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Resumo

Cada vez mais busca-se por terapias alternativas que possam facilitar e melhorar a qualidade de vida
dos pacientes e nesse contexto, as células-tronco mesenquimais (CTM) vém sendo amplamente
estudadas devido sua habilidade de cicatrizacdo, autorenovacéo e diferenciacdo. Muito se sabe sobre
0 mecanismo o qual essas células se diferenciam na linhagem osteogénica, no entanto sao necessarios
mais estudos para saber como de fato ele ocorre e como € a expressdo génica durante esse processo.
Assim, o objetivo dessa revisao foi apresentar um estudo sobre a expressao génica que ocorre durante
a diferenciacdo osteogénica de CTM. Dessa maneira, foi realizado um levantamento de artigos
publicados entre 2019 e 2022, utilizando critérios de relevancia e priorizando estudos que abordavam
o tema de forma ampla e clara, sendo selecionados 17 de 63 trabalhos. Portanto, foi possivel concluir
que a diferenciacdo osteogénica de células-tronco mesenquimais apresenta papel promissor no
tratamento de afeccdes dsseas e que entender a expressao génica que ocorre no processo é de suma
importancia, sendo esta um mecanismo complexo de alteracbes moleculares e assim, faz-se
necessario mais estudos que elucidem.

Palavras-chave: Células-tronco. Diferenciacdo osteogénica. Expressédo génica.
Area do Conhecimento: Ciéncias da Saude - Medicina Veterinéria.

Introducéao

As células-tronco mesenquimais podem ser encontradas em quantidades e tecidos variaveis, sendo
classificadas como adultas e multipotentes, com capacidade de se autorenovarem e adquirir fenétipo
de diversos tipos celulares, além de serem plastico aderentes, o que permite sua ampla utilizacdo em
estudos in vitro (SPILA, 2019). Essa capacidade de adesdo deve-se ao fato dessas células
apresentarem forma semelhante aos fibroblastos, emitindo prolongamentos e secretando matriz
extracelular. Ademais, quando estimuladas essas células sdo capazes de se diferenciar em linhagens
osteogénica, condrogénica e adipogénica (SILVA, 2019).

N&o obstante, dentre os tecidos que podem ser diferenciados pode ser citado o 6sseo, em que 0
processo de diferenciacdo osteogénica vai desde a célula-tronco indiferenciada, até um progenitor que
ird dar origem ao tipo celular especifico esperando. Assim, para que o potencial clinico dessas células
seja alcangado, é de suma importancia o entendimento dos mecanismos de diferenciagao, como por
exemplo compreender como ocorre a regulagcdo dos genes durante o processo (MARCON, 2019).
Dessa maneira, o objetivo do presente estudo foi apresentar uma revisdo de literatura sobre a
expressdo génica que ocorre durante o processo de diferenciacdo osteogénica das células-tronco
mesenquimais.

Metodologia
Esse estudo baseou-se na coleta de informag8es académicas sobre o assunto, a partir de reviséo

bibliogréafica criteriosa. Realizou-se buscas de material bibliografico publicado entre 2019 e 2022, nos
idiomas portugués e inglés, por meio dos descritores “Stem cells’, “Mesenchymal stem cells”,
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“Osteogenic differentiation”, “Osteogenesis” e “Gene expression”, combinados ou nédo, trazendo como
critério de incluséo a mdexagao das plataformas de dados cientificos Google Scholar, Pubmed e Scielo.

Resultados

O levantamento bibliogréafico resultou em 63 artigos, que foram submetidos a leitura e estudo. Dentre
eles, foram selecionados 17 trabalhos, que abordaram o tema de forma clara e ampla. Foi também
utilizado como critério, priorizar trabalhos que traziam informacées relevantes e ainda que abordavam
tépicos essenciais, como os demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Trabalhos utilizados no presente estudo e principais assuntos abordados.

Assunto principal Trabalhos utilizados
Células-tronco mesenquimais LAN et al., 2021
LU et al., 2022

RAMAN et al., 2022
SUROWIECKA et al., 2022
Diferenciacédo osteogénica ARAUJO, 2022
LU et al., 2022
RAMESH, 2021
SHARIFI et al., 2020
SILVA, 2019
SMITH e ELISEEV, 2021
YANG et al., 2021
Expressédo génica durante a diferenciagéo GAVAZZO et al., 2021
osteogénica KUTERBEKOQV et al., 2020
OLIVEIRA, 2019
RAMESH, 2021
SPILA, 2019
SHAFAEI e KALARESTAGHI, 2020
SHARIFI et al., 2020
WAGLEY et al., 2020
Fonte: confeccionado pelos autores.

Discussao

De acordo com Lan et al. (2021), as células-tronco mesenquimais foram estudadas pela primeira
vez em 1976, sendo essas células distribuidas em grande quantidade no corpo dos seres humanos.
Ademais, elas podem ser classificadas como multipotentes, apresentando capacidade de se diferenciar
em certios tipos de células, sendo capazes de reparar tecidos onde se encontram além de se
diferenciarem em células maduras, como adipdcitos, osteoblastos, condroblastos (RAMAN et al., 2022;
SUROWIECKA et al., 2022), tendcitos, cardiomidcitos, queratindcitos, hepatdcitos e células neurais
(RAMAN et al., 2022). E assim, essas caracteristicas fazem com que essas células sejam opg¢édo
terapéutica promissora no tratamento de algumas afec¢fes (LU et al., 2022; SUROWIECKA et al.,
2022).

A diferenciac@o osteogénica € o processo pelo qual as células-tronco mesenquimais formam os
osteoblastos, sendo muito importante para a formacédo do tecido 6sseo durante o desenvolvimento,
reparo de fraturas e manutencéo do tecido (SMITH e ELISEEV, 2021). O mecanismo de como ocorre
essa diferenciacdo in vivo e in vitro vém sendo estudado e sabe-se que esses abrangem sinais que
vem tanto internamente as celulas quanto externamente, podendo ser exemplificada por genes,
citocinas, estimulos fisicos e o microambiente (SILVA, 2019). Dessa forma, quando fala-se sobre a
diferenciacdo osteogénica in vitro, para promover essa diferenciacdo suplementos diversos precisam
ser acrescidos do meio de cultivo para que se tenha um suporte desse processo. Neste sentido, em
varios estudos realizados, como Araujo (2022); Ramesh (2020); Sharifi et al. (2020); Yang et al. (2021),
em sua metodologia usaram DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) acrescido de 10% de soro
fetal bovino, B-glicerofosfato (10 mM), dexametasona (0,1 uM) e &cido ascorbico (50 pg/mL).
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Ademais, durante o processo de diferenciacdo, a cromatina celular é remodelada e permite a
ativacao ou reprime genes reguladores, ou seja, genes especificos da linhagem em diferencia¢édo sédo
ativados em resposta a estimulos (LU et al., 2022). Nesse cenario, a diferenciagdo se inicia pela
formacdo das células osteoprogentoras, que posteriormente serdo pré-osteoblastos, osteoblastos
maduros e por fim, osteécitos (SPILA, 2019). Desse modo, entender o que ocorre durante esse
processo é importante para que essas células possam ser usadas na clinica de afeccbes Gsseas
(YANG et al., 2021) e assim, sobre as alteragbes moleculares, muitos genes sdo descritos como
reguladores osteogénicos, visto que € um processo complexo (RAMESH, 2021). O processo se inicia
por meio da ativacdo das vias de sinalizacdo osteogénica, que sdo desencadeadas pela ligacao de
fatores com os receptores das células, sendo seguido por etapas de regulagcdo positiva de genes
osteogénicos (KUTERBEKOV et al., 2020).

Dessa forma, entre os genes marcadores podem ser citados o Osx e o Runx2, que séo elementos
fundamentais e que aumentam a diferenciacao osteoblastica (SHARIFI et al., 2020). O Osx é um fator
de transcricdo de dedo de zinco (GAVAZZO et al., 2021), sendo exclusivo de osteoblastos e envolvido
na formacgdo de tecido 0sseo, € 0 Runx2 apresenta expresséo alta a nivel inicial de diferenciacao,
estimulando genes adicionais, dentre os quais podemos citar o colageno tipo 1 e a osteocalcina
(RAMESH, 2021). Pode-se dizer ainda, que o Runx2 esté intimamente ligado com a regulagdo do Osx,
gue ir4 fazer a regulacé@o da diferenciacédo de osteoblastos, tanto in vivo quanto in vitro (SHARIFI et al.,
2020). Outrossim, além de atuar aumentando a expressao de outros marcadores osteogénicos, o
Runx2 atua de forma a diminuir a expressdo de marcadores que promovem a diferenciacao
adipogénica, como por exemplo o PPARYy (receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama) e
lipoproteina lipase (OLIVEIRA, 2019).

A osteocalcina (OCN) também se encaixa como um marcador, sendo sua expressao mais marcante
na fase mais tardia e de grande importancia no processo de mineralizagao, estando presente também
no osteoblasto maduro. Assim também, o coldgeno tipo 1 esta associado com a matriz extracelular,
promovendo a ligacéo entre proteinas a receptores da membrana (RAMESH, 2021). Tem-se ainda a
fosfatase alcalina (ALP), que € um marcador inicial de diferenciagéo, apresentando papel importante,
onde sua expressdo de mMRNA (RNA mensageiro) esta diretamente relacionado com a sintese de
colageno tipo 1 e a formagédo da matriz 6ssea (RAMESH, 2021). Cabe ressaltar que a fosfatase alcalina
ndo é especifica do tecido 6sseo apesar de estar altamente expressa, mas o envelhecimento ésseo,
assim como a determinacao do tipo celular durante a diferenciacdo osteogénica ocorre com regulagéo
da liberacao e hidrélise de ATP (adenosina trifosfato) que é feita pela fosfatase (OLIVEIRA, 2019).

Os osteoblastos imaturos expressam o gene SPP1 (Secreted Phosphoprotein 1), que é responsavel
por codificar uma glicoproteina conhecida como osteopontina (OPN). A formacao dessa proteina ocorre
via calcitrol, que esta relacionado como a reabsorcéo dssea e ela esta envolvida em processos, dentre
0s quais podemos citar a calcificacdo e biomineralizacdo. Pode-se ressaltar ainda, que a OPN é
expressa nado s6 no tecido 6sseo, mas também em rim, cartilagem, Gtero, glandulas mamarias, entre
outros (OLIVEIRA, 2019).

Os fatores de transcricdo séo regulados por sinalizacdo, onde uma das vias conhecidas é a MAPK
(proteinas quinases ativadas por indutores de mitose) que se encontrada exemplificada na Figura 1.
Essa via pode ser subdividas em quinases reguladas por sinais extracelular (ERK), JNK (c-Jun N-
terminal cinase) e, por fim, a p38 MAPK (p38 mitogen-activated protein kinases) (KUTERBEKOQV et al.,
2020). Uma dessas proteinas é a ERK1/2 (Extracellular signal-regulated protein kinase), que é
conhecida por regular a chave de crescimento e proliferacéo, apresentando papel crucial na fosforilagéo
dos fatores de transcricdo que irdo expressar o fenétipo nas CTM. Como exemplo disso, durante a
diferenciacdo ha um aumento da atividade da ERK1/2, que fosforila 0 RUNX2 (GAVAZZO et al., 2021).

Outra via de sinalizacdo que pode ser citada é a das glicoproteinas Wnts, que encontra-se
representada na Figura 2, sendo que as mesmas sao produzidas por mamiferos, além de estarem
envolvidas no desenvolvimento embrionério, inducdo tecidual, determinacéo celular e proliferacdo e
diferenciacdo de células-tronco. As Wnts incluem pelo menos 19 proteinas, e podem ser divididas nas
vias dependentes de catenina (canbnicas) e nas ndo dependentes (ndo candnicas), sendo a via
dependente (B-candnica) a que estimula a osteogénese e previne a condrogénese e adipogénese. Essa
via atua a partir da diferenciacdo de osteoblastos pela ativacdo da transicdo do Runx2 para Osx
(SHAFAEI e KALARESTAGHI, 2020).
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Outros fatores osteoindutores que estdo envolvidos nas diferentes vias de sinalizacdo sé@o as
proteinas morfogenéticas 6ssas (BMPs), que estéo representadas na Figura 3, sendo que elas atuam
por vias dependentes e independentes de Smad, onde na dependente ha a fosforilagédo, formando um
complexo e translocando para o ndcleo para que ocorra a indugdo da expressdo dos genes como
Runx2 e Osx. Enquanto na independente, as cascatas MAPK séo estimuladas para osteoinducéo
(SHAFAEI e KALARESTAGHI, 2020). Existem 16 subtipos de BMPs, onde os subtipos 2, 4,6, 7 e 9
sdo considerados os mais osteoindutores (KUTERBEKOQV et al., 2020; SHAFAEI e KALARESTAGHI,
2020; WAGLEY et al., 2020).

Figura 1 — Esquema representativo da via MAPK.

Proteinas quinases ativadas
por indutores de mitose.

Regulada por sinais

«— ERK1/2 —> Fosforila o Runx2.
extracelulares.

Fonte: confeccionado pelos autores.

Figura 2 — Esquema representativo da via das glicoproteinas Wnts.

Glicoproteinas.

Vias dependente de
catenina.

Ativacao da regulacao do
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P Runx2 para Osx.

Fonte: confeccionado pelos autores.

Figura 3 — Esquema representativo da via das proteinas morfogenéticas 6ssas (BMPs).

Proteinas morfogenéticas osseas.

Dependente de Smad. Independente de Smad.

: l
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Runx2 e Osx.

Fonte: confeccionado pelos autores.
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Conclusao

A partir do levantamento de dados do presente estudo, fica evidente que é muito importante
conhecer o mecanismo pelo qual ocorre a diferenciacdo das células-tronco mesenquimais em células
da linhagem osteogénica, visto o destaque que essas células recebem na terapéutica de varias
afeccBes, como as enfermidades 6sseas, somado ao fato da facilidade do estudo in vitro que elas
fornecem. Destaca-se também a complexidade da expressdo génica que ocorre na diferenciacdo
osteogénica, sendo necessarios mais estudos que elucidem esse processo amplo e dindmico.
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