2° COLOQUIO ULBRA DE EXTENSAO, PESQUISA E ENSINO
2° ENCONTRO ULBRA DE BOLSISTAS CNPq E FAPERGS

MODULAGCAO DE GENES OSTEOGENICOS EM CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS DE RATO INDUZIDA POR MELATONINA

Debora Behn*
Bruno Paiva dos Santos?
Melissa Camassola®

Resumo

A melatonina é um horménio produzido em 6érgéos e células, cujas funcbes bioldgicas estdo
relacionadas com ritmo circadiano, o ciclo sono-vigilia, inibicdo do crescimento do tumor,
funcdo imunoldgica, protecdo antioxidante e homeostase redox. Alguns sugerem que 0S
efeitos bioldgicos e variados de melatonina podem também incluir uma funcéo reguladora na
diferenciacdo de células-tronco mesenquimais. O presente trabalho tem como objetivo
caracterizar o papel osteogénico da melatonina em células-tronco mesenquimais derivadas de
medula dssea de rato. As células foram isoladas a partir de fémur e tibia e cultivadas em meio
base e osteogénico contendo diferentes concentragdes de melatonina. Apos 3 e 7 dias de
incubacgdo, os genes Runx2, Sp7 e Bglap foram analisados. Ndo observamos modula¢do na
expressdo de Bglap, porém quando a melatonina foi adicionada ao meio base, vimos aumento
da expressdo de Runx2 e Sp7 ap06s 7 dias de inducdo. Ja quando em meio osteogénico,
observamos aumento da expressdo de Sp7 em 3 e 7 dias. Nossos resultados mostram que a
melatonina é capaz de induzir aumento na expressao de dois importantes marcadores iniciais e
intermediarios da osteogénese em meios base e osteogénico, indicando o potencial
osteoindutor da melatonina.
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INTRODUCAO

A melatonina (N-acetil -5-metoxitriptamina) é uma indolamina originalmente isolada
a partir de tecido pineal bovino). Posteriormente, foi reconhecido que, em mamiferos, durante
0 periodo noturno hd um aumento nos niveis sanguineos de melatonina e que isso é o
resultado da sua sintese e secrecdo a partir da glandula pineal. No entanto, este produto de
secrecdo pineal também € produzido em outros, talvez todos, 6rgaos e células incluindo a
retina, intestino, ovario, testiculos (REITER et al.,, 2013). Além disso, a melatonina é
produzida em todos os organismos dos reinos das plantas (PAREDES et al., 2009; PARK et
al., 2013) e dos animais (REITER et al., 2009).

Muitas funcbes biolégicas de melatonina foram identificadas até agora em varios
organismos. A melatonina influencia o ritmo circadiano, o ciclo sono-vigilia, inibicdo do
crescimento do tumor, a funcdo imunoldgica e fornece protecdo antioxidante e homeostase
redox em tecidos (ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2001; JARZYNKA et al., 2009;
CARDINALI et al., 2012; HARDELAND et al., 2012; SALIDO et al., 2013).

Alguns sugerem que os efeitos bioldgicos e variados de melatonina podem também
incluir uma funcdo reguladora na diferenciacdo de células-tronco mesenquimais (MSCs,
mesenchymal stem cells), um processo envolvido principalmente no desenvolvimento e
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regeneracdo de tecidos, como 0ssos e tecido adiposo, por exemplo. Em MSCs derivadas de
medula déssea (BMSCs, bone marrow mesenchymal stem cells), foi observado que a
melatonina aumenta a osteogénese e inibe a adipogénese; como resultado, a melatonina pode
mudar o destino de células precursoras da medula dssea, da diferenciacdo adipocitica para a
diferenciacdo osteoblastica, que pode ser de grande importancia no desenvolvimento de
estratégias de reparacdo Ossea. Tal evidéncia, no entanto, sugere implicacbes no controle
fisioldégico de componentes do tecido 6sseo em que os efeitos da melatonina dependentes e
independentes de receptores promovem a formacéao de tecido e evitam a degradacdo (ZHANG
et al., 2013).

O presente trabalho tem como objetivo caracterizar o papel osteogénico da
melatonina em MSCs derivadas de medula éssea (rBMSCs) de rato.

METODOLOGIA

Animais. Foram utilizadas células de trés ratos fémeas da linhagem Lewis, com
aproximadamente quatro semanas de idade. O uso dos animais foi aprovado pela Comissédo
de Etica da FEPPS (MEMO no. 02/201, 07 de agosto de 2013).

Isolamento e cultivo de rBMSCs. Para obtencdo das rBMSCs, o conteudo da medula
Ossea foi retirado da tibia e do fémur por puncdo com seringa contendo meio HDMEM e
Hepes (referenciado neste trabalho como CCM). As células foram plaqueadas e cultivadas no
mesmo meio em 5% de CO; a 37 ° C. Apds o isolamento, o meio de cultura foi substituido
depois de 72 h em cultura. Para manutencdo das células em cultura, o meio foi trocado duas
vezes por semana, juntamente com a remocao das células ndo aderentes. As células aderentes
foram tripsinizadas e expandidas cada vez que atingiram 80-90 % de confluéncia.

As células foram plaqueadas com densidade de 10 células/cm? e mantidas durante 3
a 7 dias em meio osteogénico ou CCM (controle). Para a defini¢cdo dos grupos experimentais,
a melatonina foi adicionada em CCM e em CCM-O (meio osteogénico, composto de CCM
suplementado com 10°® M de dexametasona, 5 g acido ascorbico 2-fosfato mL™, e 10 mM de
fosfato de B-glicerol) nas concentracdes de 10° M a 10 M, onde o veiculo (DMSO 0,001%)
se manteve sempre na mesma concentracdo para todos os grupos. Seu efeito também foi
avaliado. O meio de cultura foi trocado duas vezes por semana. Todos 0s experimentos foram
realizados com as células entre passagens 3 e 6 e em triplicata.

Extracdo de RNA, Sintese de cDNA e Expressao Génica. O RNA foi extraido usando
o reagente TRIzol (Invitrogen) seguindo as instrucfes do fabricante. O RNA foi quantificado
no espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE,
EUA). 500 ng de RNA foram usadas como molde para a sintese de cDNA com o kit da
transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen) seguindo as instru¢des do fabricante. Cada reacao
de RT-gPCR continha cDNA diluido 1:30, usando Syber Green para deteccdo das
amplificacBes nas seguintes condicdes: 94 °C 5 min seguido de 40 ciclos de 94 °C por 15 s, 60
°C por 10 s, 72 °C por 15 s; holding stage a 60 °C por 35 s; 95 °C por 15 e curva de
dissociacdo partindo de 60 °C por 1 min até 95 °C com acréscimo de 0,3 °C cada 15 s. Todas
as amostras tiveram a curva de dissociacdo analisada para garantir a amplificacdo unica. Os
genes analisados foram Runx2, Bglap (osteocalcina) e Sp7 (Osterix, Osx) e a sequéncia dos
primers estad disponivel a Tabela 1. Para a quantificacdo relativa da expressdo génica, o
método 2"°°“ foi utilizado. Os genes Ppia e Hprtl foram utilizados como normalizadores.

Analise Estatistica. Os dados sdo expressos em média + desvio padrdo. A diferenca
entre os grupos foi analisada utilizando Prism 5 software (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA) no teste One-Way ANOVA seguido de Dunnet como post-hoc. Uma diferenca de
p <0,05 foi considerada estatisticamente significativo.



RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentragdes de melatonina testadas neste estudo foram decididas apds revisao
na literatura. Os trabalhos que fizeram parte da revisdo envolvem tipos celulares humanos e
murinos e as concentragdes descritas abrangem niveis farmacoldgicos e fisioldgicos
(BLACKMAN et al., 2001; RADIO et al., 2006; ZHANG et al., 2010). Essas concentracoes
foram usadas com o intuito de avaliar o potencial de inducgéo de osteogénese da melatonina.

A modulacdo na expressao génica de Runx2, Sp7 e Bglap foram verificadas em 3 e 7
dias e nos meios CCM e CCM-O (Figura 1). Para essas analises, as diferentes concentragdes
de melatonina foram comparadas em relacdo ao controle correspondente no mesmo tempo
analisado: CCM ou CCM-O sem melatonina. A expressdo de Runx2 (Figura 1) teve um
aumento em 3,49 X na sua expressdo quando a melatonina é adicionada ao meio CCM na
concentragdo 10° M (p<0,01) em 7 dias. A mesma concentracio em CCM também aumentou
a expressao de Sp7 (Figura 1C) em 6,05 X (p<0,05) em 7 dias. Ja em Bglap (Figura 1B), ndo
observamos diferenca estatistica entre 0s grupos. Nossos resultados mostram que a
melatonina é capaz de induzir aumento na expressao de dois importantes marcadores iniciais e
intermediarios da osteogénese na auséncia de meio indutor osteogénico. Achados similares
foram descritos por Matsumura e colabordores (2014), que estudaram a regulacdo do gene da
sialoproteina 0ssea, um importante marcador osteogénico, na linhagem de osteossarcoma
humano Saos2 (MATSUMURA; OGATA, 2014). Eles mostraram 0 aumento na expressao
desse gene ap6s 12 h de exposicdo & melatonina nas concentracdes 10° M e 107 M na
auséncia do meio indutor. Juntos estes dados reforcam o potencial osteoindutor da
melatonina.

Figura 1. Expressé@o os genes Runx2, Bglap e Sp7 (Osx) em rBMSCs em diferentes
concentracdes de melatoninaem CCM (M 10™), CCM-O (M 10™) ou veiculo (V) em3e 7
dias (nameros indicados antes de cada tratamento). Os asteriscos indicam diferenca estatistica.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Foram usados 0s genes Ppia e Hprtl como normalizadores.
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Quando a melatonina é adicionada em CCM-O, também observamos modulagéo na
expressdo de Sp7 (Figura 1D). Em 3 dias, houve o aumento de 9,06 X (p<0,01) na
concentracdo de 10° M de melatonina. Em 7 dias, houve aumento de 8,31 X (p<0,001) na
expressdo de Sp7 quando a melatonina é adicionada na concentracdo de 107 M.

O aumento na expressdo de outros marcadores osteogénicos quando a melatonina é
adicionada em meio osteogénico ja foi visto em outros trabalhos. Zhang e colaboradores
(2010) observaram aumento na expressdo de RUNX2 em 3, 6 e 12 dias e ALPL, SPP1
(osteopontina) e BGLAP em 12 dias em BMSC humanas a 10* M de melatonina em meio
osteogénico (Zhang et al., 2010). Adicionalmente, a acdo da melatonina em outros sistemas
de cultura também foi estudada. Son e colaboradores (2014) estudaram o efeito da melatonina
em células MC3T3-E1 em condi¢Bes de hipdxia em meio osteogénico (Son et al., 2014). Eles
mostraram o aumento de marcadores osteogénicos como Runx2 e também viram a a¢do forma
dose-dependente para Sp7 e Bglap. Para estes resultados, as células foram expostas nas
concentracdes de 10° M a 2,5 x 10 M. Estas concentracdes sdo bem maiores do que aquelas
utilizadas nos estudos citados aqui.

CONCLUSOES

Os resultados sugerem que a melatonina possui efeito osteogénico sobre as rBMSCs,
induzindo o aumento da expressdo de genes como Runx2 e Sp7. Este efeito osteoindutor é
observado quando a melatonina é adicionada tanto em meio osteogénico como em meio base.
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