticoids influence the osteogenic lineage cells proliferation and
differentiation leading to change in the levels of growth factors and hormones that interfere
in signaling pathways (Cooper, 1999). The ascorbic acid is necessary for the collagen
matrix synthesis and its deposit (Xiao et al., 1997; Davies, 1999). The B-glycerolphosphate
promotes in vitro mineralization by metabolic activity modulation mechanism of bone cells
and serves as a local source of ions and inorganic phosphates (Chung et al., 1998).

The osteocalcin and osteopontin protein expression was detected by the real time
PCR technique in patient IV and V adipose tissue cells cultivated in OM medium.
However, the osteocalcin presence in culture on the seventh day was not expected at least
in bone marrow cells cultures. This fact has also been observed by other authors that did
not obtain consensus about the precise time interval in which this protein is expressed in
cells cultures from adipose tissue (Beck et al., 2000; Zuk et al., 2002; Zhou et al., 2006).

On the other hand the osteopontin expression was detected in high levels in the 14™ day
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after the induction in disagreement with literature, in which the same condition of
induction and the same cell type is mentioned (Zuk et al., 2002).

The differentiation of the patient 1V and V adipose tissue osteogenic cells was
confirmed in OM cultures by positive marking for alkaline phosphatase, von Kossa
cytochemistry and alizarin red technique. These three confirmation cytochemistry methods
are widely cited in literature as requirements for certification of the complete osteogenesis,
because they are used to confirm alkaline phosphatase presence as well as calcium
deposition in the extracellular matrix (Aksu et al., 2008; Zuk et al., 2001; Mizuno et al.,
2003, Im et al., 2005; Hong et al., 2007; Egusa et al., 2007). This later marking is only
seen in mature osteoblasts that secrete collagen type I, rich in calcium extracellular matrix
which becomes calcified during the later stages of differentiation (Scott, 1980).

The MCM2 protein has been described a marker for proliferating cells (Freeman,
1999; Lampert et al., 2005) and are involved in DNA repair mechanisms, like homologous
recombination (Wang et al., 2004). In our results, a decrease in the MCM2 gene expression
during the osteo-differentiattion of hADSCs was observed. These results may be related to
cellular aging or still even with the cellular differentiation; therefore, when the cell is
differentiated, it loses its proliferation capacity (Freeman, 1999). However, recent studies
have shown that reduced MCM2 expression results in severe stem/progenitor cell

deficiency and cancer (Pruitt et al. 2007).
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Discussao



4 DISCUSSAO

As células-tronco mesenquimais (MSCs) tém sido descritas como células
multipotentes que se replicam e que mantem em um estado indiferenciado. As
MSCs possuem também a capacidade de se diferenciar em células de linhagem
mesenquimal como, por exemplo, tecido ésseo, cartilaginoso, adiposo e muscular
(Pittenger et al., 1999; BIEBACK et al., 2004). Essa diferenciacdo esta
relacionada com o nicho em que elas se encontram e os fatores intrinsecos e
extrinsecos ali existentes que irdo definir o fendtipo celular (Caplan, 1991,
Pittenger et al., 1999).

As células- tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ADSCSs)
sdo uma abundante fonte de MSCs e representam um novo conceito para a
terapia clinica. Estas células apresentam a caracteristica de aderéncia a
superficie plastica ou matriz extracelular e, por esta razdo, sao facilmente isoladas
(Zuk et al., 2001, 2002).

As células-tronco mesenquimais indiferenciadas tém a habilidade de
promover a renovacdo tecidual, bem como a reposicdo de osteoblastos na
regeneracao 0ssea e em fraturas apos trauma ou doencgas associadas ao tecido
0sseo. Contudo, a possibilidade de manipulacdo e a formacgéo de tecido 6sseo so
sdo possiveis quando as células-tronco estdo disponiveis e dispersas em varios
tecidos (como esqueleto, musculo e tecido adiposo subcutaneo). Em funcéao de
alguns estimulos, estas células indiferenciadas iniciam a diferenciacdo em uma

linhagem celular, repetindo o mesmo desenvolvimento osteogénico ocorrido
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durante o desenvolvimento embrionario, at¢é mesmo em adultos de diferentes
idades (Turgerman et al., 2001).

A manutencdo e a formacdo do tecido 6sseo sdo mantidas por um
complexo processo, influenciado por hormoénios sistémicos e fatores de
crescimento. O tecido 6sseo contém uma grande variedade de fatores de fatores
de crescimento, incluindo as proteinas morfogenéticas Osseas — bone
morphogenetic proteins (BMPs). Estas proteinas sdo produzidas pelos
osteoblastos que, por meio de uma cascata de eventos, induzem as células
mesenquimais indiferenciadas a formacdo do tecido 6sseo (Zhou et al., 1993;
Chen et al., 1997; Solhein, 1998).

Neste trabalho foi induzida a diferenciacdo 6éssea de ADSCs utilizando-se
BMP-4 e meio de diferenciacdo osteogénica (OM) como agentes indutores e
testada por meio da caracterizacdo molecular e histolégica de marcadores
osteogénicos.

A morfologia das células-tronco mesenquimais logo apds colocadas em
cultura foi similar a de células que crescem em suspensdo, apresentando uma
morfologia esférica. Entretanto, apdés o segundo ou terceiro dia de cultura, estas
comecam a apresentar morfologia fibroblastéide e aderéncia a superficie plastica.
Esta adesdo é caracteristica da linhagem mesenquimal, e difere das células da
linhagem hematopoiética que tém crescimento em suspensédo (Aubin, 1999; Petite
et al., 2000).

Devido a diferentes resultados encontrados em relagcdo aos marcadores
de superficie e isolamento das MSCs foi necessario um consenso para a

identificacdo e caracterizagdo destas células, visando um maior controle da
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qualidade das preparacdes celulares. Em agosto de 2006, a Sociedade
Internacional de Terapia Celular propds que as MSCs devem expressar CD105,
CD73 e CD90, e ndao devem conter marcadores da linhagem hematopoiética
como CD45, CD34, CD14 ou CD11b (Strem et al., 2005; Dominici et al., 2006;
Wolfgang & Ho, 2007).

Os resultados obtidos neste estudo, com relacdo aos marcadores de
superficie das ADSCs, estdo de acordo com esta premissa e com outros estudos
descritos na literatura. Foi observada com maior freqiéncia a expressdo de
CD105, indicando a presenca de células mesenquimais precursoras que
desempenham um importante papel na osteogénese (Zuk et al., 2001; Dominici et
al., 2006; de Girolamo et al., 2007).

A proteina BMP-4 induz células primitivas a formar osso tanto in vitro
como in vivo, atuando primariamente nos estdgios iniciais da diferenciacdo
osteogénica (LI G, 1998). Para verificar a diferenciagdo, os genes envolvidos na
deteccdo foram utilizados em conjunto com um marcador especifico da
osteogénese, a osteocalcina (OC).

Também foi verificado que a atividade da fosfatase alcalina (ALP) na
linhagem osteoblastica esta aumentada durante a diferenciacdo na fase pré-
osteoblastica, proximo ao estagio de proliferacdo final durante a deposicao da
matriz extracelular e maturacéo (Davies, 1999; Beck et al., 2000). Por esta razao,
a expressdo desta proteina é frequentemente utilizada como um marcador
osteoblastico (Davies, 1999). A osteopontina € expressa em células de varios
tecidos incluindo osso, dentina, cartilagem hipertrofica, rim, cérebro, tecido

vascular e outros. Nos 0sso0s, a osteopontina € produzida pelos osteoblastos em
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varios estagios e, € sugerido na literatura que a sua expressdo ocorre em dois
picos (Sodek, 2000). Contudo, em células-tronco da medula 6ssea esta proteina é
detectavel nos estagios iniciais da diferenciacéo, durante a proliferacdo de células
precursoras como pré-osteoblastos e em altos niveis em osteoblastos (Aubin,
1998).

Para verificar a expressdo de mRNA da ALP, da osteopontina e da
osteocalcina nas culturas de hADSCs induzidas com BMP-4 foi utilizada a técnica
de RT-PCR. Neste estudo, foi observada a expressdo de ALP, osteocalcina e
osteopontina nos controles ndo induzidos e nas culturas derivadas de todos os
pacientes tratados com BMP-4. Nas culturas de células do paciente I, a expressao
ocorreu no 14° e 21° dia; nas culturas do paciente Il, a expressdo da osteopontina
ocorreu no 14° dia e a expressao da osteocalcina ocorreu no 21°. Nas culturas
derivadas do paciente lll, esta expressdo ocorreu no 14° dia. A expressdo da
fosfatase alcalina e da osteopontina nas células nao induzidas pode ser justificada
pelo fato de que a osteopontina € uma proteina encontrada na matriz extracelular
de outros tecidos, como musculos, alguns tumores e fluidos corporais (SODEK et
al., 2000; GERICKE et al., 2005), onde a fosfatase alcalina tem sido observada
em outros tipos de células e tecidos como cartilagem, hepatdcitos e células renais
(MOTA et al., 2008). Em um outro estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa,
a osteopontina estava presente nos primeiros dias de cultura. Entretanto, estas
células eram derivadas da medula 6ssea (Loro, 2002).

Em relagéo a expressdo da osteocalcina, nossos resultados diferem de
ZUK et al. (2002). Quando compararam com as culturas de BMSCs controles, ndo

foi encontrada expressdo basal nas ADSCs mantidas em meio nao indutor.
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Contudo, a expressao da osteocalcina foi verificada em baixos niveis nas culturas
de MSCs derivadas da medula 6ssea. Tém sido mostrado que, em culturas de
BMSC, a osteocalcina € a ultima a ser expressa nos osteoblastos maduros e é
indetectavel em pré-osteoblastos (Aubin, 1998; Beck et al., 2000).

O meio indutor OM, contendo [-glicerolfosfato, acido ascorbico e
dexametasona, € considerado por muitos autores como 0 meio osteo-indutivo
mais eficiente (ZUK et al., 2001; ZUK et al., 2002; MIZUNO et al., 2003, IM et al.,
2005; HONG et al., 2007; AKSU et al.,, 2008). Desta forma, o processo de
diferenciacdo celular é controlado por uma cascata de eventos moleculares
envolvidos na regulacédo génica, por meio da acao de varios hormdnios, citocinas
e fatores de crescimento (DUCY and KARSENTY, 1998). A influéncia dos
glicocorticéides na proliferacdo e diferenciacdo de células osteogénicas causa
alteracdo na concentracdo de fatores de crescimentos e horménios interferindo
em suas vias de sinalizacdo (COOPER, 1999). O acido ascorbico é necessario
para a sintese da matriz colagena e do seu depdésito (XIAO et al., 1997; DAVIES,
1999). O B-glicerolfosfato promove a mineralizacdo in vitro pelo mecanismo de
modulacdo da atividade metabdlica de células ésseas e serve como uma fonte
local de ions e fosfatos inorganicos (CHUNG et al., 1998).

A expresséo da osteocalcina e da osteopontina nas culturas de pacientes
induzidas com OM foi detectada pela técnica de PCR em tempo real. No entanto,
a presenca de osteocalcina no 7° dia de indugdo nédo era esperada. Este fato é
observado na literatura, ndo havendo um consenso sobre o periodo preciso em

gue a osteocalcina é expressa em culturas de ADSCs (BECK et al., 2000; ZUK et
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al., 2002; ZHOU et al., 2006). Por outro lado, a expressédo de osteopontina foi
detectada em altos niveis no 14° dia pos-inducéo.

A diferenciacéo das células dos pacientes IV e V para tecido 6sseo foram
confirmados em culturas em meio OM pela marcacédo positiva para fosfatase
alcalina, von Kossa e alizarina vermelha. Estas trés alternativas de confirmacao
citoquimica sdo amplamente empregadas na literatura como requisitos para
certificacdo da osteogénese completa, pois confirmam a presenca de fosfatase
alcalina e a deposicao de calcio na matriz extracelular (Aksu et al., 2008; Zuk et
al., 2001; Mizuno et al., 2003, Im et al., 2005; Hong et al., 2007; Egusa et al.,
2007). Essa ultima marcacdo s6 € observada em osteoblastos maduros que
secretam colageno tipo I, rico em matriz extracelular de calcio, a qual se torna
calcificada durante os estagios mais tardios de diferenciacao (Scott, 1980).

A proteina MCM2 tem sido descrita como um marcador de células
proliferativas, sendo expressa em células progenitoras e uma variedade de
tecidos (Freeman, 1999; Lampert et al., 2005) e esta envolvida em mecanismos
de reparacdo de DNA, como recombinacdo homéloga (Wang et al., 2004). Em
nossos resultados, foi observada uma diminuicdo da expressédo do gene MCM2,
durante a osteo-diferenciacdo das hADSCs. Estes resultados podem estar
relacionados com envelhecimento celular, ou ainda com a diferenciacdo celular,
visto que quando as células se diferenciam, perdem a capacidade de proliferar
(Freeman, 1999). Em adicdo, Pruitt et al. (2007) mostraram que expressao
reduzida de MCM2 em camundongos knockout resulta em deficiéncia nas

células-tronco e cancer.
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5 CONCLUSOES

O estudo in vitro da diferenciacdo de células-tronco adultas derivadas de

tecido adiposo (hADSCs) cultivadas em meio osteogénico mostrou que:

a) As células aderem e proliferam em cultura;

b) As células sofrem osteoinducdo quando cultivadas na presenca de
meio contendo BMP-4 ou OM,;

c) As células expressam proteinas marcadoras da linhagem osteogénica
como a fosfatase alcalina, osteocalcina e osteopontina;

d) As células apresentam deposicdo de matriz mineralizada pelo menos
guando cultivadas em meio OM.

e) Foi observada uma diminuicdo da expressao do gene MCM2, durante a

diferenciacdo das hADSCs.
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6 PERSPECTIVAS

Baseado nos resultados obtidos em relacéo a cultura de hADSCs e
expressao de proteinas relacionadas a osteogénese, planeja-se para o

seguimento deste trabalho:

a) A utilizacdo de amostras de pacientes do género masculino, visto que,
este trabalho foi desenvolvido apenas com pacientes do género feminino, e ja
existem trabalhos que descrevem a influéncia de horménios estrégenos na
diferenciacdo para tecido 6sseo (Aksu et al., 2008);

b) Andlise da expressdo de outros genes relacionados a reparacao de

DNA e ciclo celular durante a osteogénese e neurogénese.
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