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RESUMO: 

“Procuro semear otimismo e plantar sementes de paz e 

justiça. Digo o que penso, com esperança. Penso no que 

faço, com fé. Faço o que devo fazer, com amor. Eu me 

esforço para ser cada dia melhor, pois bondade também 

se aprende. Mesmo quando tudo parece desabar, cabe a 

mim decidir entre rir ou chorar, ir ou ficar, desistir ou lutar; 

porque descobri, no caminho incerto da vida, que o mais 

importante é o decidir”. 

                                                                       Cora Coralina 
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Introdução: Células-tronco mesenquimais (MSCs) são células progenitoras 

multipotentes potencial fonte para várias terapias celulares. MSCs são caracterizadas 

pela expressão dos marcadores celulares CD73, CD90 e CD105, e ausência de 

expressão dos marcadores CD34, CD45, CD11a, CD19 e HLA-DR. CD90 é uma 

glicoproteína presente na membrana de MSC, várias células adultas e células-tronco 

de câncer. A função de CD90 em MSC ainda é pouco elucidada. Objetivo: Obter 

MSCs com expressão reduzida de CD90 para investigar a função desse marcador na 

morfologia, proliferação e diferenciação de MSCs humanas. Metodologia: Foi 

avaliada a função de CD90 na morfologia, proliferação, supressão da proliferação de 

células T e diferenciação osteogênica e adipogênica de MSCs por meio da redução 

da expressão desse marcador, usando vetores lentivirais que expressam shRNA 

contra CD90. Resultados: O estudo mostrou que a redução da expressão de CD90 

resultou em maior eficiência das diferenciações osteogênica e adipogênica de MSCs 

in vitro e, inesperadamente, resultou também no decréscimo da expressão dos 

marcadores CD44 e CD166. Conclusão: O estudo sugere que CD90 controla a 

diferenciação de MSCs e possa agir como um obstáculo a ser superado para que haja 

diferenciação e a manipulação de CD90, na presença de um correto estímulo para a 

diferenciação pode levar a taxas de diferenciação in vitro de MSCs mais eficientes.  

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais, células-tronco estromais, CD90, Thy-

1, fibroblasto, diferenciação. 
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ABSTRACT 

Introduction: Mesenchymal Stromal Cells (MSCs) are multipotent progenitor cells 

used in several cellular therapies. MSCs are characterized by the expression of CD73, 

CD90 and CD105 cell markers, and the absence of CD34, CD45, CD11a, CD19 and 

HLA-DR cell markers. CD90 is a glycoprotein present in the MSC membranes, various 

adult cells and cancer stem cells.  The role of CD90 in MSCs remains unknown. Here, 

we sought to analyse the role of CD90 plays in the characteristic properties of in vitro-

expanded human MSCs. Methodology: We investigated  the function of CD90 in: the 

morphology; proliferation rate; suppression of T cell proliferation; and 

osteogenic/adipogenic differentiation of MSCs by reducing the expression of this 

marker using CD90 target shRNAs lentiviral vectors. Results: The present study 

shows that a reduction in CD90 expression enhances the osteogenic and adipogenic 

differentiation of MSCs in vitro and, unexpectedly, causes a reduction the expression 

of CD44 and CD166. Conclusion: Our study suggests that CD90 controls the 

differentiation of MSCs by acting as an obstacle in the pathway of differentiation 

commitment which may be overcome, in the presence of the correct differentiation 

stimuli, supporting the idea that CD90 level manipulation may lead to more efficient 

differentiation rates in vitro. 

Keywords: Mesenchymal stem cells, mesenchymal stromal cells, CD90, Thy-1, 

fibroblast, differentiation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1CÉLULAS-TRONCO 

 

Células-tronco são células indiferenciadas presentes no organismo, que 

possuem duas propriedades características: auto-renovação e diferenciação (Figura 

1) A auto-renovação refere-se à proliferação por longos períodos com manutenção do 

seu estado indiferenciado e a diferenciação é a capacidade de gerar tipos celulares 

especializados com a finalidade de promover o crescimento e a maturação do 

organismo ou a regeneração de um tecido após trauma ou lesão (1,2). Vários estudos 

a respeito da biologia de células-tronco evidenciaram a presença de populações 

celulares hierárquicas organizadas em um sistema originado a partir de uma célula 

indiferenciada com elevada capacidade de diferenciação (2).  

 

Figura 1 – Imagem representativo da definição de células-tronco. Fonte: www.lance-ufrj.org 

 

 

                 Dessa forma, as células-tronco são classificadas de acordo com seu 

potencial de autorrenovação e diferenciação como: totipotentes, pluripotentes, 
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multipotentes, oligopotentes e unipotentes. As células totipotentes possuem 

capacidade de originar células embrionárias e adultas, já as pluripotentes originam 

todas as células do embrião, com exceção da placenta e anexos embrionários e estão 

presentes na camada interna do blastocisto. As multipotentes são capazes de originar 

células do seu tecido de origem e estão presentes no organismo adulto como fonte de 

constante renovação celular. As oligopotentes se diferenciam em linhagem celular 

mais restrita e as unipotentes originam um único tipo celular especializado (3-5).  

         Outro tipo de classificação é quanto à natureza das células-tronco, que podem 

ser classificadas como embrionárias e adultas.  As células-tronco embrionárias são 

derivadas de embriões, na fase de blastocisto. Nesta fase, o embrião possui uma 

camada externa e uma massa celular interna, que possui células que podem ser 

retiradas e cultivadas originando linhagens de células-tronco embrionárias que 

possuem potencial de diferenciação em todos tecidos adultos (6) (Figura 2). 

          A capacidade de proliferação e diferenciação de células-tronco embrionárias em 

diversas linhagens celulares demonstram o grande potencial terapêutico dessas 

células. Entretanto, a instabilidade genética, o transplante para hospedeiros 

imunocomprometidos para evidenciar a capacidade de diferenciação, o risco de 

formação de teratocarcinomas e questões éticas relacionadas a utilização de embriões 

humanos são obstáculos vistos em sua utilização (7-9). 

          Além de tecidos embrionários, as células-tronco podem ser encontradas 

em pequenas quantidades nos tecidos fetais ou de indivíduo adulto. Estas células, 

conhecidas como células-tronco adultas são caracterizadas como clonogênicas, 

capazes de autorregenerar e manter ou reparar tecidos de origem, promovendo um 

balanço fisiológico no organismo (10) (Figura 3).  

A célula-tronco adulta mais bem caracterizada é a células-tronco 

hematopoética, que é um tipo celular amplamente utilizado em terapia celular em 

humanos desde a década de cinquenta do século XX. As células-tronco 

hematopoiéticas originam todas as células da linhagem sanguínea e sistema imune e 

são encontradas na medula óssea, no sangue periférico de adultos e no sangue de 

cordão umbilical (11). Outro tipo de célula-tronco adulta presente em pequenas 

frações na medula óssea é a célula-tronco mesenquimal (MSC) (12,13). 
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Figura 2 - Imagem representativa de célula-tronco embrionária e seu 

potencial de diferenciação. Fonte: www.lance-ufrj.org 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Fontes diversas de células-tronco mesenquimais 
adultas.Fonte: www.lance-ufrj.org 
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1.2 CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

 

     Células-tronco mesenquimais (MSCs) são definidas como células-tronco 

progenitoras capazes de se diferenciar em múltiplas linhagens mesodérmicas e de se 

autorrenovar em sua forma indiferenciada, com elevada capacidade proliferativa (13).  

As MSCs foram primariamente identificadas na medula óssea de 

camundongos. Friedestein et al (13) evidenciaram que, dentre as células da medula 

óssea que aderiam ao plástico, uma rara população celular com aspecto fenotípico 

semelhante a fibroblastos se desenvolvia em comunidades formadoras de colônia 

(Figura 4) (14). Estas células passaram a ser chamadas de células-tronco estromais da 

medula óssea, por possuírem natureza de células-tronco e por se originarem a partir 

de células do estroma da medula óssea (14). 
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Figura 4 - Unidades formadoras de colônias (UFC) de fibroblastos de medula 
óssea e morfologia das MSCs. A. Unidades formadoras de colônias (UFC) de 
fibroblastos de medula óssea. Fonte: Friedestein et al (1974) (14). B. Morfologia 
MSCs. 
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O termo célula-tronco mesenquimal foi proposto por Caplan (16) para 

evidenciar a natureza não hematopoiética das células-tronco derivadas da medula 

óssea, assim como à capacidade dessas células de se diferenciar em todas as células 

da linhagem mesodermal, abrangendo o tecido conjuntivo, sanguíneo, urogenital e 

músculo-esquelético (15-17). Outros estudos, alguns controversos, ampliam o 

comprovado potencial de diferenciação mesodermal das MSCs, demonstrando que 

essas células também são capazes de se diferenciar em linhagens não mesodermais, 

como células neuronais (18,19) e hepatócitos (20). 

Com o avanço das pesquisas foi necessário estabelecer uma padronização na 

definição de MSCs para a comunidade científica. Dessa forma, o Comitê de células-

tronco mesenquimais e teciduais da Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT) 

estabeleceu critérios mínimos para defini-las. Estes critérios são: 1) aderência ao 

plástico; 2) capacidade de formação de unidades formadoras de colônias quando 

mantidas em condições ideais de cultura; 3) diferenciação in vitro em linhagens 

adipogênica, condrogênica e osteogênica na presença de indutores específicos; 4) 

expressão dos marcadores CD105 (endoglina, SH2), CD73 (ecto-5’ nucleotidase) e 

CD90 (Thy-1) e a ausência de marcadores CD45, CD19, CD19 ou CD79, CD14 ou 

CD11b e HLA-DR (21,22). 

Em relação ao aspecto morfológico, as culturas de MSCs humanas possuem 

células fibroblastóides (Figura 4), com grande potencial de expansão (23). Mas a 

capacidade de proliferação é variável, podendo estar relacionada à baixa freqüência de 

MSCs nos nichos (24), à condição física e à idade do doador, já que MSCs advindas 

de doadores mais velhos apresentam menor taxa de proliferação e alterações tanto na 

morfologia, quanto no potencial de diferenciação (25,26).  

Como as primeiras MSCs foram isoladas do estroma da medula óssea 

(BMSC) (13,27), esta passou a ser a fonte dessas células mais utilizada para ensaios 

clínicos e laboratoriais (28-30). Apesar de as BMSCs serem consideradas padrão ouro 

para pesquisas in vitro e in vivo, existem algumas limitações em relação ao isolamento 

dessas células, como por exemplo, o procedimento de obtenção das células ser 

desconfortável para o doador, risco de infecção na coleta de células e a quantidade 

de células obtidas ser limitada em comparação com outras fontes (9,29,31,32). Diante 

disso, vários pesquisadores passaram a buscar fontes alternativas para isolar MSCs, 

demonstrando que essas células podem ser isoladas a partir de outras fontes 
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advindas tanto de tecidos de indivíduos adultos, como por exemplo; polpa dental (33), 

tendões (34), pele (35), tecido adiposo (36), membrana sinovial (37), leite materno 

(38); quanto de tecido fetal; como placenta (39), sangue do cordão umbilical (40), 

células perivasculares do cordão umbilical (41), Geléia de Wharton (42) e líquido 

amniótico (43). Alguns estudos evidenciaram variação quanto ao potencial de 

diferenciação entre as MSCs de diferentes fontes de tecidos (32,33,44,45), mas essas 

células demonstraram características comuns a todas as MSCs. 

Estudos comprovaram que MSCs são células com propriedades imunológicas 

únicas, tanto in vitro quanto in vivo, inibindo a proliferação linfocitária. Diante da 

interação dessas células com interferon-gama (INF-Ɣ), que é uma proteína produzida 

por células do sistema imune, ou mesmo em virtude do contato direto dessas células 

com tecidos transplantados, as MSCs potencializam a liberação de fatores solúveis 

que irão atuar nas células do sistema imunológico, inibindo a produção e proliferação 

de linfócitos T e B, evitando estímulos de aloreatividade e escapando da atividade 

citotóxica de células natural killer e linfócitos T. As MSCs são descritas como positivas 

para HLA de classe I e negativas para moléculas co-estimulatórias CD40, CD80, 

CD86 e HLA de classe II. Esse perfil imunológico, com reduzida capacidade 

imunogênica faz com que a utilização de MSCs em pesquisas e ensaios clínicos seja 

adequada para o uso em terapias celulares (46,47). As MSCs cultivadas ex vivo já 

foram administradas em humanos para auxiliarem no transplante de medula óssea e 

como tratamento para osteogênese imperfeita e para doenças que afetam o 

armazenamento de glicogênio, condições clínicas para as quais não existem muitas 

opções terapêuticas disponíveis (48,49). 

Dessa forma, devido ao seu potencial de proliferação em cultura, 

multidiferenciação, baixa antigenicidade, capacidade de modulação da resposta 

imune e habilidade inerente de migração ao sítio de inflamação, o estudo da biologia 

de MSCs é de grande interesse científico, pois está associada a um novo conceito 

clínico em pesquisas e terapias celulares (28,50,51).  

 

1.2.1 Células-tronco mesenquimais pulpares 

 

A formação dos tecidos dentais, precedido pelo desenvolvimento do dente na 

vida intra-uterina inicia-se através de estímulos moleculares específicos. Na fase intra-
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uterina, a proliferação epitelial ocorre de forma contínua e concomitante à 

diferenciação das células do epitélio interno do órgão do esmalte em ameloblastos 

que secretarão posteriormente o esmalte. Anteriormente ao processo de formação do 

esmalte, as células presentes na periferia da papila dental diferenciam-se em 

odontoblastos. Estas mesmas células ectomesenquimais indiferenciadas irão se 

diferenciar em cementoblastos, que depositam a matriz orgânica do cemento. Esse 

evento ocorre de forma concomitante à diferenciação das células ectomesenquimais 

do saco dentário em fibroblastos, que sintetizam as fibras e a substância fundamental 

do ligamento periodontal (52).   

Essas células indiferenciadas presentes na polpa e que são responsáveis pelo 

desenvolvimento dos tecidos dentais foram identificadas como as células-tronco 

mesenquimais presentes em vários tecidos adultos.  

No processo de formação do dente, células da papila dental e do epitélio se 

interagem e iniciam a morfogênese dental. Esse processo é intermediado pelo 

estímulo da subpopulação de células mesenquimais para diferenciar em 

odontoblastos secretores de dentina (33, 53). 

Gronthos et al. (33), baseados em algumas evidências científicas, iniciaram no 

final da década de 90 o isolamento de células precursoras estimuladoras de 

odontoblastos presentes na polpa e evidenciaram que estas células são as mesmas 

células ectomesenquimais indiferenciadas, também chamadas de células-tronco de 

polpa dental (DPSC). Eles avaliaram a eficiência clonogênica, a rapidez da proliferação 

da população de células da polpa dental humana e estas células demonstraram 

habilidade em formar o complexo dentino-pulpar e foram comparadas com células do 

estroma da medula óssea, como precursoras de odontoblastos. Em contraste, as 

células do estroma da medula óssea formaram osso lamelar contendo osteócitos e 

osteoblastos, circundando tecido vascular fibroso com hematopoese ativa e adipócitos. 

As células foram transplantadas em ratos imunocomprometidos e geraram estrutura de 

dentina semelhante aos odontoblastos que circundam o tecido intersticial da polpa. 

Os pesquisadores utilizaram células isoladas de tecido pulpar de terceiros 

molares extraídos e células da medula óssea de voluntários, como controle. As 

suspensões celulares foram obtidas, estimuladas com fatores de crescimento com 

posterior avaliação da taxa de crescimento. Este trabalho demonstrou a presença de 

uma população celular clonogênica na polpa dental e as células presentes em cada 
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colônia foram caracterizadas por uma morfologia típica de células fibroblásticas, 

análogas às células progenitoras presentes na medula óssea. Foi evidenciado também 

que a frequência de unidades formadoras de colônias presentes na polpa dental (22-

70 colônias/104 placas de células) foi significantemente maior em comparação com as 

unidades formadoras de colônias da medula óssea (2,4-3,1 colônias/ 104 placas de 

células) e a proliferação de células da polpa dental foi significantemente maior que a 

proliferação de células da medula óssea. Houve também a diferenciação in vitro das 

células em adipócitos e a diferenciação das células-tronco em odontoblastos foi 

realizada in vivo após transplante de células em ratos imunocomprometidos (33).   

Gronthos et al (1) promoveram outro estudo para caracterizar a capacidade de 

autorrenovação, diferenciação em multi-linhagem de células e eficiência clonogênica 

de células-tronco de polpa dental humana. Neste estudo foi observada a habilidade 

destas células na formação das estruturas do complexo dentino-pulpar e capacidade 

de autorrenovação após transplante em ratos imunocomprometidos. Foi observada 

também a expressão de marcadores específicos para adipócitos e para células neurais. 

Esses achados ampliaram os limites de desenvolvimento de diferentes linhagens 

celulares a partir de células-tronco pulpares. Outro estudo subsequente incorporou o 

desenvolvimento de multi-linhagens celulares a partir de células-tronco pulpares com 

potencial de diferenciação neurogênico, odontogênico, adipogênico, miogênico e 

condrogênico (54). 

 

1.2.2 Células-tronco mesenquimais do líquido amniótico: 

 
As MSCs provenientes do líquido amniótico (AF-MSCs), consideradas MSCs 

fetais, foram primeiramente isoladas por Tsai et al (43). Os autores isolaram com 

sucesso MSCs do líquido amniótico no segundo trimestre de gestação. A análise das 

AF-MSCs por citometria de fluxo apresentou expressão positiva para os marcadores de 

MSCs e uma subpopulação de células com expressão positiva para Oct-4, que é um 

fator de transcrição expresso em células-tronco embrionárias indiferenciadas, 

apresentando similaridade com essas células. As células também foram capazes de se 

diferenciar em adipócitos, osteócitos e células neurais.  

Posteriormente, Sessarego et al (55) expandiram AF-MSCs acima de 6 

passagens usando diferentes condições de cultura para otimizar a produção de AF-
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MSCs em larga escala, resultando em uma população celular homogênea, com 

propriedades imunossupressivas e grande potencial de proliferação. As células não 

apresentaram anormalidades ou potencial de transformação in vitro na análise do 

cariótipo e na análise in vivo, após a administração de AF-MSCs via intravenosa e 

subcutânea em ratos (NOD-SCID) e não houve formação de tumor após 3 meses de 

observação, evidenciando boas perspectivas para aplicação em terapias celulares. 

Dessa forma, as AF-MSCs expressam marcadores de células-tronco adultas e 

embrionárias, caracterizadas como uma fonte de células pluripotentes, de forma similar 

às células-tronco embrionárias, possuindo capacidade de diferenciação em células das 

linhagens osteogênica, adipogênica, condrogênica, miogênica, endotelial, neuronal e 

hepática (9). As AF-MSCs são uma fonte de MSCs com grande potencial de aplicação 

terapêutica, já que, diferentemente das células-tronco embrionárias possuem a 

vantagem de não possuir efeito teratogênico e de ser capazes de expandir por longos 

períodos mantendo o comprimento dos telômeros e apresentando um cariótipo 

cromossômico normal (9). 

 

 

1.2.3 Células-tronco mesenquimais do tecido gorduroso: 

 

Zuk et al (36) isolaram com êxito MSCs provenientes do tecido adiposo 

subcutâneo (ADSCs), obtidas a partir de procedimento cirúrgico de lipoaspiração. As 

células expressaram os marcadores positivos para MSCs, assim como marcadores 

consistentes com o fenótipo neurogênico. Os autores relataram o potencial de 

diferenciação em multi-linhagem das ADCS, assim como as BMSCs.  

Outras evidências relacionaram a capacidade de diferenciação das ADCSs não 

apenas em linhagem mesodermal como adipócitos, fibroblastos, miócitos, osteócitos, 

condrócitos, mas também em células de origem não mesodermal, como neurônios, 

células pancreáticas endócrinas, hepatócitos, células endoteliais e cardiomiócitos (56). 

Dessa forma, as ADSCs passaram a ser uma fonte alternativa de células-tronco adultas 

autólogas, com características semelhantes às BMSCs, podendo ser isoladas em 

grande quantidade, sob anestesia local e com o mínimo desconforto ao paciente, 
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representando um grande interesse em estudos de terapias celulares e engenharia 

tecidual.  

1.3 MARCADORES IMUNOFENOTÍPICOS E CD90 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - MSC e seus principais marcadores imunofenotípicos. 

Fonte: Covas e Zago, 2006. Adaptado. 

 

A identificação das MSCs ocorre por um conjunto de fatores. Além de sua 

propriedade de aderir à superfície plástica e de formar colônias fibroblásticas e da 

capacidade de diferenciação nas três linhagens mesodérmicas (osteoblastos, 

condrócitos e adipócitos), torna-se necessária a determinação da presença e ausência 

de certos marcadores de superfície celular por citometria de fluxo (12,57). 

A caracterização imunofenotípica de MSCs apresenta-se positiva para os 

marcadores CD90 (Thy-1), CD105 (endoglina, SH2), CD73 (ecto-5’ nucleotidase), 

CD117, CD44, CD166, CD29 e STRO-1 e negativa para os marcadores CD45, CD34, 

CD31 e CD14. Entretanto, apenas a expressão dos marcadores CD105, CD73 e CD90 

associada à ausência de expressão dos marcadores hematopoiéticos: CD45, CD19, 

CD19 ou CD79, CD14 ou CD11b e HLA-DR é suficiente para a caracterização 

imunofenotípica das MSCs (21,22). 

Atualmente, não há um marcador único para definir as MSCs. No processo de 

isolamento de MSCs nos distintos tecidos, evidencia-se que apenas a subpopulação 

de MSCs, diante de outras células que fazem parte dos tecidos, apresenta aderência 

à superfície plástica e multipotencialidade (58). Esse fato demonstra a necessidade 
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de se buscar um marcador ideal e definitivo, mesmo que não seja específico para 

essas células, mas que seja correlacionado ao estado stemness (59).   

Embora CD90 e STRO-1 sejam dois marcadores de superfície celular 

amplamente utilizados para identificar MSCs, ambos não são específicos para MSCs 

(60-62). STRO-1 é expresso em uma pequena porcentagem de MSCs e alguns 

autores discutem a ausência desse marcador em MSCs de algumas fontes (59,63,64), 

além de não estar claro na literatura se a expressão de STRO-1 é correlacionada ao 

estado indiferenciado de MSCs. Por outro lado, CD90 possui elevada expressão em 

MSCs de diferentes fontes e é um bom marcador para Unidades formadoras de 

colônias (CFU-F) enriquecidas (65).  

O estudo de Sibov et al (66) evidenciou um importante resultado em relação 

ao CD90, correlacionando a elevada expressão de CD90 ao estado indiferenciado de 

MSCs. Na pesquisa, o decréscimo da expressão do nível de CD90 foi relacionado à 

diferenciação em linhagens temporais in vitro. 

A literatura relata que CD90, ou Thy-1, é uma glicoproteína localizada na 

superfície celular (25-37 kDa GPI), inicialmente detectado em células T de ratos (67), 

e posteriormente em membranas de timócitos (precursores de células T no timo), 

linfócitos T, células natural killer, neurônios, várias células-tronco adultas 

(mesenquimais, hematopoéticas, pancreáticas, hepáticas), mioblastos, fibroblastos, 

células de câncer natural, células do carcinoma nasofaríngeo e células de melanoma 

circulante (68,69).   Thy-1 localiza-se no cromossomo 11 q22.3 em humanos 

(68,70,71) e seu gene é um membro da superfamília de imunoglobulinas de genes e 

codifica a glicoproteína de superfície de 112 aminoácidos.  

Embora CD90 apresenta-se bem conservado entre diferentes espécies, sua 

função parece variar de acordo com o tipo celular (69). Um exemplo são as células da 

medula óssea com CD90+ que possuem potencial para gerar genes específicos do 

fígado in vitro e podem se diferenciar em hepatócitos maduros em fígado adulto in 

vivo (72). 

CD90 possui várias funções relacionadas à maquinaria celular de diversas 

células adultas. Por exemplo, tem sido reportado na ativação de células T quando 

expresso nessa linhagem celular (73), desenvolvimento imunológico (74) e também 

foi capaz de provocar apoptose em timócitos (75-77). 
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Quando expresso em células ovarianas cancerosas e células do carcinoma 

nasofaríngeo, CD90 associado a outros fatores, regulou a tumorigenicidade, sendo 

considerado um gene de supressão de tumor ovariano em humanos (78) e um gene 

de supressão de tumor em carcinoma nasofaríngeo (79). 

CD90 presente em células endoteliais interage com αvβ3 (CD51/CD61) 

expresso em células do melanoma e αxβ2 e αMβ2 em leucócitos. Essas interações 

promovem a migração de leucócitos e células do melanoma na camada celular 

endotelial, sugerindo que a sinalização de CD90 é um importante mecanismo para 

mediação do endotélio ativado e pode ser associado com progressão de tumor e 

metástase do melanoma, além da função relacionada ao recrutamento e 

extravasamento de leucócitos (80,81).  

Outra função de CD90 é relacionado à proliferação e migração de fibroblasto 

(82), mediando sinais moleculares e efeitos em múltiplas cascatas de sinalização 

(68,81,83), além de regular a adesão focal de fibroblastos, organização do 

citoesqueleto e migração pela modulação da atividade de p190 RhoAP e Rho GTpase 

(84). Estudos experimentais in vivo demonstraram que em modelos de ratos, a 

ativação da expressão de CD90 pôde ser observada em inflamação, cicatrização de 

feridas e desenvolvimento de tumor, comprovando os resultados dos estudos prévios 

in vitro (85).    

Quando esse marcador está presente em monócitos e leucócitos 

polimorfonucleares tem a função de mediar a ligação para fibroblastos e células 

endoteliais microvasculares com CD90+ (80,81), bem como regular o extravasamento 

de leucócitos (granulócitos e monócitos) do sangue aos tecidos periféricos e o 

condicionamento do microambiente inflamatório (86). A interação entre CD90 humano 

expresso em células endoteliais ativadas e o correspondente ligante (Mac-1) em 

monócitos e células polimorfonucleares tem sido associada com adesão de leucócitos 

AP endotélio ativado (87). 

Outra função importante de CD90 está relacionada à modulação do fenótipo 

de fibroblasto, relevante na cicatrização de feridas e fibrose. De acordo com Zhou et 

al (88), a expressão diferencial de CD90 ligada a glycophosphatidylinositol afetou a 

proliferação e diferenciação de miofibroblastos, que é uma fonte primária de matriz 

extracelular no desenvolvimento de fibrose pulmonar. Hagood et al (89) confirmaram 

que a injúria fibrogênica promoveu a perda da expressão de CD90 em fibroblastos do 
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pulmão, o que resultou em aumento da fibrogênese. Leis et al (90), também 

observaram que a expressão de CD90 em fibroblastos humanos decresceu 

significativamente durante infecção com citomegalovírus (HCMV), sugerindo que essa 

infecção poderia provocar deslocamento de fibroblastos dos componentes da matriz 

extracelular e injuriar o vaso e que CD90 também poderia ser um fator contribuinte 

para patologias celulares induzidas por citomegalovírus. Além disso, CD90 pode ter 

um papel central na mediação da infectividade de HCMV, acoplando integrina/paxilina, 

sinalizando o extravasamento de leucócitos e ligando o processo de entrada do vírus 

à modulação dos sinais da célula do hospedeiro, que leva à replicação viral (91).  

Estudos recentes demonstraram a relação de CD90 na oncogênese como 

candidato a marcador de células-tronco tumorais (CSCs) e fibroblastos associados ao 

carcinoma. O aumento da expressão de CD90 foi observado em CSC de câncer de 

fígado (92-94), câncer gástrico (95), câncer de colo (96), fibroblastos associados ao 

câncer de próstata (97,98), glioma (99), adenocarcinoma pancreático (100). 

CD90 também foi apontado como um possível regulador em metástase de 

câncer via vasos linfáticos, já que foi evidenciada a expressão dessa glicoproteína em 

vasos linfáticos associado a tumor. Além disso, a adesão de vários tipos celulares do 

tumor às monocamadas de células endoteliais linfáticas foi reduzida quando CD90 foi 

bloqueado (101). CD90 também foi enfatizado como uma oportuna ferramenta 

terapêutica contra células-B do linfoma. Foi evidenciada a expressão de CD90 nas 

células B do linfoma e o potencial tratamento com anticorpos contra essa malignidade, 

já que o anticorpo anti-Thy-1 inibiu a proliferação dessas células com mais eficácia e 

especificidade, quando comparado com a terapia de uso corrente através da Ab 

rituximab (102).  

Já os neurônios que não expressavam CD90 em sítios específicos da 

membrana, tiveram inibição do crescimento de neuritos em astrócitos maduros, mas 

não em células de Schwan ou células embriônicas da glia. Esse dado sugeriu que 

CD90 estabilizaria sinapses neuronais além de bloquear o reparo neuronal após 

injúrias, em regiões do cérebro ricas em astrócitos (103). Essa glicoproteína possui 

também uma importante função na regulação de neurotransmissores nas sinapses 

(104), além de interagir com a integrina β3 promovendo adesão focal de astrócitos 

(105). O bloqueio de CD90 em ratos evidenciou a importância dessa proteína em 
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funções neurológicas e imunológicas e na remodelação de tecidos em resposta à 

injúria (103,106).  

Em relação à função de CD90 em MSCs, que foi o objetivo deste trabalho, 

Campioni et al (107) mostraram que o estímulo angiogênico em MSCs da medula 

óssea (BMSC) gerou a perda de expressão de CD90 in vitro. E ao estudarem o 

decréscimo da positividade de CD90 em MSC em relação à imunossupressão, 

Campioni et al (108) evidenciaram que a expressão de CD90 reduzida em MSCs foi 

associada à perda da atividade imunossupressiva das MSCs. Os autores 

consideraram CD90 um novo marcador preditivo para a habilidade inibitória de BMSC, 

podendo auxiliar a molécula HLA-G em regular propriedades estimulatórias versus 

supressivas das BMSCs.  

Mesmo havendo um aumento no número de estudos sugerindo a participação 

de CD90 na proliferação e diferenciação de MSCs (109), a função desse marcador na 

biologia de MSCs ainda é desconhecida, mas sugere-se que esteja envolvido em 

adesão, proliferação e migração e sua descoberta poderia facilitar a manipulação das 

células in vitro para terapias celulares. 

 

1.4 INATIVAÇÃO GÊNICA E LENTIVÍRUS  

 

As técnicas de inativação genética tiveram início a partir da década de setenta 

com a difusão da tecnologia do DNA recombinante. Essa técnica utilizava vetores de 

clonagem (plasmídios e genomas virais) que permitiram, desde então, o corte do DNA 

para inserção de genes exógenos. Dessa forma, o gene de interesse passou a ser 

inserido na molécula de DNA ou RNA do vetor e posteriormente transferido para 

células ou organismos vivos (110).  

Na tecnologia do DNA recombinante, tanto a estabilidade no processamento 

transcricional e pós-transcricional, quanto a síntese e secreção proteicas devem 

corroborar para a expressão eficiente de genes exógenos. Dessa forma, o uso dos 

vetores virais, dentre várias metodologias utilizadas, é uma das técnicas de 

transferência gênica mais eficaz quanto à expressão gênica e utiliza em sua maioria 

retrovírus, adenovírus e vírus adeno-associados (111-114). 

Após o processo de integração do DNA do vetor no genoma celular, o nível e 

o tempo de expressão do gene de interesse dependerão do promotor utilizado no vetor 
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e a integração do DNA exógeno no genoma celular acontece de forma randômica, o 

que altera a variabilidade clonal em relação ao nível e estabilidade de expressão (112). 

Isso evidencia a necessidade da escolha precisa do vetor, e deve-se observar a 

geração e o envelope do vetor, bem como o tipo de promotor utilizado (113). 

A maioria dos estudos de transferência gênica em ensaios de terapia gênica 

pré-clínicos e clínicos utilizam vetores oncoretrovirais baseados no vírus da leucemia 

murina de Moloney (MoMLV) para estabilidade de transferência gênica para células-

tronco hematopoiéticas. A desvantagem do uso desses vetores encontra-se na 

necessidade de marcar a divisão celular para a transdução. Já o uso de vetores 

lentivirais baseados no vírus da imunodeficiência humana (HIV) é um método eficiente 

para modificar geneticamente células-tronco humanas, promovendo estabilidade 

transducional para células em divisão e em não divisão (115). A transdução com o 

uso de vetores lentivirais apresentou excelentes resultados em MSCs, ao ser 

comparado com outros métodos, como o uso de adenovírus, transfecção por lipídios 

e eletroporação (113,114,116). 

Outra vantagem é que os vetores lentivirais são integrados no genoma das 

células hospedeiras, apresentando resistência à supressão epigenética da 

transcrição, com uma expressão por longo tempo dos transgenes. A atividade 

promotora interna estabelecida é mantida e a atividade promotora do lentivírus é 

bloqueada (117)  

Uma forma de modificação genética das células pode ser a inativação de 

genes, com knock-out do gene- alvo, mas demanda tempo maior para a técnica e 

possui custo elevado.  

Outra ferramenta utilizada para a manipulação de genes de células de 

mamíferos é a tecnologia de RNA interferência (RNAi), um mecanismo de genética 

reversa pós-transcricional, que promove a perda da função do gene específico e 

impede a tradução dos transcritos do RNA mensageiro (RNAm) em proteínas (118) 

O mecanismo de RNAi surgiu posteriormente aos avanços da tecnologia do 

DNA recombinante e permitiu analisar a função da proteína bloqueada em células, 

tecidos e organismos inteiros. As duas técnicas podem ser associadas, na medida em 

que o gene que contém o RNA interferente pode ser inserido no genoma da célula-

alvo, pelo mecanismo de DNA recombinante. Vetores retrovirais são eficientes e 

podem expressar shRNAs estáveis em células primárias e transformadas. 
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Na RNAi, pequenas moléculas de RNA dupla-fita, conhecidas como short 

interfering RNAs (siRNA) são intermediárias nesse processo, reconhecendo seu 

homólogo RNAm, o que provoca sua degradação. No citoplasma celular, o RNA 

dupla-fita é clivado por uma endoribonuclease (dicer) em fragmentos de nucleotídeos 

que se associam às proteínas celulares (119). 

Entretanto, o silenciamento gênico por siRNA em células de mamíferos ocorre 

em breves períodos de tempo, dependendo da concentração de siRNA, da meia vida 

do alvo e da proliferação das células (120).  Existe um grande desafio na entrega das 

moléculas de siRNA aos tecidos e órgãos de interesse, porque o siRNA pode ser 

facilmente eliminado no organismo pelas RNAses após injeção intravenosa quando 

não for associado a outras moléculas e também pode estimular a resposta imune por 

receptores específicos (TLRs) (121). 

Já a transdução das células alvo com vetores virais que carreiam cassetes 

para a expressão de determinados shRNA possuem a grande vantagem em relação 

ao siRNA devido à dificuldade de serem degradados pelas RNAses e maior facilidade 

para produzir silenciamento eficiente e estável da expressão gênica. Os promotores 

mais utilizados para expressar shRNAs são os da polimerase III, shRNA (small nuclear 

RNA) H1 e U6. Esses promotores apresentam vantagens em gerar elevados níveis 

de transcritos de RNA não codificantes e possuírem alta atividade em todos os tipos 

de células (120). 

Para o sucesso da técnica de RNAi, deverá ser feita a seleção de clones 

celulares estáveis, ou seja, aqueles aos quais os genes de interesse foram integrados 

ao genoma a partir de uma população celular transduzida (Figura 6). Essa seleção é 

feita pela incorporação de um gene que confere a essas células resistência à 

determinada substância, geralmente antibióticos específicos. Desse modo, as células 

que não incorporaram os genes de interesse são, portanto, eliminadas quando 

expostas à essa substância por um tempo regular, sobrevivendo apenas aquelas 

linhagens modificadas geneticamente. 
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Figura 6 – Transdução celular e mecanismo de RNA interferência. 

Fonte: Menck, 2007. Adaptado. 

 

1.5 JUSTIFICATIVA 

 

Estudos sobre a biologia das MSCs são recentes e as evidências sobre a sua 

maquinaria celular, bem como a real função da glicoproteína CD90 poderá ampliar o 

potencial uso terapêutico dessas células e ajudará a elucidar se CD90 afeta os 

mecanismos de diferenciação e proliferação de MSCs humanas. Dessa forma, as 

MSCs poderão ser manipuladas com mais segurança, buscando eficácia nos ensaios 

clínicos de terapias teciduais. 

O presente estudo buscou evidenciar a função de CD90 na biologia de MSCs 

humanas, investigando a relação de CD90 na proliferação, morfologia e diferenciação 

de MSCs provenientes da polpa dental (DPSC), tecido adiposo (ADSC) e líquido 

amniótico (AF-MSC).  

 

1.6 HIPÓTESE 

 

CD90 está relacionado ao estado indiferenciado de MSCs e não altera a 

morfologia, proliferação e diferenciação de MSCs, além de inibir a proliferação de 

linfócitos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar a função de CD90 em MSCs humanas, através do uso da tecnologia 

de genética reversa (RNA interferência), com a finalidade de desvendar a função 

desta glicoproteína quanto na biologia de MSCs.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Obter MSCs deficientes na expressão de CD90;  

1.1. Determinar o efeito da inibição da expressão de CD90 na 

proliferação e morfologia das MSCs. 

1.2. Determinar o efeito da inibição da expressão de CD90 na 

diferenciação de MSCs. 

1.3. Determinar se há inibição da proliferação de linfócitos na presença 

de MSCs com expressão de CD90 reduzida. 

 

 

 

 

  



37 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 MÉTODOS 

 



38 
 

3 MÉTODOS 

 

Figura 7 - Delineamento experimental do isolamento, purificação e caracterização de MSCs. 

 

3.1 ISOLAMENTO DE MSCS HUMANAS E CULTURA CELULAR 

 

As MSCs desse estudo foram utilizadas entre as passagens P3 e P5 e foram 

isoladas e purificadas como descrito previamente (33,36,43). 

As MSCs dos tecidos pulpares foram obtidas a partir de terceiros molares 

permanentes sob aprovação do Comitê de Ética da Faculdade de Ciências da Saúde 
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da Universidade de Brasília (Brasil; CAAE 0020.0.012.000-08 e CAAE 

13962813.5.0000.0030). Já as MSCs do tecido gorduroso e do líquido amniótico foram 

doadas e obtidas sob a aprovação do Comitê de Ética da Universidade de São Paulo. 

As células foram descongeladas e expandidas em meio completo: Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium (DMEM-LG, Sigma-Aldrich), suplementado com 10% de 

soro bovino fetal (SFB; Gibco), antibiótico-antimicótico (100 µg/ml de penicilina e 

estreptomicina e 25µg/ml de anfotericina B- Gibco) e L-glutamina (10µl/ml-Gibco) e 

mantidas em estufa a 5%CO2, a 37o C. 

O meio foi modificado a cada 48/72h e ao atingir a confluência de 80%, as 

MSCs foram tripsinizadas (0,25% tripsina, 4 mM EDTA, Gibco) e ressuspensas em 

1ml de meio completo. Esse volume final foi dividido em 4 frascos de cultura de 75cm2 

e as células estavam na passagem 3. O primeiro frasco de cultura manteve as MSCs 

que foram as células-controle do experimento, ou seja, as células não transduzidas. 

O segundo frasco manteve as MSCs que foram transduzidas com vetores lentivirais 

que carreavam sequências aleatórias de shRNA Controle; o terceiro frasco manteve 

MSCs que foram transduzidas com vetores lentivirais que carreavam shRNA contra 

CD90. O último frasco continha MSCs que foram transduzidas com vetores lentivirais 

que carreavam a proteína verde fluorescente GFP, para evidenciar a eficiência da 

transdução das MSCs.  

 

3.2 TRANSDUÇÃO LENTIVIRAL PARA REDUÇÃO DA EXPRESSÃO DE CD90 

 

Para a transdução lentiviral, MSCs foram cultivadas em frascos de 75 cm2 em 

meio completo a 37°C e 5% CO₂. Quando as células atingiram 60% de confluência 

em passagem 3, foi realizada a transdução em presença de 8µg/ml de Polibreno 

(Sigma-Aldrich) de acordo com as instruções do fabricante (Santa Cruz 

Biotechnology).  Partículas lentivirais expressando shRNA CD90 ou expressando 

sequências aleatórias de shRNA Controle foram adicionadas em frascos de cultura 

distintos com a multiplicidade de infecção de 10. Em um terceiro frasco de cultura, 

partículas lentivirais com GFP foram adicionadas para verificar a eficiência da 

transdução. O último frasco de cultura foi para as células não transduzidas, que foram 

o controle do experimento. Todos os lentivírus foram obtidos pelo laboratório Santa 

Cruz Biotecnology (Santa Cruz Biotechnology, INC). O meio foi trocado após 24h e 
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após o terceiro dia da transdução, clones estáveis de MSCs expressando shRNA 

CD90 e shRNA Controle foram selecionados usando 5µg/ml de Puromicina (Sigma-

Aldrich) por 10 dias. O meio foi trocado a cada 48h. Os clones celulares obtidos que 

passaram a expressar shRNA CD90 foram chamados de shRNA CD90 MSCs e os 

clones celulares que passaram a expressar shRNA Controle foram chamados shRNA 

Controle MSCs.  

  

3.3. SEPARAÇÃO MAGNÉTICA DE MSC PARA SELEÇÃO NEGATIVA DE CD90 

 

Considerando a importância para esse estudo da obtenção de uma população 

de MSCs com expressão de CD90 mais negativa que as células obtidas após a 

transdução, utilizou-se o método de purificação celular magnética, realizada de acordo 

com as instruções do fabricante (MiltenyiBiotec). Dessa forma, para isolar a população 

de MSCs negativa para CD90, MSCs expressando shRNA CD90 (shRNA CD90 

MSCs) foram soltas do fundo do frasco de cultura utilizando tripsina-EDTA e em 

seguida as células foram contadas. A concentração de 107 células foi ressuspensa em 

80µl de solução tampão (PBS contendo 0,5% de BSA), incubada com 20µl de volume 

de micro-esferas magnéticas acopladas a anti-CD90 (Miltenyi Biotec, Alemanha) por 

15 minutos a 4oC e posteriormente lavadas. As células foram novamente 

ressuspensas em 0,5ml de solução tampão e passadas na coluna magnética. As 

células com expressão positiva para CD90 foram capturadas pela coluna magnética, 

sendo posteriormente desprezadas. Já a fração obtida de MSCs negativa para CD90 

(CD90-negativo MSCs) foi coletada e cultivada em frasco de cultura de 75cm2.  

O nível de expressão de CD90 nas células CD90-negativeo MSCs após 

purificação foi testado pela citometria de fluxo (FACSVERSE-BD Biosciences, San 

Jose, CA) e realizado posteriormente a análise pelo software FlowJo (TreeStar, 

Ashland, OR, USA). 

 

3.4.CARACTERIZAÇÃO IMUNOFENOTÍPICA DAS MSCS POR CITOMETRIA DE 

FLUXO 

 

A caracterização celular foi realizada para as MSCs do tecido pulpar, do tecido 

gorduroso e do líquido amniótico. Células na terceira passagem foram descoladas do 
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fundo do frasco utilizando-se solução de tripsina-EDTA e plaqueadas em placas de 6 

poços numa densidade de 6 x10⁴ células/ml. Ao atingirem a confluência de 80%, as 

células foram soltas da placa usando TrypLE (Invitrogen, Carlsbad, CA) e 

centrifugadas por 5 min a 1000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células foram 

incubadas por 30min em solução tampão de bloqueio (PBS, 2% FBS) a 4°C, contendo 

anticorpos monoclonais contra moléculas de superfície e seus respectivos isótipos 

controles, em ausência de luz. Os anticorpos usados foram: CD14-FITC; CD29-PE, 

CD31-PE; CD34-PE; CD44-PE; CD73-PE; CD90-APC; CD90-FITC; CD106-FITC; 

CD166-PE e CD166-PerPC-Cy5.5 (Biosciences, San Jose, CA); CD45-PerCP-Cy5.5; 

HLA-DR-PerCP-Cy5.5 (Biosciences, San Jose, CA); e CD105-PE (clone 8E11; 

Chemicon, Temecula, CA, USA). Mouse IgG1-FITC, IgG1-PE, IgG1 PerCP-Cy5.5, 

IgG1-APC (Biosciences, San Jose, CA) e IgG2A-FITC (AbDSerotec, UK) foram 

usados como isótipos controles. 

Foram adquiridos 10.000 eventos, utilizando o citômetro de fluxo 

(CyFlowSpace- Partec, Germany; FACSVERSE-BD e FACSARIA- ambos da BD 

Biosciences, San Jose, CA) e os dados foram analisados usando o software FlowJo 

(TreeStar, Ashland, OR). 

  

3.5 ANÁLISE DA MORFOLOGIA DE MSC 

 

MSCs não transduzidas e transduzidas em passagem 3 foram plaqueadas em 

triplicata, em placas de cultura de 24 poços (5x 104 cells/well). Após a concentração 

celular atingir a confluência de 70%, o meio foi removido e as células foram fixadas 

em solução de paraformaldeído a 4% por 15 min à temperatura ambiente. As células 

foram lavadas em PBS, coradas com o Kit Instant Prov (NewProv, Brasil) de acordo 

com as recomendações do fabricante e lavadas por 5 vezes com PBS para remover 

o excesso do corante. Após serem lavadas, 0,5ml de solução tampão (PBS) foi 

deixado nos poços e as células foram analisadas e fotografadas ao microscópio 

invertido Axiovert (Zeiss, Alemanha) com objetiva de 32x e sistema de captura digital. 

 

3.6 AVALIAÇÃO DA PROLIFERAÇÃO DE MSC APÓS REDUÇÃO DA EXPRESSÃO 

DE CD90 
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Com a finalidade de comparar o potencial proliferativo das células com 

expressão reduzida de CD90 (CD90-negativo MSC e shRNA CD90 MSC) e células 

com expressão regular desse marcador (MSC, shRNA Controle MSC), foram 

plaqueadas 1x 105 células na terceira passagem de cada condição em frascos de 

cultura de 75cm2 em meio completo e mantidas em estufa a 5%CO2, a 37°C. 

 A cada 48 horas, frascos em triplicata de células não transduzidas e 

transduzidas foram tripsinizadas e contadas no mesmo horário com um contador 

automático (2.0 Scepter Millipore) por 11 dias.  

 

3.7 ANÁLISE DA INIBIÇÃO DA PROLIFERAÇÃO DE LINFÓCITOS 

 

Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram isoladas e 

separadas usando o método standart com Ficoll-Paque PLUS (Amersham 

Biosciences, Uppsala, Sweden) (122). As PBMCs foram lavadas duas vezes com PBS 

contendo 0,1% de albumina humana, posteriormente contadas em um contador 

automático (2.0 Scepter Millipore) e ressuspensas em solução tampão a uma 

concentração final de 104 cells/ml. As PBMCs foram marcadas com o éster 

fluorescente CFSE (CellTrace CFSE dye, Life Technologies), previamente ajustado a 

uma concentração final de 5 μM. As células foram incubadas por 10 minutos a 37°C, 

em seguida a reação foi interrompida pela adição de RPMI gelado contendo 10% de 

SBF e novamente as PBMCs foram incubadas por 5 minutos em ausência de luz. As 

células foram lavadas por três vezes com 20ml de RPMI a 10% de SBF e 

ressuspensas em 1ml de RPMI. Em uma sucessão imediata, 2x104 PBMCs foram 

cultivados com ou sem 5x104 MSCs previamente adicionadas aos poços da placa de 

24, em um volume total de 1 ml por poço de meio RPMI, suplementado com 10% de 

SBF, antibiótico-antimicótico e L-glutamina, onde o co-cultivo foi mantido por 5 dias. 

Para avaliar a taxa de proliferação de linfócitos na presença de MSCs, a suspensão 

celular foi ativada com estímulo de fitohemaglutinina (lectina da espécie Phaseolus 

vulgaris) (Sigma-Aldrich), a uma concentração final de 1μg/ml, a 37°C, com 5% CO2 

por 5 dias para subsequente análise pela citometria de fluxo (CyFlowSpace-Partec, 

Alemanha). Os dados obtidos foram analisados no softwareFlowJo (TreeStar, 

Ashland, OR) (122). 
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3.8 ENSAIOS DE DIFERENCIAÇÃO 

 

Para avaliar o potencial de diferenciação de MSCs, as células foram 

submetidas a diferenciação osteogênica e adipogênica in vitro, de acordo com 

protocolos previamente estabelecidos (12). 

MSCs transduzidas e não transduzidas em passagem 3 foram plaqueadas em 

placas de 24 poços, com densidade de 5x104 células por poço. Quando a confluência 

de 80% foi atingida, o meio regular com os indutores foi adicionado a cada 72h por 21 

dias. Células cultivadas com meio regular foram utilizadas como controles. 

 

3.8.1 Diferenciação Osteogênica 

 

MSCs foram plaqueadas em triplicata em placas de 24 poços, em densidade 

de 5x104 cells/cm2. Após atingida a confluência celular, as MSCs foram tratadas com 

meio de cultura completo (DMEM-LG-Sigma-Aldrich, suplementado com 10% de SFB-

Gibco, antibiótico-antimicótico:100 µg/ml de penicilina e estreptomicina e 25µg/ml de 

anfotericina B-Gibco e L-glutamina:10µl/ml-Gibco) contendo os indutores 

osteogênicos: 100Nm dexametasona (Sigma-Aldrich), 10mM 2-β-glicerol-fosfato 

(Sigma-Aldrich) e 50µM de ácido ascórbico (Sigma-Aldrich). A diferenciação 

osteogênica foi avaliada pela atividade de fosfatase alcalina, determinação da 

concentração de cálcio e pelo método colorimétrico de vermelho de Alizarina.  

A formação de matriz mineralizada após a diferenciação osteogênica foi 

detectada como previamente descrito (12). Amostras foram fixadas com 

paraformaldeído a 4% por 15 minutos, lavadas com PBS e coradas por 20 minutos 

40mM de solução de vermelho de Alizarina (Sigma-Aldrich), pH 4.2, a temperatura 

ambiente. Células foram lavadas 5 vezes com água destilada e posteriormente com 

PBS para reduzir a coloração inespecífica. Os resultados das amostras foram 

analisados e fotografados através do microscópio invertido Axiovert (Zeiss, 

Alemanha). Para determinar a concentração de vermelho de Alizarina, as amostras 

foram descoloradas com 0,5ml de cloreto de cetilpiridínio 10% em solução de fosfato 

de sódio 10 Mm, pH 7.0, por 15 min à temperatura ambiente. A concentração do 

corante que evidenciou a presença de matriz osteogênica foi determinada pela 

mensuração da absorbância a 562nm, usando espectrofotômetro (SpectraMax M2, 
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Molecular Devices, USA), comparando os resultados com concentrações conhecidas 

de vermelho de Alizarina (SpectraMax M2, Molecular Devices,USA). Os resultados 

foram expressos em porcentagem dos respectivos controles e foram normalizados a 

100% (123). 

A atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP) foi mensurada pelo método 

colorimétrico do paranitrofenol, usando o kit Sigmafast p-nitrophenyl phosphate 

(Sigma-Aldrich). Para o ensaio de fosfatase alcalina (ALP), as células foram lavadas 

com PBS e incubadas em 0,05% Triton X-100 por 20 minutos à temperatura ambiente, 

sob agitação. As células foram transferidas para ependorfs de 1,5 ml, 

homogeneizadas em vórtex por 20 segundos, centrifugadas por 15 minutos a 4°C e 

2500 RPM e mantidas em gelo por 20 minutos. Alíquotas do lisado celular foram 

incubadas com substrato de p-Nitrofenol fosfato (p-NF) a 37⁰C por 30 minutos. A 

reação foi parada pela adição de 5 µl 1N NaOH e a absorbância foi mensurada a 405 

nm usando o espectrofotômetro (SpectraMax M2, Molecular Devices, USA) (124,125). 

Uma curva padrão de p-NF foi estabelecida para determinar a atividade enzimática. 

As amostras foram normalizadas e a quantificação de proteínas foi determinada pelo 

método de Lowry (126). 

Também foi feita a análise quantitativa do nível de cálcio nas amostras 

celulares para evidenciar a diferenciação das células tratadas e não tratadas com os 

indutores osteogênicos. A concentração de cálcio foi determinada pelo método 

colorimétrico ortho-cresolftaleínacomplexona (o-CPC) (127). As células foram 

tripsinizadas, ressuspensas em PBS e expostas à presença do reagente de cálcio 

contendo: 0,69 mol/l tampão de etanolamina; 0,2% azida sódio; 0,338 mmol/l 0-

cresolftaleína complexona; e 78 mmol/l 8-hidroxinquinolina-13. Os resultados da 

reação celular foram adquiridos pelo espectrofotômetro (Advia 2400, Siemens) 

(Laboratório Sabin-DF). 

 

 

3.8.2 Diferenciação adipogênica 

 

Para a indução adipogênica, as células foram plaqueadas em placa de 24 

poços à densidade de 5x104 cells/cm2. Ao atingir a confluência de 80 a 90%, as células 

foram tratadas com meio completo (DMEM-LG-Sigma-Aldrich, suplementado com 
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10% de SFB-Gibco, antibiótico-antimicótico:100 µg/ml de penicilina e estreptomicina 

e 25µg/ml de anfotericina B-Gibco e L-glutamina:10µl/ml-Gibco), contendo indutores 

adipogênicos: 5mg/ml insulina; 5mmol indometacina; 1mmol dexametazona e 

0.5mmol/l isobutil-1-metil xantina (todos da Sigma-Aldrich) por 21 dias. A metade dos 

poços de cada placa foi mantida como controle negativo e recebeu apenas meio de 

cultivo celular sem indutores. Após o período de indução, as células foram fixadas 

com solução de paraformaldeído 4% (Vetec) durante 15 minutos, lavadas 2 vezes com 

água destilada, coradas com solução de óleo vermelho O (Sigma-Aldrich) em etanol 

a 0,5% (massa/volume) durante 30 minutos e lavadas para remoção do corante. A 

formação adipogênica foi monitorada pela marcação citoquímica do óleo vermelho O 

(Sigma), evidenciando o acúmulo intracelular de lipídeos, visualizados pelo 

microscópio invertido Axiovert (Zeiss, Alemanha) com objetiva de 20x e sistema de 

captura digital.  

 

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística foi realizada usando o programa GraphPad. Para 

comparar a produção de matriz osteogênica e adipogênica nas diferentes amostras 

de células (DPSC, AF-MSC e ADSC), os dados quantitativos foram submetidos à 

análise estatística de variância (ANOVA). Para a análise da quantificação do corante 

vermelho de Alizarina e quantificação de cálcio foi utilizado o pós-teste de múltipla 

comparação de SIdak’s, com única variância agrupada e com p<0.05 considerado 

estatisticamente significativo. Já para a análise da quantificação de fosfatase alcalina, 

quantificação do óleo vermelho O e a quantificação da intensidade de fluorescência 

advinda da citometria de fluxo, o pós-teste utilizado foi o teste de múltipla comparação 

de Tukey’s, com única variância agrupada e com p<0.05 considerado estatisticamente 

significativo. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 ANÁLISE DA EFICIÊNCIA DA TRANSDUÇÃO E REDUÇÃO DA EXPRESSÃO 

DE CD90 EM MSC 

 

Os vetores lentivirais foram capazes de transduzir as MSCs com eficiência, já 

que a proteína GFP foi incorporada no material genético da MSC (Figura 8). A 

transdução foi realizada para reduzir a expressão de CD90 por meio de vetores 

lentivirais específicos que expressavam três construtos de shRNA CD90. Após a 

transdução, linhagens celulares estáveis de MSCs expressando shRNA CD90 e 

shRNA Controle foram obtidas após seleção com antibiótico Puromicina.  

Para confirmar a redução da expressão de CD90, MSCs não transduzidas, 

shRNA CD90 e shRNA Controle foram analisadas pela citometria de fluxo (Figura 9 e 

10) e PCR em tempo real (PCR) (Figura 11). Os resultados da citometria de fluxo 

demonstraram que MSCs não transduzidas e shRNA Controle MSCs apresentaram o 

mesmo nível de expressão de CD90 (98%), enquanto shRNA CD90 MSCs 

apresentaram significativa redução da expressão de CD90 (23%) (Figura 9 e 10). A 

PCR confirmou que shRNA CD90 MSCs tiveram efetivamente a redução dos níveis 

de transcrição de CD90 (Figura 11). Os resultados foram obtidos em triplicata e os 

níveis reduzidos da expressão de CD90 foram similares para as DPSCs, AF-MSCs e 

ADSCs.  

 

Controle GFP 

Figura 8 - Eficiência de transdução de MSCs por partículas lentivirais. Expressão de GFP por MSCs 
10 dias após a transdução.  Microscopia de fluorescência aumento de 200X. * (3 experimentos 
independentes) n=3. 
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Figura 9 - Análise da expressão de CD90 em MSC e shRNA CD90 MSC por citometria de 
fluxo. Acentuado decréscimo da expressão de CD90 observado em shRNA CD90 MSC (linha 
mais espessa), enquanto MSCs não transduzidas (linha mais fina) expressam elevados níveis de 
CD90. O histograma cinza representa o isótipo controle. Histograma representativo de DPSCs. 

Figura 10 -  Análise da intensidade de fluorescência de CD90 em MSC e shRNA CD90. (****) 
Houve diferença estatística significativa no decréscimo da intensidade de fluorescência de CD90 (MFI) 
em shRNA CD90 quando comparada com MSCs não transduzidas (MFI=MFI do marcador – MFI do 
isótipo). Gráfico de barras representa média de intensidade de fluorescência de CD90-FITC nas 
linhagens celulares utilizadas nesse trabalho. n=7. ****p<0.001. Gráfico representativo de média de 
fluorescência de DPSC, AF-MSC, ADSC. 
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4.2 SELEÇÃO NEGATIVA PARA CD90 NAS SHRNA CD90 MSCS 

 

Após a transdução celular foi observado que a expressão de CD90 reduziu 

significativamente, mas não totalmente. Dessa forma, as amostras de células shRNA 

CD90 MSCs foram submetidas à separação magnética, coletando em seguida a 

fração mais negativa para CD90 (CD90-negativo MSCs). As amostras de CD90-

negativo MSCs foram caracterizadas pela citometria de fluxo para evidenciar o 

sucesso da purificação, confirmando que CD90-negativo MSCs passaram a expressar 

níveis extremamente baixos de CD90 quando comparados com shRNA CD90 MSCs 

(Figura 12 e 13). 

Figura 11 - Nível de expressão relativa de mRNA em MSC, shRNA Controle MSC e shRNA CD90 
MSC. Linhagens celulares de shRNA CD90 apresentou de forma consistente baixa expressão de 
CD90. (*) Houve diferença estatística significativa entre as médias dos grupos MSC e shRNA Controle 
MSC em comparação às do grupo shRNA CD90 MSC. Os experimentos foram realizados em triplicata. 
* p<0.05. 
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Figura 13 - Análise da intensidade de fluorescência (MFI) do marcador CD90 (MFI=MFI do 
marcador-MFI do isótipo) nas células. (****) Houve diferença estatística significativa na média de 
intensidade de fluorescência entre MSC e shRNA Controle MSC quando comparado com shRNA CD90 
MSC e CD90-negativo MSC. ****p< 0.001 (n=7, experimentos independentes com MSCs derivadas de 7 
doadores: )  

Figura 12 - Seleção negativa de shRNA CD90 MSCs. População de MSCs com expressão 
negativa para CD90 (CD90-negativo MSCs), evidenciando um nível reduzido de expressão de 
CD90.  
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4.3 ENSAIO DE MORFOLOGIA E PROLIFERAÇÃO 

 

Na análise de morfologia celular, observamos que não existem diferenças 

entre a shRNA Controle MSCs, shRNA CD90 MSCs e MSCs não transduzidas (Figura 

14). As células shRNA CD90 MSCs apresentaram características de morfologia 

semelhante a fibroblasto, sem alterar suas características após a transdução. Nós 

também observamos que shRNA CD90 MSCs mantiveram sua capacidade de formar 

colônias acima de 10 passagens, sugerindo que CD90 não é envolvido na 

manutenção da morfologia e capacidade de formação de colônias das MSCs. 

Para evidenciar se CD90 exercia alguma função na taxa de proliferação de 

MSCs, uma curva de crescimento para MSCs não transduzidas, shRNA Controle e 

shRNA CD90 foi realizada, com as células na passagem 5. A análise da área sob a 

curva de proliferação não evidenciou diferença significativa entre a taxa de 

proliferação das células (Figura 15). A viabilidade celular (preservação de 

estruturas/propriedades celulares) foi avaliada pelo ensaio de Azul de Tripan, sem 

apresentar diferenças entre as células transduzidas e não transduzidas. 
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Figura 15 - Proliferação de DPSCs. Curva de proliferação de MSCs não-transduzidas, shRNA 
Control MSCs e shRNA CD90 MSCs, apresentando similaridade na proliferação, sem diferenças 
estatísticas. O ensaio foi realizado em triplicata, com dois experimentos independentes. Barra de 
escala -100µm (p≥0.05). 

 

 

Figura 14 DPSCs coradas com corante panóptico. Imagens representativas das MSCs por 
microscopia de contraste de fases. As imagens apresentadas foram realizadas em 3 experimentos 
independentes para DPSC, AF-MSC e ADSC. MSCs, shControle MSCs, shRNA CD90 MSCs e CD90-
negativo MSCs apresentaram morfologia fibroblastóide similar.  (100X) (n=7). 
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4.3 ANÁLISE DE PROLIFERAÇÃO DE LINFÓCITOS 

 

Nós investigamos se a expressão de CD90 em MSCs pode afetar o efeito 

inibitório de MSCs em linfócitos estimulados nas células MSCs, shRNA Controle MSC, 

shRNA CD90 MSC e CD90-negativo MSC (Figura 16).  Os resultados mostraram que 

os linfócitos marcados com CFSE (marcador citoplasmático) apresentaram uma 

“diluição” desse marcador e consequente redução da intensidade de fluorescência 

(linha preta espessa). Já os linfócitos marcados e não ativados (linha cinza) 

representam o controle negativo. Os grupos experimentais referem-se aos linfócitos 

ativados, co-cultivados com células não-tranduzidas (MSC), shRNA Controle MSC, 

shRNA CD90 MSC e CD90-negativo MSC. Os linfócitos não marcados com CFSE 

foram utilizados para controle do experimento (histograma cinza). As células CD90-

negativo MSC e shRNA CD90 MSC suprimiram a  proliferação de linfócitos T, da 

mesma forma que as células shRNA Controle MSC e MSC não transduzida (Figura 

16 e 17), indicando que a redução da expressão de CD90 não afetou a característica 

imunossupressiva de MSCs na proliferação de linfócitos. As análises também 

evidenciaram que a ablação de CD90 em MSCs não afetou a porcentagem de 

célulasT CD8+ (Figura 18). 

 

Figura 16 - Ensaio de proliferação de células T.O ensaio foi realizado usando células mononucleares 
de sangue periférico humano marcadas com CFSE, ativadas com fitohemaglutinina e cocultivadas com 
ou sem DPSCs e AF-MSCs humanas por 5 dias. Histograma representativo da análise de citometria 
de fluxo de DPSCs (ensaio realizado em triplicata) das células mononucleares marcadas com CFSE, 
ativadas com fitohemaglutinina e cocultivadas com ou sem DPSCs.  



54 
 

 

 

Figura 17 Número de PBMCs ativados com CFSE. Histograma evidenciando a similaridade de 
proliferação de PBMCs ativadas e coradas com CFSE cocultivadas ou não com MSCs, shRNA 
Controle, shRNA CD90 e CD90-negativo MSCs. Não há diferença estatística entre as médias das 
amostras analisadas p ≥ 0.05. 

 

 

 

Figura 18 - Porcentagem de proliferação de células T expressando CD8. Gráfico represenativo de 
porcentagem de proliferação de célulasT CD8+, marcadas com CFSE cocultivadas ou não com MSCs, 
shRNA Controle, shRNA CD90 e CD90-negativo MSCs. Não há diferença estatística entre as médias 
p ≥ 0.05. 
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4.4 CARACTERIZAÇÃO IMUNOFENOTÍPICA POR CITOMETRIA DE FLUXO 

 

As células não transduzidas (MSCs), as shRNA Controle MSCs e as shRNA 

CD90 MSCs foram analisadas quanto à expressão de marcadores imunofenotípicos 

para MSCs (Figura 19). Como esperado, tanto as MSCs, quanto as shRNA Controle 

MSCs e shRNA CD90 MSCs foram negativas para a expressão dos seguintes 

marcadores:  CD14, CD31, CD34, CD45, CD106 e HLA-DR; e positivas para a 

expressão de CD29, CD73 e CD105. Ao observar a expressão de CD44 e CD166, o 

resultado evidenciou de forma inesperada a redução da expressão desses 

marcadores, sugerindo que a redução da expressão de CD90 levou a redução da 

expressão de CD44 e CD166 (Figura 20, 21 e 22) em MSCs do tecido pulpar, do tecido 

gorduroso e do líquido amniótico. Foi realizada também a análise da média de 

intensidade de fluorescência de amostras de DPSC, AF-MSC e ADSC dos 

marcadores expressos e não expressos em MSCs (Tabela 1). 
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Figura 19 - Imunofenotipagem de DPSC, AF-MSC e ADSC por citometria de fluxo. As MSCs e 

shRNA Controle MSC das três fontes predominantemente expressavam CD90, CD44, CD166, CD105, 

CD73 e CD29 e quase não expressavam CD14, CD45, CD31, CD106, HLA-DR e CD34. Histograma 

representativo de DPSC. As shRNA CD90 MSCs das três fontes apresentaram redução da expressão 

de CD90, CD44 e CD166.  
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Tabela 1 Média de intensidade de fluorescência de DPSC, AF-MSC e ADSC para os marcadores 
positivos para MSC: CD90, CD44, CD166, CD105, CD73, CD29 e para os marcadores negativos para 
MSC: CD14, CD45, CD31, CD106, HLA-DR e CD34. (n=7). 

 

 

Figura 20 - Expressão de CD44 e CD166 em DPSC, AF-MSC e ADSC. A redução da expressão de 
CD90 nas células shRNA CD90 MSCs levou a redução da expressão de CD44 e CD166 em MSCs. 
Um controle isótipo (histograma cinza) foi usado como controle das regiões de fluorescência. As 
análises representativas foram realizadas em triplicata. 
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Figura 21 - Análise da média de intensidade de fluorescência de CD44.  

(*) Houve diferença estatística entre as células MSCs e shRNA CD90 MSCs *p < 0.05; **p < 0.01. 

Figura 22 - Análise da média de intensidade de fluorescência de CD166. (*) Houve diferença 

estatística entre as células MSCs e shRNA CD90 MSCs  **p < 0.01. 
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4.6 CD90 E DIFERENCIAÇÃO DE MSC 

 

O potencial de diferenciação de MSCs não transduzidas, shRNA Controle 

MSCs, shRNA CD90 MSCs e CD90-negativo MSCs foi analisado quanto ao potencial 

de diferenciação osteogênica e adipogênica.  

Como esperado, a indução osteogênica (OS) resultou na ocorrência de 

deposição de matriz mineralizada, que foi detectada 21 dias após o início da indução 

à diferenciação. A matriz mineralizada foi avaliada por: a) Concentração de vermelho 

de Alizarina (AR); b) determinação da concentração de cálcio; e c) atividade de 

fosfatase alcalina. De acordo com dados prévios de outros pesquisadores (32,148), a 

deposição mineral foi maior em células isoladas da polpa dental quando comparadas 

com células do líquido amniótico. A concentração de vermelho de Alizarina foi 

analisada em relação aos níveis de expressão de CD90. As células shRNA CD90 

MSCs apresentaram um significativo aumento da produção de matriz osteogênica, 

com a visualização de uma maior concentração de corante de Alizarina (AR) nas 

amostras em comparação com ambas: MSCs não transduzidas e shRNA Controle 

MSCs, tanto na análise qualitativa (Figura 23), quanto na quantitativa (Figura 24). 

Elevada mineralização também foi observada nas células CD90-negativo MSC. O 

efeito da redução da expressão de CD90 na diferenciação osteogênica de MSCs foi 

acessada pela atividade de fosfatase alcalina (Figura 25). Os resultados evidenciaram 

melhora na produção da enzima fosfatase alcalina nas células com expressão de 

CD90 reduzida (Figura 25). A avaliação quantitativa da produção de cálcio nas células 

shRNA CD90 MSCs foi 57% maior quando comparada com as MSCs não 

transduzidas (Figura 26). 

A capacidade de diferenciação adipogênica das MSCs também foi analisada 

(Figura 27) usando MSCs isoladas da polpa dental, tecido adiposo e líquido amniótico. 

Todas as populações celulares apresentaram mudanças morfológicas significativas 

quando comparadas com MSCs não induzidas à adipogênese. As células 

apresentaram vacúolos de lipídios no citoplasma e várias gotículas, evidenciados pelo 

corante óleo vermelho O (Figura 27). Foi observado um aumento no número de células 

adipocíticas nas amostras de shRNA CD90 MSCs quando comparadas com shRNA 

Controle MSCs e um aumento maior nas células CD90-negativo MSCs. Independente 

da expressão de CD90, foi evidenciado que as MSCs da polpa dental apresentaram 

menor produção de matriz adipogênica quando comparadas com as células do líquido 
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amniótico e tecido gorduroso (Figura 28). A formação de adipócitos mais proeminente 

foi observada em CD90-negativo MSCs isoladas do tecido gorduroso. 

Figura 23 - Ensaio de diferenciação osteogênica-análise qualitativa. DPSC, AF-MSC e ADSC 
(MSCs, shRNA Control MSCs, shRNA CD90 MSCs e CD90-negative MSCs) foram testadas quanto à 
habilidade de diferenciação in vitro em linhagem osteogênica. Depósitos calcificados foram 
identificados pelo corante Alizarina Red (AR) em células após 21 dias de crescimento em meio de 
indução osteogênico. A calcificação foi acessada pela microscopia de luz. Barra de escala 
representa100 µm. 
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Figura 24 - Ensaio de diferenciação osteogênica-análise quantitativa do tecido mineralizado. 
Os dados expressam a média e o desvio-padrão da concentração de corante vermelho de Alizarina 
absorvido pelo tecido mineralizado em microgramas produzido por DPSC, AF-MSC e ADSC. Houve 
diferença estatística significativa entre as MSCs e shRNA Controle MSCs quando comparada com as 
shRNA CD90 MSCs e CD90-negativo MSCs para as DPSCs, AF-MSCs e ADSCs. *p < 0.05; **p < 
0.01; ***p< 0.001. Foram realizados sete ensaios independentes (n=7). 

 

Figura 25 - Ensaio de diferenciação osteogênica-análise da atividade de fosfatase alcalina. Os 
dados expressam a média da relação entre a atividade de fosfatase alcalina normalizado pelo conteúdo 
de proteína total, com os respectivos desvio-padrão, evidenciando diferença estatística significativa 
entre as MSC e shRNA Controle em relação às shRNA CD90 MSCs e CD90-negativo MSCs *p < 0.05; 
**p < 0.01. 
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Figura 26 - Ensaio de diferenciação osteogênica-análise da concentração de cácio. Os dados 
expressam a média e desvio-padrão da concentração de cálcio, em miligramas por decilitro, presentes 
nos poços de DPSCs e AF-MSCs induzidos à diferenciação osteogênica. As ADSCs não apresentaram 
produção de cálcio significativa *p < 0.05; **p < 0.01; ***p< 0.001. 
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Figura 27 - Ensaio de diferenciação adipogênica-análise qualitativa. Análise em microscopia de 
luz de DPSC, AF-MSC e ADSC induzidas à doferencição adipogênica, coradas com óleo vermelho O. 
Foi evidenciado a formação de vesículas lipídicas intracelulares presentes nas DPSCs, AF-MSCs e 
ADSCs, apresentando maior diferenciação adipogênica nas shRNA CD90 MSCs e CD90-negativo 
MSCs. Imagens representativas de experimentos realizados em triplicata. 
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Figura 28 - Ensaio de diferenciação adipogênica-análise quantitativa. O óleo vermelho O retido 
nos vacúolos lipídicos foi mensurado pela determinação da densidade óptica a 510nm. *p < 0.05; **p < 
0.01; ***p< 0.001. 
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5 DISCUSSÃO 

 

A biologia de MSCs tem sido objeto de estudo de vários pesquisadores 

(10,12,17,41,62,128) devido ao seu potencial terapêutico e o presente estudo buscou 

elucidar a função de CD90, um marcador imunofenotípico essencial para a 

caracterização de MSCs, em relação à morfologia, proliferação e diferenciação de 

MSCs. Foram usadas MSCs isoladas de três fontes (polpa dental, líquido amniótico e 

tecido gorduroso) para verificar se os efeitos causados pela ablação de CD90 estão 

relacionados à uma fonte específica. 

Para avaliar a função de CD90, foi realizada a transdução de MSCs com 

vetores lentivirais que carreavam small hairpins (shRNA) contra o marcador CD90 das 

MSCs, acarretando em diminuição da expressão de CD90 pelo mecanismo de RNA 

interferência. Após a transdução de MSCs, a redução da expressão de CD90 em mais 

de 70% das shRNA CD90 MSCs foi confirmada pela análise imunofenotípica usando 

citometria de fluxo (Figura 9 e 10) e PCR em tempo real (Figura 11). Posteriormente, 

buscou-se reduzir de forma mais significativa a expressão de CD90, utilizando a 

purificação celular. O resultado demonstrou uma redução maior na expressão de 

CD90 para as shRNA CD90 MSCs purificadas (Figura 12 e 13).  

Outro importante dado avaliado foi o perfil imunofenotípico das MSCs 

modificadas (shRNA CD90 MSCs). Como esperado, o resultado demonstrou a 

expressão positiva para os marcadores de MSCs: CD29, CD73, CD105; e negativa 

para os marcadores: CD14, CD31, CD34, CD45, CD106, e HLA-DR (Figura 19). Mas 

os resultados evidenciaram que a redução da expressão de CD90 em todas as 

linhagens de shRNA CD90 MSCs levaram à redução dos marcadores CD44 e CD166 

(Figure 20, 21 e 22).  

A função de CD166 em MSCs ainda não foi esclarecida até o momento. Mas 

CD44 (hyaluronan receptor) (129) é expresso por um vasto número de células e é 

envolvido em adesão, migração e sítios de MSCs (130-132). CD44 também tem sido 

reconhecido como um marcador de células-tronco para vários tipos de câncer e é 

fortemente relacionado à metástase. Outro estudo evidenciou que a redução de CD44 

em células-tronco do câncer provocou sua diferenciação em células normais (133). Já 

o receptor CD166 (activated leukocytes cell adhesion molecule, ALCAM) é um 
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membro da superfamília de imunoglobulinas das moléculas de adesão celular 

(134,135) e está presente em MSCs indiferenciadas e outros tipos celulares (136). 

Assim como CD44, CD166 também foi reconhecido por participar na invasão de tumor 

(137-139). Um estudo recente usando linhagens de células do câncer de fígado 

evidenciou uma relação próxima entre CD44 e CD166. Os autores mostraram que o 

nocaute de CD166 inibiu a expressão de CD44 através da via de sinalização NFB 

(140). Apesar das evidências científicas da relação entre CD44 e CD166 em células 

tumorais, ainda não houve um estudo que associasse a relação em a expressão de 

CD44 e CD166 em MSCs, sugerindo novos estudos para esclarecer essa relação.  

Assim como CD44 e CD166, CD90 foi identificado como um marcador de 

células-tronco tumorais. O aumento da expressão de CD90 foi observada em CSC de 

câncer de fígado (92-94), mucosa gástrica (95), câncer de colo (96), células do 

estroma do câncer de próstata (97), glioma (99) e adenocarcinoma pancreático (100). 

Foi demonstrado que a manipulação de CD90 é uma ferramenta terapêutica 

promissora contra vários CSCs. Para ilustrar, pesquisadores evidenciaram que o 

anticorpo CD90 inibiu de forma específica e eficiente a proliferação de células B do 

linfoma (102). Alguns estudos apresentaram a relação funcional da associação entre 

CD90 e CD44 ou CD166. Concomitantemente, outros estudos associaram CD90, 

CD44 e CD166 como marcadores de células-tronco de câncer (92,136,137,141). Mas 

os resultados do presente estudo apresentaram que CD90 levou ao decréscimo da 

expressão de CD44 e CD166, que poderia indicar o estado de indiferenciação celular. 

Em relação ao aspecto morfológico das MSCs que expressam CD90, o foi 

demonstrado que a linhagem celular shRNA CD90 MSCs e CD90-negativo MSCs não 

apresentaram alterações nem na morfologia, nem na taxa de proliferação, quando 

comparados com as células controle (Figura 14 e 15). Nosso resultado foi diferente 

de Phipps et al (1989), que associaram CD90 ao aspecto fusiforme de fibroblastos de 

pulmão. Os autores selecionaram fibroblastos de pulmão pela expressão de CD90 e 

descreveram que a subpopulação de fibroblastos com CD90− apresentou um formato 

mais poligonal em relação aos fibroblastos com CD90+, que por sua vez tinham 

aspecto fusiforme (142).  

Outro resultado apontado foi que a redução da expressão de CD90 não afetou 

a atividade imunossupressiva de MSCs na proliferação de linfócitos in vitro (Figura 

16). A característica imunossupressiva é uma importante propriedade terapêutica de 
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MSCs, e já que foi mantida nas células com a expressão de CD90 reduzida, poderá 

ter a ampliação do uso dessas células modificadas em futuras terapias celulares in 

vivo. 

Uma importante característica das MSCs que foi investigada nesse estudo foi 

a relação de CD90 e a diferenciação de MSCs. Para isso, as MSCs com expressão 

de CD90 reduzida foram diferenciadas em linhagens osteogênica e adipogênica. Nos 

ensaios de diferenciação, as linhagens de shRNA CD90 MSCs e CD90-negativo 

MSCs apresentaram maior taxa de diferenciação adipogênica, quando comparada 

com os controles (Figura 27 e 28). Do mesmo modo, um aumento de diferencição 

osteogênica foi observada nas amostras de shRNACD90 MSCs e CD90-negativo 

MSCs. O corante vermelho de Alizarina evidenciou que as amostras CD90-negativo 

MSCs, ou seja, as frações celulares purificadas de shRNA CD90 MSCs, com 

expressão de CD90 negativa acumularam mais matriz mineralizada que shRNA CD90 

MSCs. De acordo com nossos resultados, a redução da expressão de CD90 facilitou 

a diferenciação adipogênica e osteogênica. 

Recentemente, Woeller et al (2015) elucidaram que CD90 controlou a 

adipogênese. Eles observaram que ratos com expressão de CD90 negativa 

aumentaram a adipogênese, enquanto na overexpressão de CD90, ocorreu o bloqueio 

da adipogênese (143). Eles também descreveram que embora fibroblastos pré-

adipócitos expressavam CD90, adipócitos do tecido gorduroso apresentaram níveis 

indetectáveis de CD90. Em concordância com esses resultados, nós observamos que 

a perda da expressão de CD90 em MSCs aumentou a produção de matriz adipogênica 

in vitro. Baseados nas observações de seu estudo, Woeller et al (2015) sugeriram que 

CD90 poderá ser um novo marcador terapêutico em obesidade. Entretanto, nossos 

resultados indicaram que o decréscimo da expressão de CD90 facilitou não apenas a 

diferenciação adipogênica, mas também a diferenciação osteogênica, indicando que 

a redução da expressão de CD90 evidenciou a uma perda do estado indiferenciado 

(stemness) de MSCs, assim, quando manipulado, poderá ser capaz de melhorar a 

diferenciação na presença de estímulos específicos. 

Numerosas vias de sinais de transdução induzem a diferenciação adipogênica 

e/ou osteogênica de MSCs. A maioria dos sinais culminam na ativação da expressão 

ou de PPARγ (adipogenesis master regulator) ou Runx2 (osteogenesis master 

regulator). Foi demonstrado que CD90 foi associado não-covalentemente com Fyn, 
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Scr family tyrosine kinase. Recentemente, foi apresentado que CD90 inibiu Fyn para 

dificultar a adipogênese (143). Consistentemente, ratos com a expressão de Fyn 

negativa tem reduzido a massa de gordura. Além disso, o Fyn inhibitor SU6656 causou 

a redução do acúmulo de tecido adiposo em ratos e inibição da adipogênese em 

fibroblastos humanos (143,144). No presente experimento, usamos MSCs de três 

fontes diferentes de tecidos humanos para evidenciar que a expressão reduzida de 

CD90 não induziria, mas facilitaria a adipogênese. Entretanto, observamos que a 

perda de CD90 aumentou a adipogênese. A evidência de que o nível de CD90 regulou 

a adipogênese e a osteogênese foi muito interessante, porque é correntemente aceito 

que o estímulo de diferenciação usualmente causa uma relação inversa entre 

diferenciação adipogênica e osteogênica (145), todavia, os sinais moleculares que 

convergem em adipogênese e osteogênese não foram completamente elucidados. 

Nesse estudo nós demonstramos que a produção de matriz mineralizada é 

diretamente correlacionada com o nível de ablação de CD90, apresentando-se maior 

nas amostras CD90-negativo MSCs que nas amostras shRNA CD90 MSCs. Ainda 

não está claro como CD90 pode afetar a adipogênese. Mas foi bem demonstrado que 

CD90 pode regular a atividade de RhoGTPase em fibroblastos. Expressão exógena 

em fibroblastos que não expressavam CD90 resultou na ativação de Rho GTPase 

(84). Rho GTPase é um modulador essencial de sinais de IGF-1 que afeta a 

diferenciação adipogênica. A inibição da atividade de Rho GTPase parece ser 

necessária para a diferenciação adipogênica (146). Estudos demonstram que CD90 

participa de várias outras vias de sinalização e embora CD90 tem sido reconhecido 

como marcador celular, é também um importante regulador de sinalização de MSCs 

(147). Novos estudos são necessários para entender os efeitos de CD90 nas 

possíveis sinalizações cis e trans e como CD90 atua, bem como o entendimento desse 

mecanismo no processo de “stemness” e diferenciação de MSCs. 

Várias pesquisas têm apresentado que MSCs de diferentes fontes acarretam 

diversas propriedades a características que podem ter impacto em aplicações 

terapêuticas futuras. A capacidade de diferenciação varia de acordo com a fonte de 

célula (32,33,46). Devido a disponibilidade e facilidade de cultivo de MSCs de polpa 

dental humana, nós iniciamos o estudo usando as células do tecido pulpar e 

adicionalmente buscamos comprovar as conclusões concernentes ao CD90 a partir 

de células de outras fontes. Desse modo, fizemos ensaios de diferenciação usando 
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MSCs de líquido amniótico e tecido gorduroso (lipoaspirado). Como discutido em 

estudos prévios (32,148-150), nós observamos que as DPSCs produziram uma maior 

quantidade de matriz osteogênica, quando comparadas com ADSCs. Mas não houve 

muita diferença na produção de matriz osteogênica entre as DPSCs e AF-MSCs. 

Mesmo diante dessa variação das MSCs de diferentes fontes quanto ao potencial de 

diferenciação, o presente estudo confirmou que a redução da expressão de CD90 

levou a uma maior e mais eficiente diferenciação nas MSCs das diferentes fontes 

avaliadas (151,152). 

CD90 é uma glicoproteína de superfície expressa em vários tipos celulares. 

Em geral, influencia na proliferação, diferenciação, migração e sobrevivência das 

células. As funções de CD90 são específicas para cada célula em que é expressa e 

nos tecidos e nesse presente estudo, nós evidenciamos que a redução da expressão 

de CD90 em MSCs humanas aumentou a eficiência da diferenciação dessas células. 

Outros estudos apontaram que a expressão de CD90 poderia ser usada como um 

indicador de diferenciação de MSCs, já que imediatamente após a indução de 

diferenciação, houve um progressivo decréscimo do nível de mRNA CD90 

correlacionado ao grau de diferenciação observado (66).  É importante reiterar que a 

ablação de CD90 não resultou em diferenciação espontânea de MSCs. Contudo, as 

linhagens de MSCs com expressão reduzida de CD90 na presença de indutores, 

evidenciaram que CD90 possui uma função importante na manutenção do estado 

indiferenciado de MSCs, podendo agir como obstáculo durante as etapas iniciais de 

diferenciação celular. A ablação de CD90 mostrou ser uma eficiente ferramenta para 

aumentar a eficiência de diferenciação de MSCs in vitro e pode ser usada no futuro 

em diferentes campos de terapias celulares in vitro e in vivo.  
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6 CONCLUSÕES 

 

Os dados apresentados indicam que a ablação de CD90 representa uma 

estratégia promissora e para aumentar a eficiência de diferenciação das MSCs in vitro, 

podendo ser usada futuramente para terapias celulares. Dessa forma, os resultados 

apontaram que CD90 está relacionado ao estado indiferenciado de MSCs, podendo 

ser um obstáculo para as etapas iniciais da diferenciação de MSCs. 

A ablação de CD90 levou a redução da expressão de CD44 e CD166, 

relacionando esses resultados ao estado indiferenciado de MSCs e maior 

susceptibilidade à diferenciação. 
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