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Introducdo: Células-tronco mesenquimais (MSCs) sao células progenitoras
multipotentes potencial fonte para varias terapias celulares. MSCs séo caracterizadas
pela expressdo dos marcadores celulares CD73, CD90 e CD105, e auséncia de
expressdo dos marcadores CD34, CD45, CD11a, CD19 e HLA-DR. CD90 é uma
glicoproteina presente na membrana de MSC, varias células adultas e células-tronco
de cancer. A funcdo de CD90 em MSC ainda é pouco elucidada. Objetivo: Obter
MSCs com expressao reduzida de CD90 para investigar a funcédo desse marcador na
morfologia, proliferacdo e diferenciacdo de MSCs humanas. Metodologia: Foi
avaliada a funcéo de CD90 na morfologia, proliferagéo, supressao da proliferacéo de
células T e diferenciacdo osteogénica e adipogénica de MSCs por meio da reducdo
da expressdo desse marcador, usando vetores lentivirais que expressam shRNA
contra CD90. Resultados: O estudo mostrou que a reducdo da expressédo de CD90
resultou em maior eficiéncia das diferenciacdes osteogénica e adipogénica de MSCs
in vitro e, inesperadamente, resultou também no decréscimo da expressdo dos
marcadores CD44 e CD166. Conclusdo: O estudo sugere que CD90 controla a
diferenciacdo de MSCs e possa agir como um obstaculo a ser superado para que haja
diferenciacdo e a manipulacdo de CD90, na presenca de um correto estimulo para a

diferenciacéo pode levar a taxas de diferenciacao in vitro de MSCs mais eficientes.

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

1, fibroblasto, diferenciacao.



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 INTRODUCAO

1.1CELULAS-TRONCO

Células-tronco séo células indiferenciadas presentes no organismo, que
possuem duas propriedades caracteristicas: auto-renovacédo e diferenciacdo (Figura
1) A auto-renovacao refere-se a proliferacéo por longos periodos com manutencao do
seu estado indiferenciado e a diferenciacdo é a capacidade de gerar tipos celulares
especializados com a finalidade de promover o crescimento e a maturagdo do
organismo ou a regeneracao de um tecido apos trauma ou lesao (1,2). Varios estudos
a respeito da biologia de células-tronco evidenciaram a presenca de populacées
celulares hierarquicas organizadas em um sistema originado a partir de uma célula

indiferenciada com elevada capacidade de diferenciacao (2).

J..

Células-tronco: ..se auto-replicar, gerando

outras células-tronco

o)

\ Erg @ SN
@ [
Sdo células que podem... =

...se diferenciar em diversos
tipos celulares

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

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

potencial de autorrenovacdo e diferenciagdo como: totipotentes, pluripotentes,
17



multipotentes, oligopotentes e unipotentes. As células totipotentes possuem
capacidade de originar células embriondrias e adultas, ja as pluripotentes originam
todas as células do embrido, com excec¢ao da placenta e anexos embrionarios e estédo
presentes na camada interna do blastocisto. As multipotentes séo capazes de originar
células do seu tecido de origem e estdo presentes no organismo adulto como fonte de
constante renovagao celular. As oligopotentes se diferenciam em linhagem celular
mais restrita e as unipotentes originam um unico tipo celular especializado (3-5).

Outro tipo de classificacdo é quanto a natureza das células-tronco, que podem
ser classificadas como embrionérias e adultas. As células-tronco embrionarias sédo
derivadas de embrides, na fase de blastocisto. Nesta fase, o embrido possui uma
camada externa e uma massa celular interna, que possui células que podem ser
retiradas e cultivadas originando linhagens de células-tronco embrionarias que
possuem potencial de diferenciagdo em todos tecidos adultos (6) (Figura 2).

A capacidade de proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco embrionarias em
diversas linhagens celulares demonstram o grande potencial terapéutico dessas
células. Entretanto, a instabilidade genética, o transplante para hospedeiros
imunocomprometidos para evidenciar a capacidade de diferenciacdo, o risco de
formacao de teratocarcinomas e questdes éticas relacionadas a utilizacdo de embrides
humanos sdo obstéculos vistos em sua utilizagéo (7-9).

Além de tecidos embrionarios, as células-tronco podem ser encontradas
em pequenas quantidades nos tecidos fetais ou de individuo adulto. Estas células,
conhecidas como células-tronco adultas sd@o caracterizadas como clonogénicas,
capazes de autorregenerar e manter ou reparar tecidos de origem, promovendo um
balanco fisiolégico no organismo (10) (Figura 3).

A célula-tronco adulta mais bem caracterizada é a células-tronco
hematopoética, que € 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 sanguinea e sistema imune e
sdo encontradas na medula éssea, no sangue periférico de adultos e no sangue de
corddo umbilical (11). Outro tipo de célula-tronco adulta presente em pequenas
fragOes na medula 6ssea é a célula-tronco mesenquimal (MSC) (12,13).

18



Blastocisto
.

Mérula

= Hemdceas
Neuradnios 2
Células Musculares

Figura 2 - Imagem representativa de célula-tronco embrionéria e seu
potencial de diferenciacdo. Fonte: www.lance-ufrj.org

Mdsculo Cardiaco

o

/ \ Células Sanguineas

S

Medula Ossea ———
| \ e

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

19


http://www.lance-ufrj.org/
http://www.lance-ufrj.org/

1.2 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Células-tronco mesenquimais (MSCs) sdo definidas como células-tronco
progenitoras capazes de se diferenciar em multiplas linhagens mesodérmicas e de se
autorrenovar em sua forma indiferenciada, com elevada capacidade proliferativa (13).

As MSCs foram primariamente identificadas na medula Ossea de
camundongos. Friedestein et al (13) evidenciaram que, dentre as células da medula
0ssea que aderiam ao plastico, uma rara populacdo celular com aspecto fenotipico
semelhante a fibroblastos se desenvolvia em comunidades formadoras de colonia
(Figura 4) (14). Estas células passaram a ser chamadas de células-tronco estromais da
medula dssea, por possuirem natureza de células-tronco e por se originarem a partir

de células do estroma da medula 6ssea (14).

Figura 4 - Unidades formadoras de col6nias (UFC) de fibroblastos de medula
O6ssea e morfologia das MSCs. A. Unidades formadoras de colénias (UFC) de
fibroblastos de medula 6ssea. 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 ndo hematopoiética das células-tronco derivadas da medula
0ssea, assim como a capacidade dessas células de se diferenciar em todas as células
da linhagem mesodermal, abrangendo o tecido conjuntivo, sanguineo, urogenital e
musculo-esquelético (15-17). Outros estudos, alguns controversos, ampliam o
comprovado potencial de diferenciacdo mesodermal das MSCs, demonstrando que
essas ceélulas também sdo capazes de se diferenciar em linhagens ndo mesodermais,
como ceélulas neuronais (18,19) e hepatdcitos (20).

Com o avanco das pesquisas foi necessario estabelecer uma padronizacao na
definicdo de MSCs para a comunidade cientifica. Dessa forma, o Comité de células-
tronco mesenquimais e teciduais da Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT)
estabeleceu critérios minimos para defini-las. Estes critérios sdo: 1) aderéncia ao
plastico; 2) capacidade de formacdo de unidades formadoras de col6nias quando
mantidas em condicdes ideais de cultura; 3) diferenciacdo in vitro em linhagens
adipogénica, condrogénica e osteogénica na presenca de indutores especificos; 4)
expressdo dos marcadores CD105 (endoglina, SH2), CD73 (ecto-5" nucleotidase) e
CD90 (Thy-1) e a auséncia de marcadores CD45, CD19, CD19 ou CD79, CD14 ou
CD11b e HLA-DR (21,22).

Em relacdo ao aspecto morfologico, as culturas de MSCs humanas possuem
células fibroblastéides (Figura 4), com grande potencial de expansdo (23). Mas a
capacidade de proliferacdo é variavel, podendo estar relacionada a baixa freqiéncia de
MSCs nos nichos (24), a condicao fisica e a idade do doador, ja que MSCs advindas
de doadores mais velhos apresentam menor taxa de proliferacdo e alteragdes tanto na
morfologia, quanto no potencial de diferenciacao (25,26).

Como as primeiras MSCs foram isoladas do estroma da medula 6ssea
(BMSC) (13,27), esta passou a ser a fonte dessas células mais utilizada para ensaios
clinicos e laboratoriais (28-30). Apesar de as BMSCs serem consideradas padrao ouro
para pesquisas in vitro e in vivo, existem algumas limitagcdes em relacao ao isolamento
dessas células, como por exemplo, o procedimento de obtencdo das células ser
desconfortavel para o doador, risco de infeccédo na coleta de células e a quantidade
de células obtidas ser limitada em comparagao com outras fontes (9,29,31,32). Diante
disso, varios 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 individuos adultos, como por exemplo; polpa dental (33),
tendbes (34), pele (35), tecido adiposo (36), membrana sinovial (37), leite materno
(38); quanto de tecido fetal; como placenta (39), sangue do cordao umbilical (40),
células perivasculares do corddao umbilical (41), Geléia de Wharton (42) e liquido
amniodtico (43). Alguns estudos evidenciaram variacdo quanto ao potencial de
diferenciacao entre as MSCs de diferentes fontes de tecidos (32,33,44,45), mas essas
células demonstraram caracteristicas comuns a todas as MSCs.

Estudos comprovaram que MSCs sao células com propriedades imunolégicas
Gnicas, tanto in vitro quanto in vivo, inibindo a proliferacdo linfocitaria. Diante da
interacao dessas células com interferon-gama (INF-Y), que € uma proteina produzida
por células do sistema imune, ou mesmo em virtude do contato direto dessas células
com tecidos transplantados, as MSCs potencializam a liberacdo de fatores sollveis
que irdo atuar nas células do sistema imunologico, inibindo a producao e proliferacao
de linfécitos T e B, evitando estimulos de aloreatividade e escapando da atividade
citotoxica de células natural killer e linfocitos T. As MSCs séo descritas como positivas
para HLA de classe | e negativas para moléculas co-estimulatérias CD40, CD8O0,
CD86 e HLA de classe Il. Esse perfil imunolégico, com reduzida capacidade
imunogénica faz com que a utilizacdo de MSCs em pesquisas e ensaios clinicos seja
adequada para o0 uso em terapias celulares (46,47). As MSCs cultivadas ex vivo ja
foram administradas em humanos para auxiliarem no transplante de medula 6ssea e
como tratamento para osteogénese imperfeita e para doencas que afetam o
armazenamento de glicogénio, condic¢des clinicas para as quais ndo existem muitas
opcOes terapéuticas disponiveis (48,49).

Dessa forma, devido ao seu potencial de proliferacio em cultura,
multidiferenciacdo, baixa antigenicidade, capacidade de modulacdo da resposta
imune e habilidade inerente de migracdo ao sitio de inflamacéo, o estudo da biologia
de MSCs é de grande interesse cientifico, pois esta associada a um novo conceito

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

1.2.1 Células-tronco mesenguimais pulpares

A formacgéao dos tecidos dentais, precedido pelo desenvolvimento do dente na
vida intra-uterina inicia-se através de estimulos moleculares especificos. Na fase intra-
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uterina, a proliferacdo epitelial ocorre de forma continua e concomitante a
diferenciacdo das células do epitélio interno do érgado do esmalte em ameloblastos
gue secretardo posteriormente o esmalte. Anteriormente ao processo de formacao do
esmalte, as células presentes na periferia da papila dental diferenciam-se em
odontoblastos. Estas mesmas células ectomesenquimais indiferenciadas irdo se
diferenciar em cementoblastos, que depositam a matriz organica do cemento. Esse
evento ocorre de forma concomitante a diferenciacdo das células ectomesenquimais
do saco dentario em fibroblastos, que sintetizam as fibras e a substancia fundamental
do ligamento periodontal (52).

Essas células indiferenciadas presentes na polpa e que sé@o responsaveis pelo
desenvolvimento dos tecidos dentais foram identificadas como as células-tronco
mesenquimais presentes em varios tecidos adultos.

No processo de formacdo do dente, células da papila dental e do epitélio se
interagem e iniciam a morfogénese dental. Esse processo é intermediado pelo
estimulo da subpopulacdo de células mesenquimais para diferenciar em
odontoblastos secretores de dentina (33, 53).

Gronthos et al. (33), baseados em algumas evidéncias cientificas, iniciaram no
final da década de 90 o isolamento de células precursoras estimuladoras de
odontoblastos presentes na polpa e evidenciaram que estas células sdo as mesmas
células ectomesenquimais indiferenciadas, também chamadas de células-tronco de
polpa dental (DPSC). Eles avaliaram a eficiéncia clonogénica, a rapidez da proliferacéo
da populacdo 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 6ssea, como precursoras de odontoblastos. Em contraste, as
células do estroma da medula éssea formaram osso lamelar contendo ostedcitos e
osteoblastos, circundando tecido vascular fibroso com hematopoese ativa e adipdcitos.
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 extraidos e células da medula 0ssea de voluntarios, como controle. As
suspensdes celulares foram obtidas, estimuladas com fatores de crescimento com
posterior avaliagcdo da taxa de crescimento. Este trabalho demonstrou a presenca de

uma populacdo celular clonogénica na polpa dental e as células presentes em cada
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colénia foram caracterizadas por uma morfologia tipica de células fibroblasticas,
analogas as células progenitoras presentes na medula éssea. Foi evidenciado também
que a frequéncia de unidades formadoras de colbnias presentes na polpa dental (22-
70 colbnias/10* placas de células) foi significantemente maior em comparacdo com as
unidades formadoras de col6nias da medula 6ssea (2,4-3,1 colbnias/ 10* placas de
células) e a proliferacdo de células da polpa dental foi significantemente maior que a
proliferacdo de células da medula 6ssea. Houve também a diferenciagéo in vitro das
células em adipdcitos e a diferenciacdo das células-tronco em odontoblastos foi
realizada in vivo apds transplante de células em ratos imunocomprometidos (33).
Gronthos et al (1) promoveram outro estudo para caracterizar a capacidade de
autorrenovacao, diferenciacdo em multi-linhagem de células e eficiéncia clonogénica
de células-tronco de polpa dental humana. Neste estudo foi observada a habilidade
destas células na formacéo das estruturas do complexo dentino-pulpar e capacidade
de autorrenovacdo apos transplante em ratos imunocomprometidos. Foi observada
também a expressao de marcadores especificos para adipdcitos 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 diferenciacdo neurogénico, odontogénico, adipogénico, miogénico e

condrogénico (54).

1.2.2 Células-tronco mesenquimais do liquido amniotico:

As MSCs provenientes do liqguido amnidtico (AF-MSCs), consideradas MSCs
fetais, foram primeiramente isoladas por Tsai et al (43). Os autores isolaram com
sucesso MSCs do liquido amniético no segundo trimestre de gestacdo. A andlise das
AF-MSCs por citometria de fluxo apresentou expressao positiva para os marcadores de
MSCs e uma subpopulacdo de células com expressao positiva para Oct-4, que é um
fator de transcricdo expresso em células-tronco embrionarias indiferenciadas,
apresentando similaridade com essas células. As células também foram capazes de se

diferenciar em adipdcitos, ostedcitos e células neurais.

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

passagens usando diferentes condi¢bes de cultura para otimizar a producao de AF-
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MSCs em larga escala, resultando em uma populagédo celular homogénea, com
propriedades imunossupressivas e grande potencial de proliferacdo. As células nao
apresentaram anormalidades ou potencial de transformacado in vitro na analise do
cariotipo e na andlise in vivo, apos a administracdo de AF-MSCs via intravenosa e
subcutanea em ratos (NOD-SCID) e ndo houve formacéo de tumor apos 3 meses de
observacéo, evidenciando boas perspectivas para aplicagcao em terapias celulares.

Dessa forma, as AF-MSCs expressam marcadores de células-tronco adultas e
embrionarias, caracterizadas como uma fonte de células pluripotentes, de forma similar
as células-tronco embrionarias, possuindo capacidade de diferenciacdo em células das
linhagens osteogénica, adipogénica, condrogénica, miogénica, endotelial, neuronal e
hepética (9). As AF-MSCs sédo uma fonte de MSCs com grande potencial de aplicacao
terapéutica, ja que, diferentemente das células-tronco embriondrias possuem a
vantagem de ndo possuir efeito teratogénico e de ser capazes de expandir por longos
periodos mantendo o comprimento dos telémeros e apresentando um cariétipo

cromossOmico normal (9).

1.2.3 Células-tronco mesenquimais do tecido gorduroso:

Zuk et al (36) isolaram com éxito MSCs provenientes do tecido adiposo
subcutéaneo (ADSCs), obtidas a partir de procedimento cirdrgico de lipoaspiracdo. As
células expressaram os marcadores positivos para MSCs, assim como marcadores
consistentes com o fendétipo neurogénico. Os autores relataram o potencial de

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

Outras evidéncias relacionaram a capacidade de diferenciacdo das ADCSs nao
apenas em linhagem mesodermal como adipécitos, fibroblastos, midcitos, ostedcitos,
condrécitos, mas também em células de origem ndo mesodermal, como neurénios,
células pancreaticas enddcrinas, hepatocitos, células endoteliais e cardiomiocitos (56).
Dessa forma, as ADSCs passaram a ser uma fonte alternativa de células-tronco adultas
autdlogas, com caracteristicas semelhantes as BMSCs, podendo ser isoladas em

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

tecidual.
1.3 MARCADORES IMUNOFENOTIPICOS E CD90

CD90*
(Thy-1%)

i
CD105+
(SH-2/endoglina)

CD73+
(SH3/SH4)

Figura5-MSC e seus principais marcadores imunofenotipicos.
Fonte: Covas e Zago, 2006. Adaptado.

A identificacdo das MSCs ocorre por um conjunto de fatores. Além de sua
propriedade de aderir a superficie plastica e de formar coldnias fibroblasticas e da
capacidade de diferenciacdo nas trés linhagens mesodérmicas (osteoblastos,
condrdcitos e adipdécitos), torna-se necessaria a determinacdo da presenca e auséncia
de certos marcadores de superficie celular por citometria de fluxo (12,57).

A caracterizacdo imunofenotipica de MSCs apresenta-se positiva para o0s
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 expressao dos marcadores CD105, CD73 e CD90
associada a auséncia de expressao dos marcadores hematopoiéticos: CD45, CD19,
CD19 ou CD79, CD14 ou CD11lb e HLA-DR é suficiente para a caracterizacao
imunofenotipica das MSCs (21,22).

Atualmente, ndo ha um marcador Unico para definir as MSCs. No processo de
isolamento de MSCs nos distintos tecidos, evidencia-se que apenas a subpopulagao
de MSCs, diante de outras células que fazem parte dos tecidos, apresenta aderéncia

a superficie plastica e multipotencialidade (58). Esse fato demonstra a necessidade
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de se buscar um marcador ideal e definitivo, mesmo que ndo seja especifico para
essas células, mas que seja correlacionado ao estado stemness (59).

Embora CD90 e STRO-1 sejam dois marcadores de superficie celular
amplamente utilizados para identificar MSCs, ambos néo sao especificos para MSCs
(60-62). STRO-1 é expresso em uma pequena porcentagem de MSCs e alguns
autores discutem a auséncia desse marcador em MSCs de algumas fontes (59,63,64),
além de nédo estar claro na literatura se a expressao de STRO-1 é correlacionada ao
estado indiferenciado de MSCs. Por outro lado, CD90 possui elevada expressdo em
MSCs de diferentes fontes e € um bom marcador para Unidades formadoras de
colonias (CFU-F) enriquecidas (65).

O estudo de Sibov et al (66) evidenciou um importante resultado em relacéo
ao CD90, correlacionando a elevada expressao de CD90 ao estado indiferenciado de
MSCs. Na pesquisa, o decréscimo da expressao do nivel de CD90 foi relacionado a
diferenciacdo em linhagens temporais in vitro.

A literatura relata que CD90, ou Thy-1, € uma glicoproteina localizada na
superficie celular (25-37 kDa GPI), inicialmente detectado em células T de ratos (67),
e posteriormente em membranas de timdcitos (precursores de células T no timo),
linfocitos T, células natural Kkiller, neurbnios, véarias células-tronco adultas
(mesenquimais, hematopoéticas, pancreéticas, hepaticas), mioblastos, fibroblastos,
células de cancer natural, células do carcinoma nasofaringeo e células de melanoma
circulante (68,69). Thy-1 localiza-se no cromossomo 11 g22.3 em humanos
(68,70,71) e seu gene é um membro da superfamilia de imunoglobulinas de genes e
codifica a glicoproteina de superficie de 112 aminoacidos.

Embora CD90 apresenta-se bem conservado entre diferentes espécies, sua
funcao parece variar de acordo com o tipo celular (69). Um exemplo séo as células da
medula éssea com CD90+ que possuem potencial para gerar genes especificos do
figado in vitro e podem se diferenciar em hepatdcitos maduros em figado adulto in
vivo (72).

CD90 possui varias funcdes relacionadas a maquinaria celular de diversas
células adultas. Por exemplo, tem sido reportado na ativagdo de células T quando
expresso nessa linhagem celular (73), desenvolvimento imunolégico (74) e também

foi capaz de provocar apoptose em timécitos (75-77).
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Quando expresso em células ovarianas cancerosas e células do carcinoma
nasofaringeo, CD90 associado a outros fatores, regulou a tumorigenicidade, sendo
considerado um gene de supressao de tumor ovariano em humanos (78) e um gene
de supresséo de tumor em carcinoma nasofaringeo (79).

CD90 presente em células endoteliais interage com avp3 (CD51/CD61)
expresso em células do melanoma e axpB2 e aMB2 em leucdcitos. Essas interagdes
promovem a migracdo de leucdcitos e células do melanoma na camada celular
endotelial, sugerindo que a sinalizacdo de CD90 € um importante mecanismo para
mediacdo do endotélio ativado e pode ser associado com progressado de tumor e
metdstase do melanoma, além da funcdo relacionada ao recrutamento e
extravasamento de leucécitos (80,81).

Outra funcdo de CD90 é relacionado a proliferacdo e migracao de fibroblasto
(82), mediando sinais moleculares e efeitos em mudltiplas cascatas de sinalizagédo
(68,81,83), além de regular a adesdo focal de fibroblastos, organizacdo do
citoesqueleto e migracdo pela modulacéo da atividade de p190 RhoAP e Rho GTpase
(84). Estudos experimentais in vivo demonstraram que em modelos de ratos, a
ativacdo da expressao de CD90 pbde ser observada em inflamacéo, cicatrizacao de
feridas e desenvolvimento de tumor, comprovando os resultados dos estudos prévios
in vitro (85).

Quando esse marcador estd presente em mondécitos e leucdcitos
polimorfonucleares tem a funcdo de mediar a ligacdo para fibroblastos e células
endoteliais microvasculares com CD90+ (80,81), bem como regular o extravasamento
de leucécitos (granulécitos e monécitos) do sangue aos tecidos periféricos e 0
condicionamento do microambiente inflamatorio (86). A interacdo entre CD90 humano
expresso em células endoteliais ativadas e o correspondente ligante (Mac-1) em
mondcitos e células polimorfonucleares tem sido associada com adeséo de leucécitos
AP endotélio ativado (87).

Outra fungéo importante de CD90 esta relacionada a modulacéo do fenétipo
de fibroblasto, relevante na cicatrizacdo de feridas e fibrose. De acordo com Zhou et
al (88), a expresséao diferencial de CD90 ligada a glycophosphatidylinositol afetou a
proliferacéo e diferenciacdo de miofibroblastos, que € uma fonte priméaria de matriz
extracelular no desenvolvimento de fibrose pulmonar. Hagood et al (89) confirmaram

gue a injuria fibrogénica promoveu a perda da expressao de CD90 em fibroblastos do
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pulmdo, o que resultou em aumento da fibrogénese. Leis et al (90), também
observaram que a expressdo de CD90 em fibroblastos humanos decresceu
significativamente durante infeccdo com citomegalovirus (HCMV), sugerindo que essa
infeccdo 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 citomegalovirus. Além disso, CD90 pode ter
um papel central na mediac¢éo da infectividade de HCMV, acoplando integrina/paxilina,
sinalizando o extravasamento de leucdécitos e ligando o processo de entrada do virus
a modulagéo dos sinais da célula do hospedeiro, que leva a replicagéo viral (91).

Estudos recentes demonstraram a relagdo de CD90 na oncogénese como
candidato a marcador de células-tronco tumorais (CSCs) e fibroblastos associados ao
carcinoma. O aumento da expressdo de CD90 foi observado em CSC de céancer de
figado (92-94), cancer géstrico (95), cancer de colo (96), fibroblastos associados ao
cancer de préstata (97,98), glioma (99), adenocarcinoma pancreatico (100).

CD90 também foi apontado como um possivel regulador em metastase de
cancer via vasos linfaticos, ja que foi evidenciada a expresséo dessa glicoproteina em
vasos linfaticos associado a tumor. Além disso, a adesédo de varios tipos celulares do
tumor as monocamadas de células endoteliais linfaticas foi reduzida quando CD90 foi
blogueado (101). CD90 também foi enfatizado como uma oportuna ferramenta
terapéutica contra células-B do linfoma. Foi evidenciada a expressdo de CD90 nas
células B do linfoma e o potencial tratamento com anticorpos contra essa malignidade,
ja que o anticorpo anti-Thy-1 inibiu a proliferacdo dessas células com mais eficicia e
especificidade, quando comparado com a terapia de uso corrente através da Ab
rituximab (102).

Ja4 os neurbnios que ndo expressavam CD90 em sitios especificos da
membrana, tiveram inibicdo do crescimento de neuritos em astrocitos maduros, mas
nao em células de Schwan ou células embribnicas da glia. Esse dado sugeriu que
CD90 estabilizaria sinapses neuronais além de bloquear o reparo neuronal apos
injurias, em regides do cérebro ricas em astrdcitos (103). Essa glicoproteina possui
também uma importante funcdo na regulacdo de neurotransmissores nas sinapses
(104), além de interagir com a integrina B3 promovendo adesao focal de astrocitos

(105). O bloqueio de CD90 em ratos evidenciou a importancia dessa proteina em
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fungbes neurologicas e imunoldgicas e na remodelacdo de tecidos em resposta a
injuria (103,106).

Em relacédo a funcdo de CD90 em MSCs, que foi o objetivo deste trabalho,
Campioni et al (107) mostraram que o estimulo angiogénico em MSCs da medula
o0ssea (BMSC) gerou a perda de expressdo de CD90 in vitro. E ao estudarem o
decréscimo da positividade de CD90 em MSC em relagdo & imunossupressao,
Campioni et al (108) evidenciaram que a expressao de CD90 reduzida em MSCs foi
associada a perda da atividade imunossupressiva das MSCs. Os autores
consideraram CD90 um novo marcador preditivo para a habilidade inibitéria de BMSC,
podendo auxiliar a molécula HLA-G em regular propriedades estimulatorias versus
supressivas das BMSCs.

Mesmo havendo um aumento no niumero de estudos sugerindo a participacao
de CD90 na proliferacéo e diferenciacdo de MSCs (109), a fungao desse marcador na
biologia de MSCs ainda é desconhecida, mas sugere-se que esteja envolvido em
adesao, proliferacdo e migracao e sua descoberta poderia facilitar a manipulacao das

células in vitro para terapias celulares.

1.4 INATIVACAO GENICA E LENTIVIRUS

As técnicas de inativacao genética tiveram inicio a partir da década de setenta
com a difusdo da tecnologia do DNA recombinante. Essa técnica utilizava vetores de
clonagem (plasmidios e genomas virais) que permitiram, desde entdo, o corte do DNA
para insercdo de genes exdgenos. 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 poés-transcricional, quanto a sintese e secre¢do proteicas devem
corroborar para a expressao eficiente de genes exogenos. Dessa forma, o uso dos
vetores virais, dentre varias metodologias utilizadas, é uma das técnicas de
transferéncia génica mais eficaz quanto a expresséo génica e utiliza em sua maioria
retrovirus, adenovirus e virus adeno-associados (111-114).

Apos o processo de integracdo do DNA do vetor no genoma celular, o nivel e
o tempo de expressao do gene de interesse dependeréo do promotor utilizado no vetor
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e a integragdo do DNA exd6geno no genoma celular acontece de forma randémica, o
que altera a variabilidade clonal em relac&o ao nivel e estabilidade de expresséo (112).
Isso evidencia a necessidade da escolha precisa do vetor, e deve-se observar a
geracao e o envelope do vetor, bem como o tipo de promotor utilizado (113).

A maioria dos estudos de transferéncia génica em ensaios de terapia génica
pré-clinicos e clinicos utilizam vetores oncoretrovirais baseados no virus da leucemia
murina de Moloney (MoMLV) para estabilidade de transferéncia génica para células-
tronco hematopoiéticas. A desvantagem do uso desses vetores encontra-se na
necessidade de marcar a divisdo celular para a transducdo. Ja o uso de vetores
lentivirais baseados no virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é um método eficiente
para modificar geneticamente células-tronco humanas, promovendo estabilidade
transducional para células em divisdo e em nao divisdo (115). A transducdo com o
uso de vetores lentivirais apresentou excelentes resultados em MSCs, ao ser
comparado com outros métodos, como o uso de adenovirus, transfeccéo por lipidios
e eletroporacéo (113,114,116).

Outra vantagem € que os vetores lentivirais sdo integrados no genoma das
células hospedeiras, apresentando resisténcia a supressao epigenética da
transcricdo, com uma expressdo por longo tempo dos transgenes. A atividade
promotora interna estabelecida é mantida e a atividade promotora do lentivirus é
bloqueada (117)

Uma forma de modificacdo genética das células pode ser a inativacdo de
genes, com knock-out do gene- alvo, mas demanda tempo maior para a técnica e
possui custo elevado.

Outra ferramenta utilizada para a manipulacdo de genes de células de
mamiferos € a tecnologia de RNA interferéncia (RNAI), um mecanismo de genética
reversa poés-transcricional, que promove a perda da funcdo do gene especifico e
impede a traducao dos transcritos do RNA mensageiro (RNAmM) em proteinas (118)

O mecanismo de RNAI surgiu posteriormente aos avanc¢os da tecnologia do
DNA recombinante e permitiu analisar a fungdo da proteina bloqueada em células,
tecidos e organismos inteiros. As duas técnicas podem ser associadas, na medida em
gue o gene que contém o RNA interferente pode ser inserido no genoma da célula-
alvo, pelo mecanismo de DNA recombinante. Vetores retrovirais sdo eficientes e

podem expressar ShRNAs estaveis em células primarias e transformadas.
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Na RNAI, pequenas moléculas de RNA dupla-fita, conhecidas como short
interfering RNAs (SiRNA) sdo intermediarias nesse processo, reconhecendo seu
homologo RNAmM, o que provoca sua degradacdo. No citoplasma celular, o RNA
dupla-fita é clivado por uma endoribonuclease (dicer) em fragmentos de nucleotideos
que se associam as proteinas celulares (119).

Entretanto, o silenciamento génico por siRNA em células de mamiferos ocorre
em breves periodos de tempo, dependendo da concentracdo de siRNA, da meia vida
do alvo e da proliferacdo das células (120). Existe um grande desafio na entrega das
moléculas de siRNA aos tecidos e 6rgdos de interesse, porque o SiRNA pode ser
facilmente eliminado no organismo pelas RNAses apds injecdo intravenosa quando
nao for associado a outras moléculas e também pode estimular a resposta imune por
receptores especificos (TLRs) (121).

J& a transduc¢do das células alvo com vetores virais que carreiam cassetes
para a expressao de determinados shRNA possuem a grande vantagem em relagao
ao siRNA devido a dificuldade de serem degradados pelas RNAses e maior facilidade
para produzir silenciamento eficiente e estavel da expressdo génica. Os promotores
mais utilizados para expressar shRNAs sé&o os da polimerase Ill, shRNA (small nuclear
RNA) H1 e U6. Esses promotores apresentam vantagens em gerar elevados niveis
de transcritos de RNA nao codificantes e possuirem alta atividade em todos os tipos
de células (120).

Para o sucesso da técnica de RNAI, devera ser feita a selecdo de clones
celulares estaveis, ou seja, aqueles aos quais 0s genes de interesse foram integrados
ao genoma a partir de uma populacéo celular transduzida (Figura 6). Essa selecao €
feita pela incorporagdo de um gene que confere a essas células resisténcia a
determinada substancia, geralmente antibiéticos especificos. Desse modo, as células
gue ndo incorporaram 0s genes de interesse sao, portanto, eliminadas quando
expostas a essa substancia por um tempo regular, sobrevivendo apenas aquelas

linhagens modificadas geneticamente.
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Figura 6 — Transducéo celular e mecanismo de RNA interferéncia.
Fonte: Menck, 2007. Adaptado.

1.5 JUSTIFICATIVA

Estudos sobre a biologia das MSCs séo recentes e as evidéncias sobre a sua
maquinaria celular, bem como a real funcdo da glicoproteina CD90 podera ampliar o
potencial uso terapéutico dessas células e ajudard a elucidar se CD90 afeta os
mecanismos de diferenciacdo e proliferacdo de MSCs humanas. Dessa forma, as
MSCs poderao ser manipuladas com mais seguranca, buscando eficacia nos ensaios
clinicos de terapias teciduais.

O presente estudo buscou evidenciar a funcdo de CD90 na biologia de MSCs
humanas, investigando a relacdo de CD90 na proliferacao, morfologia e diferenciacéo
de MSCs provenientes da polpa dental (DPSC), tecido adiposo (ADSC) e liquido
amnio6tico (AF-MSC).

1.6 HIPOTESE
CD90 esta relacionado ao estado indiferenciado de MSCs e nao altera a

morfologia, proliferacdo e diferenciacdo de MSCs, além de inibir a proliferacdo de

linf6citos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a funcdo de CD90 em MSCs humanas, através do uso da tecnologia
de genética reversa (RNA interferéncia), com a finalidade de desvendar a funcao

desta glicoproteina quanto na biologia de MSCs.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obter MSCs deficientes na expresséo de CD90;

1.1. Determinar o efeito da inibicAo da expressdo de CD90 na
proliferacdo e morfologia das MSCs.

1.2. Determinar o efeito da inibicAo da expressdao de CD90 na
diferenciacdo de MSCs.

1.3. Determinar se ha inibicdo da proliferacdo de linfocitos na presenca

de MSCs com expressao de CD90 reduzida.
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Delineamento experimental

Fontes teciduais utilizadas

LiQuiDO TECIDO
POLPA DENTAL AMNIOTICO GORDUROSO

1-lsclamento e expansao das células A |
i ¥
2-Transdugdo e obtengédo de & & & | A )
clones estaveis de shRNA CD90 & o s & o s L& s Lww”
shRNA shRNA MSC nao GFP
CD90 Controle transduzida

3-Purificagdo dos clones celulares

shRNA CD90 e obtengdo de uma A
fragdo negativa para CD90 (CD90- £ -
negativo MSCs).

4-Caracterizagio das células ndo
transduzidas (MSCs), transduzidas
(shRNA Controle MSC, shRNA CDS0
MSC) e da fragéo negativa (CD90-
negativo MSC):

-Citometria de fluxo

-PCR

-Morfologia

-Diferenciagédo osteogénica e
Adipogénica.

Figura 7 - Delineamento experimental do isolamento, purificacdo e caracterizacdo 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 aprovacdo do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias da Saude
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da Universidade de Brasilia (Brasil; CAAE 0020.0.012.000-08 e CAAE
13962813.5.0000.0030). J& as MSCs do tecido gorduroso e do liquido amniotico foram
doadas e obtidas sob a aprovacéo do Comité de Etica da Universidade de S&o 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), antibidtico-antimicotico (100 pug/ml de penicilina e
estreptomicina e 25ug/ml de anfotericina B- Gibco) e L-glutamina (10ul/ml-Gibco) e
mantidas em estufa a 5%C02, a 37°C.

O meio foi modificado a cada 48/72h e ao atingir a confluéncia 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 75cm?
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 ndo transduzidas.
O segundo frasco manteve as MSCs que foram transduzidas com vetores lentivirais
gue carreavam sequéncias aleatorias de shRNA Controle; o terceiro frasco manteve
MSCs que foram transduzidas com vetores lentivirais que carreavam shRNA contra
CD90. O ultimo frasco continha MSCs que foram transduzidas com vetores lentivirais
que carreavam a proteina verde fluorescente GFP, para evidenciar a eficiéncia da
transducéo das MSCs.

3.2 TRANSDUCAO LENTIVIRAL PARA REDUCAO DA EXPRESSAO DE CD90

Para a transducdo lentiviral, MSCs foram cultivadas em frascos de 75 cm? em
meio completo a 37°C e 5% CO,. Quando as células atingiram 60% de confluéncia
em passagem 3, foi realizada a transducdo em presenca de 8ug/ml de Polibreno
(Sigma-Aldrich) de acordo com as instrucbes do fabricante (Santa Cruz
Biotechnology). Particulas lentivirais expressando shRNA CD90 ou expressando
sequéncias aleatorias de shRNA Controle foram adicionadas em frascos de cultura
distintos com a multiplicidade de infeccdo de 10. Em um terceiro frasco de cultura,
particulas lentivirais com GFP foram adicionadas para verificar a eficiéncia da
transducéo. O ultimo frasco de cultura foi para as células ndo transduzidas, que foram
o controle do experimento. Todos os lentivirus foram obtidos pelo laboratério Santa
Cruz Biotecnology (Santa Cruz Biotechnology, INC). O meio foi trocado apés 24h e
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apos o terceiro dia da transducgédo, clones estaveis de MSCs expressando shRNA
CD90 e shRNA Controle foram selecionados usando 5ug/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. SEPARACAO MAGNETICA DE MSC PARA SELECAO NEGATIVA DE CD90

Considerando a importancia para esse estudo da obtencdo de uma populacéo
de MSCs com expressdao de CD90 mais negativa que as células obtidas apés a
transducéo, utilizou-se o método de purificacdo celular magnética, realizada de acordo
com as instruc¢des do fabricante (MiltenyiBiotec). Dessa forma, para isolar a populacéo
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 concentracédo de 107 células foi ressuspensa em
80ul de solucéo tampéo (PBS contendo 0,5% de BSA), incubada com 20ul de volume
de micro-esferas magnéticas acopladas a anti-CD90 (Miltenyi Biotec, Alemanha) por
15 minutos a 4°C e posteriormente lavadas. As células foram novamente
ressuspensas em 0,5ml de solucdo tampdo e passadas na coluna magnética. As
células com expresséao positiva para CD90 foram capturadas pela coluna magnética,
sendo posteriormente desprezadas. Ja a fracdo obtida de MSCs negativa para CD90
(CD90-negativo MSCs) foi coletada e cultivada em frasco de cultura de 75cm?.

O nivel de expressdo de CD90 nas células CD90-negativeo MSCs apdés
purificacdo foi testado pela citometria de fluxo (FACSVERSE-BD Biosciences, San
Jose, CA) e realizado posteriormente a analise pelo software FlowJo (TreeStar,
Ashland, OR, USA).

3.4.CARACTERIZACAO IMUNOFENOTIPICA DAS MSCS POR CITOMETRIA DE
FLUXO

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

gorduroso e do liquido amniético. Células na terceira passagem foram descoladas do
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fundo do frasco utilizando-se solugéo de tripsina-EDTA e plaqueadas em placas de 6
pocos numa densidade de 6 x10* células/ml. Ao atingirem a confluéncia 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 solugcao tampao de bloqueio (PBS, 2% FBS) a 4°C, contendo
anticorpos monoclonais contra moléculas de superficie e seus respectivos is6tipos
controles, em auséncia 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, 1gG1-PE, IgG1 PerCP-Cy5.5,
IgG1-APC (Biosciences, San Jose, CA) e IgG2A-FITC (AbDSerotec, UK) foram
usados como is6tipos controles.

Foram adquiridos 10.000 eventos, utilizando o citdbmetro 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 ANALISE DA MORFOLOGIA DE MSC

MSCs nao transduzidas e transduzidas em passagem 3 foram plaqueadas em
triplicata, em placas de cultura de 24 pogos (5x 10 cells/well). Apés a concentracédo
celular atingir a confluéncia de 70%, o meio foi removido e as células foram fixadas
em solucao de paraformaldeido a 4% por 15 min a temperatura ambiente. As células
foram lavadas em PBS, coradas com o Kit Instant Prov (NewProv, Brasil) de acordo
com as recomendacdes do fabricante e lavadas por 5 vezes com PBS para remover
0 excesso do corante. Apds serem lavadas, 0,5ml de solucdo tampéo (PBS) foi
deixado nos pocos e as células foram analisadas e fotografadas ao microscopio

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

3.6 AVALIACAO DA PROLIFERACAO DE MSC APOS REDUCAO DA EXPRESSAOQ
DE CD90
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Com a finalidade de comparar o potencial proliferativo das células com
expressao reduzida de CD90 (CD90-negativo MSC e shRNA CD90 MSC) e células
com expressdo regular desse marcador (MSC, shRNA Controle MSC), foram
plaqueadas 1x 10° células na terceira passagem de cada condicdo em frascos de
cultura de 75cm? em meio completo e mantidas em estufa a 5%C02, a 37°C.

A cada 48 horas, frascos em triplicata de células ndo transduzidas e
transduzidas foram tripsinizadas e contadas no mesmo horario com um contador

automatico (2.0 Scepter Millipore) por 11 dias.

3.7 ANALISE DA INIBICAO DA PROLIFERACAO DE LINFOCITOS

Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram isoladas e
separadas usando o0 meétodo 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
automético (2.0 Scepter Millipore) e ressuspensas em solucdo tampdo a uma
concentracdo final de 10* cells/ml. As PBMCs foram marcadas com o éster
fluorescente CFSE (CellTrace CFSE dye, Life Technologies), previamente ajustado a
uma concentragao final de 5 yM. As células foram incubadas por 10 minutos a 37°C,
em seguida a reacao foi interrompida pela adicdo de RPMI gelado contendo 10% de
SBF e novamente as PBMCs foram incubadas por 5 minutos em auséncia de luz. As
células foram lavadas por trés vezes com 20ml de RPMI a 10% de SBF e
ressuspensas em 1ml de RPMI. Em uma sucessédo imediata, 2x10* PBMCs foram
cultivados com ou sem 5x10* MSCs previamente adicionadas aos pocos da placa de
24, em um volume total de 1 ml por poco de meio RPMI, suplementado com 10% de
SBF, antibiotico-antimicético e L-glutamina, onde o co-cultivo foi mantido por 5 dias.
Para avaliar a taxa de proliferacdo de linfocitos na presenca de MSCs, a suspensao
celular foi ativada com estimulo de fitohemaglutinina (lectina da espécie Phaseolus
vulgaris) (Sigma-Aldrich), a uma concentragéo final de 1ug/ml, a 37°C, com 5% CO:
por 5 dias para subsequente andlise 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 DIFERENCIACAO

Para avaliar o potencial de diferenciacdo de MSCs, as células foram
submetidas a diferenciacdo osteogénica e adipogénica in vitro, de acordo com
protocolos previamente estabelecidos (12).

MSCs transduzidas e nao transduzidas em passagem 3 foram plaqueadas em
placas de 24 pocos, com densidade de 5x10*células por poco. Quando a confluéncia
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 Diferenciacao Osteogénica

MSCs foram plaqueadas em triplicata em placas de 24 pocos, em densidade
de 5x10* cells/cm?. Apds atingida a confluéncia celular, as MSCs foram tratadas com
meio de cultura completo (DMEM-LG-Sigma-Aldrich, suplementado com 10% de SFB-
Gibco, antibittico-antimicotico:100 pg/ml de penicilina e estreptomicina e 25ug/ml de
anfotericina B-Gibco e L-glutamina:10ul/ml-Gibco) contendo os indutores
osteogénicos: 100Nm dexametasona (Sigma-Aldrich), 10mM 2-B-glicerol-fosfato
(Sigma-Aldrich) e 50uM de acido ascorbico (Sigma-Aldrich). A diferenciacdo
osteogénica foi avaliada pela atividade de fosfatase alcalina, determinacdo da
concentracdo de calcio e pelo método colorimétrico de vermelho de Alizarina.

A formacdo de matriz mineralizada apos a diferenciacdo osteogénica foi
detectada como previamente descrito (12). Amostras foram fixadas com
paraformaldeido a 4% por 15 minutos, lavadas com PBS e coradas por 20 minutos
40mM de solucdo de vermelho de Alizarina (Sigma-Aldrich), pH 4.2, a temperatura
ambiente. Células foram lavadas 5 vezes com agua destilada e posteriormente com
PBS para reduzir a coloracédo inespecifica. Os resultados das amostras foram
analisados e fotografados através do microscopio invertido Axiovert (Zeiss,
Alemanha). Para determinar a concentragdo de vermelho de Alizarina, as amostras
foram descoloradas com 0,5ml de cloreto de cetilpiridinio 10% em solucédo de fosfato
de sodio 10 Mm, pH 7.0, por 15 min a temperatura ambiente. A concentracdo do
corante que evidenciou a presenca de matriz osteogénica foi determinada pela
mensuracdo da absorbancia a 562nm, usando espectrofotbmetro (SpectraMax M2,
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Molecular Devices, USA), comparando os resultados com concentracdes 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 a temperatura ambiente,
sob agitacdo. As células foram transferidas para ependorfs de 1,5 ml,
homogeneizadas em vértex por 20 segundos, centrifugadas por 15 minutos a 4°C e
2500 RPM e mantidas em gelo por 20 minutos. Aliquotas do lisado celular foram
incubadas com substrato de p-Nitrofenol fosfato (p-NF) a 37°C por 30 minutos. A
reagao foi parada pela adi¢cdo de 5 pyl 1IN NaOH e a absorbancia foi mensurada a 405
nm usando o espectrofotometro (SpectraMax M2, Molecular Devices, USA) (124,125).
Uma curva padréao de p-NF foi estabelecida para determinar a atividade enzimatica.
As amostras foram normalizadas e a quantificacdo de proteinas foi determinada pelo
método de Lowry (126).

Também foi feita a analise quantitativa do nivel de calcio nas amostras
celulares para evidenciar a diferenciacdo das células tratadas e néo tratadas com os
indutores osteogénicos. A concentracdo de calcio foi determinada pelo método
colorimétrico ortho-cresolftaleinacomplexona (0-CPC) (127). As células foram
tripsinizadas, ressuspensas em PBS e expostas a presenca do reagente de calcio
contendo: 0,69 mol/l tampéo de etanolamina; 0,2% azida sodio; 0,338 mmol/l 0-
cresolftaleina complexona; e 78 mmol/l 8-hidroxinquinolina-13. Os resultados da
reacao celular foram adquiridos pelo espectrofotdmetro (Advia 2400, Siemens)
(Laborat6rio Sabin-DF).

3.8.2 Diferenciacao adipogénica

Para a inducdo adipogénica, as ceélulas foram plaqueadas em placa de 24
pocos a densidade de 5x10* cells/cm?. Ao atingir a confluéncia 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, antibiético-antimicético:100 pg/ml de penicilina e estreptomicina
e 25ug/ml de anfotericina B-Gibco e L-glutamina:10ul/ml-Gibco), contendo indutores
adipogénicos: 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
pocos de cada placa foi mantida como controle negativo e recebeu apenas meio de
cultivo celular sem indutores. ApGs o periodo de inducao, as células foram fixadas
com solucéo de paraformaldeido 4% (Vetec) durante 15 minutos, lavadas 2 vezes com
agua destilada, coradas com solucéo de 6leo vermelho O (Sigma-Aldrich) em etanol
a 0,5% (massa/volume) durante 30 minutos e lavadas para remog¢éao do corante. A
formacao adipogénica foi monitorada pela marcacgéo citoquimica do 6éleo vermelho O
(Sigma), evidenciando o acumulo intracelular de lipideos, visualizados pelo
microscopio invertido Axiovert (Zeiss, Alemanha) com objetiva de 20x e sistema de

captura digital.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada usando o programa GraphPad. Para
comparar a producdo de matriz osteogénica e adipogénica nas diferentes amostras
de células (DPSC, AF-MSC e ADSC), os dados quantitativos foram submetidos a
andlise estatistica de variancia (ANOVA). Para a andlise da quantificacdo do corante
vermelho de Alizarina e quantificacdo de célcio foi utilizado o pds-teste de multipla
comparacao de Sldak’s, com Unica variancia agrupada e com p<0.05 considerado
estatisticamente significativo. Ja para a analise da quantificacdo de fosfatase alcalina,
quantificacdo do 6leo vermelho O e a quantificacdo da intensidade de fluorescéncia
advinda da citometria de fluxo, o pos-teste utilizado foi o teste de multipla comparacao
de Tukey’s, com Unica variancia agrupada e com p<0.05 considerado estatisticamente

significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DA EFICIENCIA DA TRANSDUCAO E REDUCAO DA EXPRESSAO
DE CD90 EM MSC

Os vetores lentivirais foram capazes de transduzir as MSCs com eficiéncia, j&a
que a proteina GFP foi incorporada no material genético da MSC (Figura 8). A
transducédo foi realizada para reduzir a expressdo de CD90 por meio de vetores
lentivirais especificos que expressavam trés construtos de shRNA CD90. Apés a
transducdo, linhagens celulares estaveis de MSCs expressando shRNA CD90 e
shRNA Controle foram obtidas apds sele¢cdo com antibiético Puromicina.

Para confirmar a reducdo da expressdo de CD90, MSCs néo 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 néao transduzidas e shRNA Controle MSCs apresentaram o
mesmo nivel de expressdo de CD90 (98%), enquanto shRNA CD90 MSCs
apresentaram significativa reducéo da expressédo de CD90 (23%) (Figura 9 e 10). A
PCR confirmou que shRNA CD90 MSCs tiveram efetivamente a reducéo dos niveis

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

niveis reduzidos da expressdo de CD90 foram similares para as DPSCs, AF-MSCs e
ADSCs.
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Figura 8 - Eficiéncia de transducao de MSCs por particulas lentivirais. Expressédo de GFP por MSCs
10 dias apés a transducdo. Microscopia de fluorescéncia aumento de 200X. * (3 experimentos
independentes) n=3.
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Figura 9 - Analise da expressdo de CD90 em MSC e shRNA CD90 MSC por citometria de
fluxo. Acentuado decréscimo da expressédo de CD90 observado em shRNA CD90 MSC (linha
mais espessa), enquanto MSCs ndo transduzidas (linha mais fina) expressam elevados niveis de
CD90. O histograma cinza representa o is6tipo controle. Histograma representativo de DPSCs.
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Figura 10 - Andlise da intensidade de fluorescéncia de CD90 em MSC e shRNA CD90. (****)
Houve diferenca estatistica significativa no decréscimo da intensidade de fluorescéncia de CD90 (MFI)
em shRNA CD90 quando comparada com MSCs néo transduzidas (MFI=MFI do marcador — MFI do
is6tipo). Gréafico de barras representa média de intensidade de fluorescéncia de CD90-FITC nas
linhagens celulares utilizadas nesse trabalho. n=7. ****p<0.001. Gréfico representativo de média de
fluorescéncia de DPSC, AF-MSC, ADSC.
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Figura 11 - Nivel de expressao relativa de mRNA em MSC, shRNA Controle MSC e shRNA CD90
MSC. Linhagens celulares de shRNA CD90 apresentou de forma consistente baixa expressao de
CD90. (*) Houve diferenca estatistica significativa entre as médias dos grupos MSC e shRNA Controle
MSC em comparagéo as do grupo shRNA CD90 MSC. Os experimentos foram realizados em triplicata.
* p<0.05.

4.2 SELECAO NEGATIVA PARA CD90 NAS SHRNA CD90 MSCS

Apbs a transducdo celular foi observado que a expressédo de CD90 reduziu
significativamente, mas nao totalmente. Dessa forma, as amostras de células shRNA
CD90 MSCs foram submetidas a separacdo magnética, coletando em seguida a
fragdo mais negativa para CD90 (CD90-negativo MSCs). As amostras de CD90-
negativo MSCs foram caracterizadas pela citometria de fluxo para evidenciar o
sucesso da purificacdo, confirmando que CD90-negativo MSCs passaram a expressar
niveis extremamente baixos de CD90 quando comparados com shRNA CD90 MSCs
(Figura 12 e 13).
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Figura 12 - Selec&o negativa de shRNA CD90 MSCs. Populagdo de MSCs com expressao
negativa para CD90 (CD90-negativo MSCs), evidenciando um nivel reduzido de expressao de
CD90.
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Figura 13 - Analise da intensidade de fluorescéncia (MFI) do marcador CD90 (MFI=MFI do
marcador-MFI do isétipo) nas células. (****) Houve diferenca estatistica significativa na média de
intensidade de fluorescéncia 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: )
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4.3 ENSAIO DE MORFOLOGIA E PROLIFERACAO

Na analise de morfologia celular, observamos que nédo existem diferencas
entre a ShRNA Controle MSCs, shRNA CD90 MSCs e MSCs néao transduzidas (Figura
14). As células shRNA CD90 MSCs apresentaram caracteristicas de morfologia
semelhante a fibroblasto, sem alterar suas caracteristicas apds a transdugédo. NOs
também observamos que shRNA CD90 MSCs mantiveram sua capacidade de formar
colénias acima de 10 passagens, sugerindo que CD90 nao é envolvido na
manutencao da morfologia e capacidade de formacéo de colénias das MSCs.

Para evidenciar se CD90 exercia alguma funcéo na taxa de proliferacéo de
MSCs, uma curva de crescimento para MSCs nao transduzidas, ShRNA Controle e
shRNA CD90 foi realizada, com as células na passagem 5. A analise da area sob a
curva de proliferacdo ndo evidenciou diferenca significativa entre a taxa de
proliferacdo das células (Figura 15). A viabilidade celular (preservacdo de
estruturas/propriedades celulares) foi avaliada pelo ensaio de Azul de Tripan, sem

apresentar diferencas entre as células transduzidas e nao transduzidas.
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Figura 14 DPSCs coradas com corante pandptico. 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 fibroblastéide similar. (100X) (n=7).
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Figura 15 - Proliferacdo de DPSCs. Curva de proliferagdo de MSCs néo-transduzidas, shRNA
Control MSCs e shRNA CD90 MSCs, apresentando similaridade na proliferagédo, sem diferencas
estatisticas. O ensaio foi realizado em triplicata, com dois experimentos independentes. Barra de
escala -100pm (p=0.05).



4.3 ANALISE DE PROLIFERACAO DE LINFOCITOS

NOs investigamos se a expressdo de CD90 em MSCs pode afetar o efeito
inibitorio de MSCs em linfocitos estimulados nas células MSCs, shRNA Controle MSC,
ShRNA CD90 MSC e CD90-negativo MSC (Figura 16). Os resultados mostraram que
os linfécitos marcados com CFSE (marcador citoplasmético) apresentaram uma
“diluicao” desse marcador e consequente reducao da intensidade de fluorescéncia
(linha preta espessa). J4 os linfécitos marcados e nédo ativados (linha cinza)
representam o controle negativo. Os grupos experimentais referem-se aos linfécitos
ativados, co-cultivados com células nao-tranduzidas (MSC), shRNA Controle MSC,
shRNA CD90 MSC e CD90-negativo MSC. Os linfécitos ndo marcados com CFSE
foram utilizados para controle do experimento (histograma cinza). As células CD90-
negativo MSC e shRNA CD90 MSC suprimiram a proliferacdo de linfécitos T, da
mesma forma que as células shRNA Controle MSC e MSC nao transduzida (Figura
16 e 17), indicando que a reducéo da expressao de CD90 néo afetou a caracteristica
imunossupressiva de MSCs na proliferacdo de linfocitos. As analises também
evidenciaram que a ablacdo de CD90 em MSCs ndo afetou a porcentagem de
célulasT CD8+ (Figura 18).
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Figura 16 - Ensaio de proliferagao 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 analise 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.
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Figura 17 Namero de PBMCs ativados com CFSE. Histograma evidenciando a similaridade de
proliferacdo de PBMCs ativadas e coradas com CFSE cocultivadas ou ndo com MSCs, shRNA
Controle, shRNA CD90 e CD90-negativo MSCs. Nao h& diferenca estatistica entre as médias das
amostras analisadas p = 0.05.
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Figura 18 - Porcentagem de proliferacédo de células T expressando CD8. Gréfico represenativo de
porcentagem de proliferagéo de célulasT CD8+, marcadas com CFSE cocultivadas ou ndo com MSCs,
shRNA Controle, shRNA CD90 e CD90-negativo MSCs. Nao hé diferenca estatistica entre as médias
p = 0.05.
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4.4 CARACTERIZACAO IMUNOFENOTIPICA POR CITOMETRIA DE FLUXO

As células nédo transduzidas (MSCs), as shRNA Controle MSCs e as shRNA
CD90 MSCs foram analisadas quanto a expressao de marcadores imunofenotipicos
para MSCs (Figura 19). Como esperado, tanto as MSCs, quanto as shRNA Controle
MSCs e shRNA CD90 MSCs foram negativas para a expressao dos seguintes
marcadores: CD14, CD31, CD34, CD45, CD106 e HLA-DR; e positivas para a
expressao de CD29, CD73 e CD105. Ao observar a expressdo de CD44 e CD166, o
resultado evidenciou de forma inesperada a reducdo da expressdo desses
marcadores, sugerindo que a reducao da expressao de CD90 levou a reducao da
expressao de CD44 e CD166 (Figura 20, 21 e 22) em MSCs do tecido pulpar, do tecido
gorduroso e do liguido amnidtico. Foi realizada também a andlise da média de
intensidade de fluorescéncia de amostras de DPSC, AF-MSC e ADSC dos
marcadores expressos e nao 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 trés fontes predominantemente expressavam CD90, CD44, CD166, CD105,
CD73 e CD29 e quase néo expressavam CD14, CD45, CD31, CD106, HLA-DR e CD34. Histograma
representativo de DPSC. As shRNA CD90 MSCs das trés fontes apresentaram reducdo da expressao
de CD90, CD44 e CD166.
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MSC (%) shRNA Control shRNA CD90 CD90-Negative
MSC (%) MSC (%) MSC (%)
Antibody
CD14 3,30+ 0,85 3,8+127 420£29 3,11+1,74
CD45 1,10+ 1,05 0,5+0,43 0,26 + 0,46 0,21+ 0,21
CD31 593 + 3,57 48+5/18 4,00 +3,12 4,43+2,12
CD106 1,66+ 2,88 00 00 00
HLA-DR 00 3,53 + 3,06 37+343 00
CD34 1,58 +274 3,70 £ 3,21 2,76 + 1,69 1,76 £ 0,91
CD90 99,49 + 0,61 98,87 + 0,36 2766 +26 10,08 £ 1,57
CD44 99,76 £ 0,11 99,28+ 0,6 67,98 +24 60,90 + 0,021
CD166 95,48 +2,98 94,35 + 1,11 49,67 +1,93 56,87 £ 2,98
CD105 96,78 £ 1,86 96,71+ 1,86 97,12 £ 1,12 98,46 £ 0,65
CD73 98,60 £ 0,48 98,62 £ 0,30 98,46 + 0,65 98,56 + 0,61
CD29 98,97 £ 0,34 99,26 + 0,30 99,40 + 0,32 99,35+ 0,42

Tabela 1 Média de intensidade de fluorescéncia de DPSC, AF-MSC e ADSC para os marcadores
positivos para MSC: CD90, CD44, CD166, CD105, CD73, CD29 e para 0os marcadores negativos para
MSC: CD14, CD45, CD31, CD106, HLA-DR e CD34. (n=7).
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Figura 20 - Expresséo de CD44 e CD166 em DPSC, AF-MSC e ADSC. A reducéo da expressao de
CD90 nas células shRNA CD90 MSCs levou a redugéo da expressdo de CD44 e CD166 em MSCs.
Um controle isétipo (histograma cinza) foi usado como controle das regides de fluorescéncia. As
andlises representativas foram realizadas em triplicata.
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(*) Houve diferenca estatistica entre as células MSCs e shRNA CD90 MSCs *p < 0.05; **p < 0.01.

150- = _
o wk 0 Isétipo
B MSC
100- @ shRNA CD90 MSC

o
<

_la

Figura 22 - Analise da média de intensidade de fluorescéncia de CD166. (*) Houve diferenca
estatistica entre as células MSCs e shRNA CD90 MSCs **p < 0.01.
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4.6 CD90 E DIFERENCIACAO DE MSC

O potencial de diferenciagdo de MSCs né&o transduzidas, shRNA Controle
MSCs, shRNA CD90 MSCs e CD90-negativo MSCs foi analisado quanto ao potencial
de diferenciacdo osteogénica e adipogénica.

Como esperado, a inducdo osteogénica (OS) resultou na ocorréncia de
deposicao de matriz mineralizada, que foi detectada 21 dias apés o inicio da indugéo
a diferenciacdo. A matriz mineralizada foi avaliada por: a) Concentracdo de vermelho
de Alizarina (AR); b) determinacdo da concentracdo de célcio; e c) atividade de
fosfatase alcalina. De acordo com dados prévios de outros pesquisadores (32,148), a
deposicao mineral foi maior em células isoladas da polpa dental quando comparadas
com células do liquido amnidtico. A concentracdo de vermelho de Alizarina foi
analisada em relacdo aos niveis de expressao de CD90. As células shRNA CD90
MSCs apresentaram um significativo aumento da produgcéo de matriz osteogénica,
com a visualizagdo de uma maior concentragdo de corante de Alizarina (AR) nas
amostras em comparacdo com ambas: MSCs ndo transduzidas e shRNA Controle
MSCs, tanto na andlise qualitativa (Figura 23), quanto na quantitativa (Figura 24).
Elevada mineralizagdo também foi observada nas células CD90-negativo MSC. O
efeito da reducdo da expressédo de CD90 na diferenciacéo osteogénica de MSCs foi
acessada pela atividade de fosfatase alcalina (Figura 25). Os resultados evidenciaram
melhora na producdo da enzima fosfatase alcalina nas células com expressdo de
CD90 reduzida (Figura 25). A avaliacao quantitativa da producao de calcio nas células
shRNA CD90 MSCs foi 57% maior quando comparada com as MSCs néo
transduzidas (Figura 26).

A capacidade de diferenciacdo adipogénica das MSCs também foi analisada
(Figura 27) usando MSCs isoladas da polpa dental, tecido adiposo e liquido amnidtico.
Todas as populagdes celulares apresentaram mudancas morfologicas significativas
guando comparadas com MSCs ndo induzidas a adipogénese. As células
apresentaram vacuolos de lipidios no citoplasma e varias goticulas, evidenciados pelo
corante 6leo vermelho O (Figura 27). Foi observado um aumento no nimero de células
adipociticas nas amostras de shRNA CD90 MSCs quando comparadas com shRNA
Controle MSCs e um aumento maior nas células CD90-negativo MSCs. Independente
da expressao de CD90, foi evidenciado que as MSCs da polpa dental apresentaram

menor producéo de matriz adipogénica quando comparadas com as células do liquido
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amniotico e tecido gorduroso (Figura 28). A formacao de adipdcitos mais proeminente
foi observada em CD90-negativo MSCs isoladas do tecido gorduroso.
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shRNA CD90 ___CD90-negativo.
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Figura 23 - Ensaio de diferenciagcdo osteogénica-andlise qualitativa. DPSC, AF-MSC e ADSC
(MSCs, shRNA Control MSCs, shRNA CD90 MSCs e CD90-negative MSCs) foram testadas quanto a
habilidade de diferenciagdo in vitro em linhagem osteogénica. Depésitos calcificados foram
identificados pelo corante Alizarina Red (AR) em células ap6s 21 dias de crescimento em meio de
inducdo osteogénico. A calcificacdo foi acessada pela microscopia de luz. Barra de escala
represental00 pm.
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Figura 24 - Ensaio de diferenciacdo osteogénica-anélise quantitativa do tecido mineralizado.
Os dados expressam a média e o desvio-padrao da concentracéo de corante vermelho de Alizarina
absorvido pelo tecido mineralizado em microgramas produzido por DPSC, AF-MSC e ADSC. Houve
diferenca estatistica 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).
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Figura 25 - Ensaio de diferenciacdo osteogénica-analise da atividade de fosfatase alcalina. Os
dados expressam a média da relacdo entre a atividade de fosfatase alcalina normalizado pelo contetido
de proteina total, com os respectivos desvio-padrao, evidenciando diferenga estatistica significativa
entre as MSC e shRNA Controle em relagcao as shRNA CD90 MSCs e CD90-negativo MSCs *p < 0.05;
**p < 0.01.
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Figura 26 - Ensaio de diferenciacdo osteogénica-analise da concentracdo de céacio. Os dados
expressam a média e desvio-padrédo da concentracao de calcio, em miligramas por decilitro, presentes
nos pocos de DPSCs e AF-MSCs induzidos a diferenciagdo osteogénica. As ADSCs nao apresentaram
producgéo de calcio significativa *p < 0.05; **p < 0.01; ***p< 0.001.
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Figura 27 - Ensaio de diferenciacdo adipogénica-analis
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e qualitativa. Analise em microscopia de

luz de DPSC, AF-MSC e ADSC induzidas a doferencigdo adipogénica, coradas com 6leo vermelho O.
Foi evidenciado a formac¢éo de vesiculas lipidicas intracelulares presentes nas DPSCs, AF-MSCs e
ADSCs, apresentando maior diferenciacdo adipogénica nas shRNA CD90 MSCs e CD90-negativo
MSCs. Imagens representativas de experimentos realizados em triplicata.
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Figura 28 - Ensaio de diferenciacéo adipogénica-analise quantitativa. O éleo vermelho O retido
nos vacuolos lipidicos foi mensurado pela determinacgdo da densidade dptica a 510nm. *p < 0.05; **p <

0.01; **p< 0.001.
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5 DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

A biologia de MSCs tem sido objeto de estudo de varios pesquisadores
(10,12,17,41,62,128) devido ao seu potencial terapéutico e o presente estudo buscou
elucidar a funcdo de CD90, um marcador imunofenotipico essencial para a
caracterizacdo de MSCs, em relacdo a morfologia, proliferacdo e diferenciacao de
MSCs. Foram usadas MSCs isoladas de trés fontes (polpa dental, liquido amniético e
tecido gorduroso) para verificar se os efeitos causados pela ablacdo de CD90 estéo
relacionados a uma fonte especifica.

Para avaliar a funcdo de CD90, foi realizada a transducdo de MSCs com
vetores lentivirais que carreavam small hairpins (ShRNA) contra o marcador CD90 das
MSCs, acarretando em diminuicdo da expressdo de CD90 pelo mecanismo de RNA
interferéncia. Apoés a transducéo de MSCs, a reducéo da expressao de CD90 em mais
de 70% das shRNA CD90 MSCs foi confirmada pela analise imunofenotipica usando
citometria de fluxo (Figura 9 e 10) e PCR em tempo real (Figura 11). Posteriormente,
buscou-se reduzir de forma mais significativa a expressdo de CD90, utilizando a
purificacdo celular. O resultado demonstrou uma redugdo maior na expressao de
CD90 para as shRNA CD90 MSCs purificadas (Figura 12 e 13).

Outro importante dado avaliado foi o perfil imunofenotipico das MSCs
modificadas (ShRNA CD90 MSCs). Como esperado, o resultado demonstrou a
expressao 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 reducdo da expressdo de CD90 em todas as
linhagens de shRNA CD90 MSCs levaram a reducédo dos marcadores CD44 e CD166
(Figure 20, 21 e 22).

A funcéo de CD166 em MSCs ainda néao foi esclarecida até o momento. Mas
CD44 (hyaluronan receptor) (129) é expresso por um vasto numero de células e é
envolvido em adesé&o, migragao e sitios de MSCs (130-132). CD44 também tem sido
reconhecido como um marcador de células-tronco para varios tipos de cancer e é
fortemente relacionado a metastase. Outro estudo evidenciou que a reducéo de CD44
em células-tronco do cancer provocou sua diferenciagdo em células normais (133). Ja

o receptor CD166 (activated leukocytes cell adhesion molecule, ALCAM) é um
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membro da superfamilia de imunoglobulinas das moléculas de adesdo celular
(134,135) e esta presente em MSCs indiferenciadas e outros tipos celulares (136).
Assim como CD44, CD166 também foi reconhecido por participar na invasao de tumor
(137-139). Um estudo recente usando linhagens de células do céancer de figado
evidenciou uma relagdo proxima entre CD44 e CD166. Os autores mostraram que 0
nocaute de CD166 inibiu a expressédo de CD44 através da via de sinalizacdo NFxB
(140). Apesar das evidéncias cientificas da relacdo entre CD44 e CD166 em células
tumorais, ainda ndo houve um estudo que associasse a relacdo em a expressao de
CD44 e CD166 em MSCs, sugerindo novos estudos para esclarecer essa relacao.

Assim como CD44 e CD166, CD90 foi identificado como um marcador de
células-tronco tumorais. O aumento da expressao de CD90 foi observada em CSC de
cancer de figado (92-94), mucosa gastrica (95), cancer de colo (96), células do
estroma do cancer de prostata (97), glioma (99) e adenocarcinoma pancreatico (100).
Foi demonstrado que a manipulagdo de CD90 é uma ferramenta terapéutica
promissora contra varios CSCs. Para ilustrar, pesquisadores evidenciaram que o
anticorpo CD90 inibiu de forma especifica e eficiente a proliferacao de células B do
linfoma (102). Alguns estudos apresentaram a relacéo funcional da associacao entre
CD90 e CD44 ou CD166. Concomitantemente, outros estudos associaram CD90,
CD44 e CD166 como marcadores de células-tronco de cancer (92,136,137,141). Mas
0s resultados do presente estudo apresentaram que CD90 levou ao decréscimo da
expressdo de CD44 e CD166, que poderia indicar o estado de indiferenciacéo celular.

Em relacdo ao aspecto morfolégico das MSCs que expressam CD90, o foi
demonstrado que a linhagem celular shRNA CD90 MSCs e CD90-negativo MSCs néo
apresentaram alteragbes nem na morfologia, nem na taxa de proliferagéo, 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
pulm&o. Os autores selecionaram fibroblastos de pulméao pela expresséo de CD90 e
descreveram que a subpopulacéao de fibroblastos com CD90- apresentou um formato
mais poligonal em relagdo aos fibroblastos com CD90+, que por sua vez tinham
aspecto fusiforme (142).

Outro resultado apontado foi que a reducéo da expressao de CD90 nao afetou
a atividade imunossupressiva de MSCs na proliferacdo de linfocitos in vitro (Figura

16). A caracteristica imunossupressiva é uma importante propriedade terapéutica de
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MSCs, e ja que foi mantida nas células com a expressao de CD90 reduzida, podera
ter a ampliacdo do uso dessas células modificadas em futuras terapias celulares in
Vivo.

Uma importante caracteristica das MSCs que foi investigada nesse estudo foi
a relacéo de CD90 e a diferenciacdo de MSCs. Para isso, as MSCs com expressao
de CD90 reduzida foram diferenciadas em linhagens osteogénica e adipogénica. Nos
ensaios de diferenciacdo, as linhagens de shRNA CD90 MSCs e CD90-negativo
MSCs apresentaram maior taxa de diferenciacdo adipogénica, quando comparada
com os controles (Figura 27 e 28). Do mesmo modo, um aumento de diferenci¢ao
osteogénica foi observada nas amostras de sShRNACD90 MSCs e CD90-negativo
MSCs. O corante vermelho de Alizarina evidenciou que as amostras CD90-negativo
MSCs, ou seja, as fracOes celulares purificadas de shRNA CD90 MSCs, com
expressao de CD90 negativa acumularam mais matriz mineralizada que shRNA CD90
MSCs. De acordo com nossos resultados, a reducao da expressao de CD90 facilitou
a diferenciacédo adipogénica e osteogénica.

Recentemente, Woeller et al (2015) elucidaram que CD90 controlou a
adipogénese. Eles observaram que ratos com expressdo de CD90 negativa
aumentaram a adipogénese, enquanto na overexpressao de CD90, ocorreu o bloqueio
da adipogénese (143). Eles também descreveram que embora fibroblastos pré-
adipécitos expressavam CD90, adipécitos do tecido gorduroso apresentaram niveis
indetectaveis de CD90. Em concordancia com esses resultados, ndés observamos que
a perda da expressdo de CD90 em MSCs aumentou a producéo de matriz adipogénica
in vitro. Baseados nas observacdes de seu estudo, Woeller et al (2015) sugeriram que
CD90 podera ser um novo marcador terapéutico em obesidade. Entretanto, nossos
resultados indicaram que o decréscimo da expresséo de CD90 facilitou ndo apenas a
diferenciacdo adipogénica, mas também a diferenciacédo osteogénica, indicando que
a reducao da expressao de CD90 evidenciou a uma perda do estado indiferenciado
(stemness) de MSCs, assim, quando manipulado, podera ser capaz de melhorar a
diferenciacdo na presenca de estimulos especificos.

Numerosas vias de sinais de transducéo induzem a diferenciacédo adipogénica
e/ou osteogénica de MSCs. A maioria dos sinais culminam na ativacao da expressao
ou de PPARYy (adipogenesis master regulator) ou Runx2 (osteogenesis master
regulator). Foi demonstrado que CD90 foi associado n&do-covalentemente com Fyn,
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Scr family tyrosine kinase. Recentemente, foi apresentado que CD90 inibiu Fyn para
dificultar a adipogénese (143). Consistentemente, ratos com a expressdo de Fyn
negativa tem reduzido a massa de gordura. Além disso, o Fyn inhibitor SU6656 causou
a reducdo do acumulo de tecido adiposo em ratos e inibicdo da adipogénese em
fibroblastos humanos (143,144). No presente experimento, usamos MSCs de trés
fontes diferentes de tecidos humanos para evidenciar que a expresséo reduzida de
CD90 nao induziria, mas facilitaria a adipogénese. Entretanto, observamos que a
perda de CD90 aumentou a adipogénese. A evidéncia de que o nivel de CD90 regulou
a adipogénese e a osteogénese foi muito interessante, porque € correntemente aceito
que o estimulo de diferenciacdo usualmente causa uma relacdo inversa entre
diferenciacdo adipogénica e osteogénica (145), todavia, 0s sinais moleculares que
convergem em adipogénese e osteogénese nao foram completamente elucidados.
Nesse estudo nés demonstramos que a producdo de matriz mineralizada €
diretamente correlacionada com o nivel de ablacdo de CD90, apresentando-se maior
nas amostras CD90-negativo MSCs que nas amostras ShRNA CD90 MSCs. Ainda
nao esta claro como CD90 pode afetar a adipogénese. Mas foi bem demonstrado que
CD90 pode regular a atividade de RhoGTPase em fibroblastos. Expresséo exdgena
em fibroblastos que nédo expressavam CD90 resultou na ativagcdo de Rho GTPase
(84). Rho GTPase é um modulador essencial de sinais de IGF-1 que afeta a
diferenciacdo adipogénica. A inibicdo da atividade de Rho GTPase parece ser
necessaria para a diferenciacdo adipogénica (146). Estudos demonstram que CD90
participa de varias outras vias de sinalizacdo e embora CD90 tem sido reconhecido
como marcador celular, € também um importante regulador de sinalizacdo de MSCs
(147). Novos estudos sdo necessarios para entender os efeitos de CD90 nas
possiveis sinalizacdes cis e trans e como CD90 atua, bem como o entendimento desse
mecanismo no processo de “stemness” e diferenciacao de MSCs.

Varias pesquisas tém apresentado que MSCs de diferentes fontes acarretam
diversas propriedades a caracteristicas que podem ter impacto em aplicacbes
terapéuticas futuras. A capacidade de diferenciacdo varia de acordo com a fonte de
célula (32,33,46). Devido a disponibilidade e facilidade de cultivo de MSCs de polpa
dental humana, ndés iniciamos o estudo usando as células do tecido pulpar e
adicionalmente buscamos comprovar as conclusdes concernentes ao CD90 a partir

de células de outras fontes. Desse modo, fizemos ensaios de diferenciacdo usando
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MSCs de liquido amnidtico e tecido gorduroso (lipoaspirado). Como discutido em
estudos prévios (32,148-150), nés observamos que as DPSCs produziram uma maior
guantidade de matriz osteogénica, quando comparadas com ADSCs. Mas ndo houve
muita diferenca na producdo de matriz osteogénica entre as DPSCs e AF-MSCs.
Mesmo diante dessa variagdo das MSCs de diferentes fontes quanto ao potencial de
diferenciacdo, o presente estudo confirmou que a redugédo da expressao de CD90
levou a uma maior e mais eficiente diferenciacdo nas MSCs das diferentes fontes
avaliadas (151,152).

CD90 é uma glicoproteina de superficie expressa em varios tipos celulares.
Em geral, influencia na proliferagcdo, diferenciacdo, migracdo e sobrevivéncia das
células. As funcbes de CD90 sao especificas para cada célula em que é expressa e
nos tecidos e nesse presente estudo, nds evidenciamos que a reducdo da expressao
de CD90 em MSCs humanas aumentou a eficiéncia da diferenciacéo dessas células.
Outros estudos apontaram que a expressao de CD90 poderia ser usada como um
indicador de diferenciacdo de MSCs, ja que imediatamente apds a inducdo de
diferenciacdo, houve um progressivo decréscimo do nivel de mRNA CD90
correlacionado ao grau de diferencia¢do observado (66). E importante reiterar que a
ablacdo de CD90 nao resultou em diferenciacdo espontanea de MSCs. Contudo, as
linhagens de MSCs com expresséo reduzida de CD90 na presenca de indutores,
evidenciaram que CD90 possui uma funcdo importante na manutencdo do estado
indiferenciado de MSCs, podendo agir como obstaculo durante as etapas iniciais de
diferenciacao celular. A ablacdo de CD90 mostrou ser uma eficiente ferramenta para
aumentar a eficiéncia de diferenciacdo 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 CONCLUSOES

Os dados apresentados indicam que a ablacdo de CD90 representa uma
estratégia promissora e para aumentar a eficiéncia de diferenciagdo das MSCs in vitro,
podendo ser usada futuramente para terapias celulares. Dessa forma, os resultados
apontaram que CD90 esté relacionado ao estado indiferenciado de MSCs, podendo
ser um obstaculo para as etapas iniciais da diferenciacdo de MSCs.

A ablacdo de CD90 levou a reducdo da expressdo de CD44 e CD166,
relacionando esses resultados ao estado indiferenciado de MSCs e maior

susceptibilidade a diferenciagéo.
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Abstract

CD90-target small hairpin RNA lentiviral vectors.

Background: Mesenchymal stromal cells (MSCs) are multipotent progenitor cells used in several cell 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 and also in adult
cells and cancer stem cells. The role of CD90 in MSCs remains unknown. Here, we sought to analyse the role that
CD90 plays in the characteristic properties of in vitro expanded human MSCs.

Methods: We investigated the function of CD90 with regard to morphology, proliferation rate, suppression of T-cell
proliferation, and osteogenic/adipogenic differentiation of MSCs by reducing the expression of this marker using

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 decrease in CD44 and CD166 expression.
Conclusion: Our study suggests that CD90 controls the differentiation of MSCs by acting as an obstacle in the
pathway of differentiation commitment. This 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

Background

Mesenchymal stromal cells (MSCs) are multipotent pro-
genitor cells identified by their plastic-adherence when
maintained under standard culture conditions, self-
renewability, and differentiation into several mesodermal
lineages [1-3]. MSCs are classically able to differentiate
into osteoblasts, adipocytes, and chondroblasts in vitro
[4]. Since their initial description as colony-forming cell
units present in the bone marrow [5], MSCs have been
isolated from many tissue sources such as placenta [6],
dental pulp [7], tendons [8], scalp tissue [9], adipose tissue
[10], umbilical cord blood [11], umbilical cord perivascular
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cells [12], umbilical cord Wharton’s jelly [13], synovial
membrane [2], amniotic fluid [14], and breast milk [15].
Due to their relatively easy isolation, multi-differentiation
potential, low antigenicity, and good proliferation/expan-
sion in cell culture, MSCs are considered ideal candidates
for cell-based regenerative therapies [16]. Based on the
minimal criteria established by the International Society
for Cellular Therapy (ISCT), human MSCs are identified
by a combination of high CD105, CD73, and CD90 ex-
pression, and very low/no CD34, CD45, CD11la, CD19,
and HLA-DR expression [4, 17]. Currently, there is no
unique cell marker capable of solely isolating and defining
MSCs. The observation that only a subpopulation of
plastic-adherence isolated MSCs show multipotency [18]
has led to a search for an ideal and definitive single MSC
marker that would not only be specific to MSC, but would
allow direct correlation with stemness [19].

© 2016 The Author(s). Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
Internaticnal License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide & link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(httpy//creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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Although CD90 and STRO-1 are broadly used to iden-
tify MSCs, neither of them is specific to MSCs [20-22].
STRO-1 is only expressed in a low percentage of MSCs.
Some authors also discuss the absence of this marker in
MSCs from all tissue sources [12, 19, 23], and it remains
unclear, in the current literature, whether STRO-1 expres-
sion correlates to MSC stemness. On the other hand,
CD90 is highly expressed in all MSCs, irrespective of the
source, and it is a good marker for CFU-F enrichment
[24]. High CD90 expression has also been related to the
undifferentiated status of MSCs, since a decrease in CD90
level can be correlated with the temporal lineage commit-
ment in vitro [25].

CD90, or Thy-1, is a 25-37 KDa glycosylphosphatidyli-
nositol (GPI)-anchored glycoprotein [26]. CD90 was first
detected in mice T cells [27] and later found to be
expressed in thymocytes, T cells, neurons, hematopoietic
stem cells, cancer stem cells, endothelial cells, and fibro-
blasts [28]. Although it has been shown that CD90 is con-
served among different species, its function seems to vary
according to cell type [29]. CD90 has been reported to
participate in T-cell activation [30], neuritis outgrowth
modulation [31], vesicular release of neurotransmitter at
the synapse [32], astrocyte adhesion [33], apoptosis in car-
cinoma cells [34], tumour suppression [35-37], wound
healing [38], fibrosis [39, 40], and fibrogenesis [41]. Fur-
thermore, it regulates fibroblast focal adhesion, cytoskel-
eton organization, and cell migration [42]. In mouse
models, activation of CD90 expression can be observed in
inflammation, wound healing, and tumour development
[43]. Recent studies suggest that CD90 has a role in onco-
genesis, and it has also been proposed as a marker for can-
cer stem cells (CSCs) in various malignancies [44-51].

Despite an increasing number of studies suggesting
CD90 participation in MSC self-renewal and differenti-
ation [52], its function in MSC biology remains un-
known. The unveiling of the function of CD90 in MSCs
may further facilitate the in vitro manipulation of MSCs
and consequently MSC-based therapies for regenerative
medicine. In this study, we investigated the function of
CD90 in MSC biology. To achieve this objective, we ana-
lysed the effect of CD90 knockdown on proliferation,
morphology, and differentiation of human MSCs.

Methods

Subjects and cell culture

The cells were obtained with the approval of the Ethics
Committee of the Faculty of Health Sciences at the Uni-
versity of Brasilia (Brazil) and University of Sao Paulo
(Brazil). MSCs were isolated from healthy human tissues
and cultured as previously reported. In the present
study, we obtained MSCs from three different tissue
sources: dental pulp [7] (three donors), adipose tissue
[10] (two donors), and amniotic fluid [14] (two donors).
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After isolation, cells were cryopreserved and stored in li-
quid nitrogen. For the assays we used cells that were
stored for no longer than 1 year. Briefly, cells were
thawed and expanded in a regular medium of Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM-LG; Sigma Chemical),
supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS;
Gibco), 100 units/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin
(Gibco), and 10 pl/ml L-glutamine (Gibco) at 37 °C, 5 %
CO, [1]. The medium was changed every 48 h.

Lentiviral transduction for CD90 depletion

For lentiviral transduction, MSC isolates (a total of seven
samples at cell passage 2) were cultured in a 75-cm?
flask in medium containing 10 % FBS (Gibco), 100
units/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin (Gibco),
10 pl/ml L-glutamin (Gibco) at 37 °C, 5 % CO,. When
cells reached a confluence of 60 %, transduction was
performed in the presence of 8 pug/ml Polybrene (Sigma-
Aldrich) according to the manufacturer’s instructions
(Santa Cruz Biotechnology). CD90 small hairpin
(sh)RNA-expressing lentivirus (shRNA CD90) or non-
targeting shRNA-expressing scramble sequences of RNA
(shRNA control) were then added to the cells at a multi-
plicity of infection (MOI) of 10. The medium was chan-
ged after 24 h. Three days after transduction, stable
clones of MSCs expressing CD90-shRNA (shRNA CD90
MSC) and control shRNA (shRNA control MSC) were
selected using 5 pg/ml Puromycin (Sigma-Aldrich) for
10 days. The medium was changed every 48 h.

Real-time quantitative PCR

Total RNA was extracted from MSCs using Illustra
RNAspin Mini (GE Healthcare), according to the
manufacturer's guidelines. cDNA was prepared with
High-Capacity ¢cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems) and used as templates for polymerase
chain reaction (PCR). The Kit Power Up SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystems) was used to quan-
tify CD90 gene expression by quantitative real-time
(qRT)-PCR under conditions recommended by the
manufacturer and wusing the following primers:
CACCCTCTCCGCACACCT (forward) and CCCCAC-
CATCCCACTACC (reverse). For normalization of the
data, the housekeeping gene glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA was used
(forward primer: AGAAGGCTGGGGCTCATTTG; re-
verse primer: AGGGGCCATCCACAGTCTTC). qRT-
PCR was performed with the StepOne Plus Real-Time
PCR System. A standard curve was generated for
each primer pair, and genes of interest were assigned
a relative expression value interpolated from the
standard curve using the threshold cycle. All expres-
sion values were normalized against GAPDH. All am-
plifications were done in triplicate.
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Magnetic separation of the MSCs for negative selection of
CD90

Cell purification was performed according to the manu-
facturer’s instructions (MiltenyiBiotec). To isolate the
CD90-negative MSC population, shRNA CD90 MSCs
were incubated with anti-CD90-coupled magnetic beads
(MiltenyiBiotec, Germany) for 15 min at 4 °C, rinsed, and
placed in a column. The negative fraction (CD90-negative
MSCs) was collected, and cell purity checked by flow cy-
tometry (FACSVERSE-BD Biosciences, San Jose, CA,
USA) and FlowJo analysis software (TreeStar, Ashland,
OR, USA).

Flow-cytometric analysis

Commercially available monoclonal antibodies were used
for MSC immunophenotyping following the manufac-
turer’s instructions. Subcultures at passage 3 were used for
the flow-cytometric analysis. MSCs were lifted using Try-
pLE (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and centrifuged for
5 min at 1000 rpm. The supernatant was discarded by as-
piration and the cells incubated for 30 min in a dark envir-
onment in a flow cytometry buffer (phosphate-buffered
saline (PBS), 2 % FBS) containing monoclonal antibodies
against cell surface molecules and their respective isotype
controls. The following antibodies were used: CD14-FITC;
CD29-PE; CD31-PE; CD34-PE; CD44-PE; CD73-PE;
CD90-APC; CD90-FITC; CD106-FITC; CD166-PE and
CD166-PerPC-Cy5.5;  CD45-PerCP-Cy5.5; HLA-DR-
PerCP-Cy5.5 (Biosciences); and CD105-PE (clone 8E11;
Chemicon, Temecula, CA, USA). Mouse IgG1-FITC,
IgG1-PE, IgG1 PerCP-Cy5.5, IgG1-APC (Biosciences), and
IgG2A-FITC (AbDSerotec, UK) were used as isotype con-
trols. Cells were analysed using a fluorescence-activated
cell sorter (CyFlowSpace-Partec, Germany; FACSVERSE-
BD or FACSARIA-BD, both from BD Biosciences) and the
data analysed using FlowJo analysis software (TreeStar).

MSC morphology analysis

Transduced and non-transduced MSCs at passage 3 were
placed, in triplicate, in 24-well culture plates (5 x 10* cells/
well). After cell concentration reached a confluence of
70 %, media were removed and the cells were washed with
PBS and fixed with a 4 % paraformaldehyde solution for
15 min at room temperature. Cells were then washed with
PBS, stained with Kit Instant Prov (NewProv, Brazil) and
rewashed with PBS. Cell morphology (shape and size) was
then analysed under an Axiovert inverted microscope
(Zeiss, Germany) and EVOS FL cell imaging system (Life
Technologies, Eugene, OR, USA).

Growth assay

For the assessment of growth characteristics, MSCs (1 x
10° cells, at passage 3 after transduction, passage 5 after
isolation) were seeded in 75-cm? culture flasks in MSC

Page 3 of 14

culture medium. Every 48 h, three replicate flasks were
trypsinised and viable cells counted with a haemocytom-
eter. MSC viability was evaluated by Trypan blue exclu-
sion assay.

Lymphocyte proliferation assay

Peripheral blood mononuclear cells were isolated from
peripheral blood and separated using the standard
method with Ficoll-Paque PLUS (Amersham Biosci-
ences, Uppsala, Sweden). The mononuclear cells were
washed twice with PBS buffer. Cells were then counted
in an automated cell counter (2.0 Scepter, Millipore), re-
suspended to a final concentration of 10* cells/ml and
labelled with CFSE (Sigma-Aldrich). The CFSE was ad-
justed to a final concentration of 5 pM and incubated
for 10 min at 37 °C. The reaction was stopped by adding
RPMI with 10 % FBS. In immediate succession, 2 x 10
lymphocytes were cultured with or without 5x 10
MSCs previously adhered to the bottom of a 24-well
plate in a total volume of 1 ml per well of RPMI with
10 % FBS medium. To evaluate the lymphocyte prolifer-
ation rate in the presence of MSCs, cell suspensions
were activated with a phytohaemagglutinin (PHA;
Sigma, USA) stimulus at a final concentration of 1 pg/
ml in cell culture and maintained at 37 °C with 5 % CO,
for 5 days for subsequent assessment by flow cytometry
(CyFlowSpace-Partec, Germany) and the FlowJo analysis
software (TreeStar) [53]. Suspension cells were stained
with CD8-PE antibody (Biosciences), and lymphocyte
proliferation was measured according to CFSE staining
on gated population.

In vitro differentiation assays

To evaluate the differentiation potential of MSCs, cells
were subjected to in vitro osteogenic and adipogenic dif-
ferentiation according to the established protocols [1].
Transduced and non-transduced MSCs at passage 4
(passage 2 after transduction) were seeded in 24-well
plates at a density of 5x 10* cells/well. When a conflu-
ence of 80 % was achieved, the regular medium was re-
placed with an induction medium, which was refreshed
every 72 h for 21 days. Cells cultured in regular medium
were used as controls.

Osteogenic differentiation

MSCs were placed in 24-well plates at a density of 5 x
10cells/cm® the previous day and then treated with osteo-
genic supplements as previously described [1] for 21 days.
The osteogenic medium contained 100 nM dexametha-
sone (Sigma-Aldrich), 10 mM 2-B-glycero-phosphate
(Sigma-Aldrich), and 50 pM of L-ascorbic acid-2-
phosphate (Sigma-Aldrich). Osteogenic differentiation was
evaluated by alkaline phosphatase (ALP) activity, calcium
concentration determination, and colorimetric Alizarin red
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staining. Mineralized matrix formation after osteogenic dif-
ferentiation was detected as previously described [1]. Sam-
ples were fixed with 4 % paraformaldehyde for 15 min,
rinsed in PBS, and dyed for 20 min with 40 mM Alizarin
Red solution (Sigma-Aldrich) at pH 4.2 and room
temperature. Cells were washed five times with distilled
water, followed by an immediate 15-min rinse with PBS to
reduce non-specific dying. The resulting samples were
analysed and photographed under an Axiovert inverted
microscope (Zeiss, Germany). To determine alizarin red
concentration, the samples were exposed to 10 mM so-
dium phosphate containing 10 % cetylpyridinium chloride
(Sigma-Aldrich) at pH of 70 for 15 min at room
temperature. The Alizarin Red concentration was deter-
mined by measuring absorption at 562 nm using a spectro-
photometer (SpectraMax M2, Molecular Devices, USA).
Results were expressed as a percentage of the respective
controls, which were normalized to 100 % [54]. Lysate al-
kaline phosphatase activity was measured spectrophoto-
metrically using a Sigmafast p-nitrophenyl phosphate kit
(Sigma-Aldrich). For ALP assays, cells were washed with
PBS and lysed in 0.05 % Triton X-100 through three cycles
of freezing and thawing. A lysate aliquot was incubated
with p-nitrophenyl phosphate substrate (p-NF) at 37 °C for
30 min. The reactions were stopped by adding 5 ul 1 N
NaOH and absorbance measured at 405 nm using a spec-
trophotometer (SpectraMax M2, Molecular Devices) [55].
A pattern curve of p-NF was established in order to deter-
mine the enzymatic activity. Samples were normalized and
total protein quantification determined by the Lowry
method [56].

The quantitative levels of calcium in cell samples were
determined for both osteogenic differentiation-induced and
non-induced cells. Supernatant calcium concentration was
determined by colorimetry using the ortho-cresolphthalein
complexone (0-CPC) method [57]. Cells were trypsinised,
resuspended in PBS, and then reacted with a calcium re-
agent containing 0.69 mol/l ethanolamine buffer, 0.2 % so-
dium azide, 0.338 mmol/l O-cresolphthalein complexone,
and 78 mmol/l 8-hydroxynquinoline-13. Cell reactions
were read by a spectrophotometer (Advia2400, Siemens).

Adipogenic differentiation

For adipogenic induction, cells were seeded in 24-well
plates at a density of 5 x 10* cells/cm® When the cells
reached confluence, they were treated with an adipo-
genic induction medium containing 5 mg/ml insulin,
5 mmol indomethacin, 1 mmol dexamethasone, and
0.5 mmol/l isobutyl-1-methylxanthine (all from Sigma-
Aldrich) in regular medium. Adipocyte formation was
monitored by the appearance of lipid droplets under a
microscope. After the induction period, cytochemical
analysis of the differentiated and control cells was per-
formed by conventional optical microscopy. The cells
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were fixed in 4 % formaldehyde for 15 min, rinsed in
PBS, and dyed for 30 min with 0.5 % Oil Red O (Sigma-
Aldrich) in ethanol. Cells were subsequently washed five
times with distilled water to remove any excess dye.
Quantification of lipid accumulation was achieved by
extracting Oil Red-O from stained cells with isopropanol
and measuring the OD of the extract at 510 nm using a
Spectramax M2 spectrophotometer (Molecular Devices)
[58].

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the software
GraphPad™ (San Diego, CA, USA). Quantitative data
were expressed as mean + standard deviations (SD) and
statistical analyses of variance (ANOVA). Multiple com-
parisons were performed with Tukey's HSD test when
appropriate. Findings with p < 0.05 were considered sta-
tistically significant.

Results

MSC isolates and purity

MSCs were obtained from dental pulp (DPSC; three do-
nors), amniotic fluid (AF-MSC; two donors), and adipose
tissue (ADSC; two donors). The success rate of isolating
MSCs from all tissues was 100 %. Cells from all three
sources (a total of seven isolates) contained a high num-
ber of adherent MSC-like cells which proliferated rapidly
in number. Analysis of positive and negative characteris-
tics for human MSC surface antigens by flow cytometry
for cultured MSCs showed a high purity (297 %) of the
cells (Additional file 1: Table S1).

Analysis of the CD90 downregulated expression effect in
MSCs

To initiate our study, we reduced CD90 expression in
MSCs (DPSC, AF-MSC, and ADSC) by transducing
commercially available lentiviruses expressing three
CD90 shRNAs. After transduction, the MSC lines stably
expressing sShRNA CD90 and shRNA control were estab-
lished by antibiotic selection. To confirm CD90 reduc-
tion, unmodified/non-transduced MSCs, shRNA CD90
MSCs, and shRNA control MSCs were analysed by flow
cytometry (Fig. 1a and b) and qRT- PCR (Fig. 1c). Non-
transduced MSCs and shRNA control MSCs showed the
same level of CD90 expression (mean 98 %), whereas
shRNA CD90 MSCs presented reduced CD90 expression
(mean 23.9 %) (Fig. 1b). Transduction and establishment
of shRNAs (CD90 and control) expressing MSCs were
performed using samples from all tissues, with similar
levels of reduction in CD90 expression observed in all
samples (Additional file 1: Table S1). qRT- PCR con-
firmed that sShRNA CD90 used here effectively reduced
transcript levels of CD90 (Fig. 1c).
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Fig. 1 Reduction of CD90 in MSCs. a Non-transduced mesenchymal stromal cells (MSC) and MSCs transduced with lentiviral particles expressing
short hairpin (sh)RNA against CD90 (shRNA CD90 MSC) were analysed by flow cytometry. An accentuated decrease in CD90 expression is observed
in ShRNA CD90 MSC (thick line), whereas non-transduced MSCs (slim fine) expressed high levels of CD90. The shaded histogram indicates staining
with isotype control antibody. Representative histograms from dental pulp MSCs are shown. b Significant decrease of CD90 median fluorescence
intensity (MFI) on shRNA CD90 MSCs when compared to non-transduced MSCs. (MFI = MFI marker — MF| isotype). Bar graphs represent the average
mean fluorescence intensity as the median + SD of CDI0-FITC on cell lines used in this work; n=7; ***p < 0.001. c Relative mRNA expression levels of
CD90 in MSC, shRNA control MSC, and shRNA CD90 MSC had consistently low expression of CD90. Data are presented as mean + SD of experiments
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Since CD90 expression was not completely ablated in
shRNA CD90 MSCs, we submitted shRNA CD90 MSC
samples to magnetic-activated cell sorting and collected
the post-separation CD90-negative fraction (subse-
quently termed CD90-negative MSCs). CD90-negative
MSCs were characterized by flow cytometry to verify
purification success. Flow cytometry analysis confirmed
that the CD90-negative MSCs samples expressed lower
levels of CD90 than shRNA CD90 MSCs (Fig. 2).

Morphology and growth kinetics

In our cellular morphology analysis of the cells used in
this study, we observed no differences in the shape and
size of MSCs, shRNA control MSCs, shRNA CD90
MSCs, CD90-negative MSCs, and non-transduced MSCs
(Fig. 3a). The shRNA CD90 MSCs and CD90-negative
MSCs derived from all three sources displayed characteris-
tic MSC/fibroblast-like morphology. We also observed that
shRNA CD90 MSCs and CD90-negative MSCs maintained
their capacity to form colonies for up to 10 passages, sug-
gesting that CD90 is not involved in the maintenance of
MSC cell morphology and colony-forming ability.

In order to assess the role of CD90 in MSC proliferation
rate, cell growth curves for MSCs, shRNA control MSCs,
shRNA CD90 MSCs, CD90-negative MSCs, and non-
transduced MSCs at the same corresponding cell passage
(cell passage 5) were conducted in parallel (Fig. 3b). Ana-
lysis of the area under the curve showed no significant dif-
ference in proliferation rates. The trypan blue exclusion
assay also showed no difference in cell viability.

Lymphocyte proliferation analysis

We also investigated whether CD90 expression in MSCs
would affect the inhibitory effect of MSCs on non-
specific mitogen-stimulated lymphocytes in an in vitro
assay. The assay showed that sShARNA CD90 MSCs and
CD90-negative MSCs suppressed peripheral blood
mononuclear cell proliferation to the same extent as
MSCs and shRNA control MSCs and non-transduced
MSCs (Fig. 4a and b), indicating that a reduction in the
expression of CD90 does not affect the characteristic im-
munosuppressive effect of MSCs on lymphocyte prolifer-
ation. Further analysis shows that ablation of CD90 on
MSCs also does not affect the percentage of proliferated
CD8+ T cells (Fig. 4c).

Flow cytometry immunophenotyping

We further analysed the cell expression of the MSC
marker panel. As expected, and as for non-transduced
MSCs, shRNA control MSCs, shRNA CD90 MSCs, and
CD90-negative MSCs were negative for the expression
of the following markers: CD14, CD31, CD34, CD45,
CD106, and HLA-DR, but they were positive for CD29,
CD73, and CD105 (Additional file 1: Table S1 and Add-
itional file 2: Figure S1). Surprisingly, we found a reduc-
tion in the expression of the CD44 and CD166 markers
in shRNA CD90 MSCs, suggesting that the CD90 reduc-
tion is linked to the decrease in CD166 and CD44 ex-
pression (Fig. 5a and b). These reductions were observed
in MSCs from all three sources (Fig. 5a).
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Fig. 3 Reduction of CD90 expression does not affect mesenchymal stromal cell (MSCQ) morphology and proliferation rate. a Representative phase
contrast microscopy images of MSCs derived from dental pulp. All MSCs displayed a spindle-like morphology exhibiting relatively thin processes
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induction. The mineralized matrix was assessed by: a) Ali-
zarin Red S Staining (AR); b) determination of calcium
concentration; and c) alkaline phosphatase activity. Ac-
cording to previous data reported by other groups (7,
59, 60], mineral deposition was higher in MSCs isolated
from dental pulp than in those isolated from lipoaspirate
tissue (Fig. 6). The AR staining pattern obtained differs ac-
cording to the level of CD90 expression (Fig. 6). The
shRNA CD90 MSCs showed significantly higher produc-
tion of osteogenic matrices, with the visualization of a
higher concentration of AR dye in the samples, in compari-
son to both non-transduced MSCs and shRNA control
MSCs (Figs. 6 and 7a). Even higher mineralization was ob-
served in CD90-negative MSC samples. The effect of re-
duced CD90 expression on the osteogenic differentiation
of MSCs was also assessed by monitoring alkaline phos-
phatase activity, which demonstrated an enhanced produc-
tion of this enzyme in cells with reduced CD90 expression
(Fig. 7b). The calcium production by sShRNA CD90 MSCs
was also higher than in non-transduced MSCs (Fig. 7b).
The calcium concentration could not be adequately mea-
sured in samples originating from lipoaspirate tissue due
the low calcium concentration in all samples.

The adipogenic differentiation capacity of the MSCs
was also analysed using MSCs isolated from dental
pulp, adipose tissue, and amniotic fluid (Fig. 8). All
cell populations showed significant morphological
changes compared to those that were not incubated
in adipogenesis-inducing medium. The cells presented
an oval shape, with lipid vacuoles in the cytoplasm,

and the presence of many lipid droplets as evidenced
by Oil Red staining (Fig. 8a). We observed an in-
crease in the number of adipocyte-like cells in ShRNA
CD90 MSCs compared to the shRNA control MSCs,
with an even higher number of adipocyte-like cells in
CD90-negative MSCs. Independent of CD90 expres-
sion, we found that MSCs from adipose tissue pro-
duced higher amounts of lipid droplets when
compared to cells obtained from the amniotic fluid
and dental pulp. The most prominent adipocyte for-
mation, revealed by Oil Red staining, was observed in
CD90-negative MSCs isolated from adipose tissue
(Fig. 8b).

Discussion

The biology of MSCs has been broadly studied [1, 22, 61,
62] because of their therapeutic potential. Therefore, we de-
cided to study the function of CD90, one main immuno-
phenotypical marker of MSCs, in order to better
understand its relationship with MSC morphology, prolifer-
ation, and differentiation. Here, we used MSCs isolated
from three sources (dental pulp, adipose tissue, and amni-
otic fluid) to verify whether the effects caused by CD90 ab-
lation would be source-specific. We used lentivirus-
mediated CD90-shRNAI to stably reduce CD90 expression
and further evaluate its function in MSCs. Here, we gener-
ated MSC lines transduced with lentivirus-carrying small
hairpins (shRNA) targeting CD90. After the establishment
of CD90-shRNA expressing MSCs (in shRNA CD90
MSCs), the reduction of CD90 expression was confirmed
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used to establish the boundary between negative and positive fluorescent regions. Median fluorescence intensities (MFI) of b CD44 and ¢ CD166
markers on MSCs are shown (MFl = MFI marker — MFI isotype); n=7; *p < 0.05. ADSC adipose tissue mesenchymal stromal cell, AF-MSC amniotic fluid
mesenchymal stromal cell, DPSC dental pulp mesenchymal stromal cell, sh short hairpin

in immunophenotypical analysis using flow cytometry
(Fig. 1). We subsequently evaluated the immunophenotypic
profiles of modified MSCs, in addition to CD90. As ex-
pected, we found that these cells expressed the positive
MSC markers CD29, CD73, and CD105, and did not ex-
press the following cell markers: CD14, CD31, CD34,
CD45, CD106, and HLA-DR (Additional file 2: Figure S1).
Surprisingly, we found that a knockdown in CD90 expres-
sion in all CD90-shRNAi MSCs obtained here led to a re-
duction in the CD44 and CD166 expression (Fig. 5).

The role of CD166 in MSCs has not been determined
to date. However, CD44 (hyaluronan receptor) [63] is
expressed by a large number of cells and is involved in

cell adhesion, migration, and homing in MSCs [64-66].
Furthermore, CD44 has been recognized as a stem cell
marker for several types of cancer and is strongly linked
to metastatic spread. It has been shown that the reduc-
tion of CD44 in cancer stem cells caused them to differ-
entiate into non-cancer stem cells [67]. The receptor
CD166 (activated leukocyte cell adhesion molecule,
ALCAM) is a member of the immunoglobulin superfam-
ily of cell adhesion molecules [68, 69] and is present in
undifferentiated MSCs and other cell types [70]. Like
CD44, CD166 has been shown to participate in tumour
invasion [71-73]. A recent study using liver cancer cell
lines relates the close interaction between CD44 and
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short hairpin

Fig. 6 Reduction of CD90 expression stimulates MSC osteogenesis. MSCs, ShRNA control MSCs, sShRNA CD90 MSCs, and CD90-negative MSCs from
dental pulp (DPSO), amniotic fluid (AF-MSC) and adipose tissue (ADSC) were tested in parallel for their ability to differentiate in vitro into osteogenic
lineages. Calcified deposits were evidenced by Alizarin Red Staining (AR) in cells after 4 weeks of growth in osteogenic induction medium. Calcification
was assessed by gross appearance (a) and light microscopy (b). Data shown are representative of multiple replicates. OS osteogenic induction, sh

CD166. The authors showed that a knockdown of
CD166 inhibits the expression of CD44 via the NFkB
pathway [74].

CD90 has also been identified as a candidate marker for
adult stem cells. Few studies have shown a functional asso-
ciation between CD90 and CD44 or CD166 markers. Strik-
ingly, the few data showing association come from cancer
stem cell research: CD90, CD44, and CD166 are notably
considered cancer stem cell markers [44, 70, 71, 75]. Our
results showed that the knockdown of CD90 leads to a de-
crease in CD44 and CD166 expression, which could indi-
cate a shift in the stemness state of MSCs towards a state
more susceptible to differentiation.

CD90 has been linked to the spindle-shape of lung fi-
broblasts. Observing lung fibroblasts sorted on the basis
of CD90 expression, Phipps and co-workers [76] affirmed
that the lung CD90™ fibroblast subpopulation showed a
more polygonal shape than the spindle-shaped CD90" fi-
broblasts. In contrast to these observations, in our study, a
reduction in CD90 expression in shRNA CD90 MSCs and
CD90-negative MSCs did not present altered morphology

or proliferation rate when compared to control cells
(Fig. 3). Here, we also demonstrated that a reduced ex-
pression of CD90 does not affect the immunosuppressive
activity of MSCs on lymphocyte proliferation in vitro
(Fig. 5), a very important therapeutic MSC property.

We carried out assays to investigate the differentiation
of CD90-ablated MSCs into osteogenic and adipogenic
lineages. In our differentiation assays, shRNA CD90
MSCs and CD90-negative MSCs showed a higher rate of
adipogenic differentiation when compared to the con-
trols (Fig. 8). In the same way, an enhanced osteogenic
differentiation was observed in samples of shRNA CD90
MSCs and CD90-negative MSCs. Alizarin Red S staining
showed that CD90-negative MSCs, the CD90 negative
fraction of shRNA CD90 MSCs, accumulated more min-
eralized matrix than shRNA CD90 MSCs (Figs. 6 and 7).
According to our results, the knockdown of CD90 ex-
pression in MSCs facilitates osteogenic and adipogenic
differentiation.

Recently, Woeller and colleagues [77] showed that
CD90 controls adipogenesis. They had previously
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observed that CD90-null mice gain weight at a faster rate,
and that ectopic overexpression of CD90 blocked adipo-
genesis [77]. They also stated that, although pre-adipocyte
fibroblasts expressed CD90, fat adipocytes presented al-
most undetectable CD90 levels. In agreement with this
study, we also observed that a loss of CD90 expression in
MSCs increased the production of adipogenic matrix in
vitro. Based on their study, Woeller and colleagues [77]
suggest that CD90 could be a new therapeutic target for
obesity. However, our results indicate that this differenti-
ation facilitation related to decreased CD90 expression is
not only for adipogenic differentiation, since we observed
the same facilitation for osteogenic differentiation. Our
data indicate that the knockdown of CD90 seems to lower
the stemness guard of MSCs, thereby enabling further dif-
ferentiation when in the presence of the specific stimuli.
The finding that the level of CD90 regulates both
MSC adipogenesis and osteogenesis is very interesting,
because it is well accepted that differentiation stimuli
usually cause an “inverse relationship” between adipo-
genic and osteogenic differentiation [78], although the
molecular pathways that can converge into adipogenesis
and osteogenesis have not been completely elucidated.
Here, we demonstrated that the production of mineral-
ized matrix directly correlates with the level of CD90 ab-
lation: higher in the samples of CD90-negative MSCs
than shRNA CD90 MSCs. It is unclear how CD90 can
affect adipogenesis. However, it has been demonstrated
that CD90 also regulates RhoGTPase activity in fibro-
blasts. Exogenous expression on CD90-non-expressing

fibroblasts results in Rho GTPase activation [42]. CD90
participates in many signalling pathways, and it is be-
coming clear that, although CD90 has been recognized
as a plain cell marker, it is also an important regulator of
MSC signalling [79]. In order to accurately understand
the effects of CD90 on all cis- and trans-signalling
networks that it participates in, significant further stud-
ies are required. Improving our knowledge of these
mechanisms may allow a better understanding of MSC
stemness and differentiation.

An increasing number of studies have shown that
MSCs from different sources display significantly di-
verse properties and characteristics that may impact
on their future therapeutic applications. The capacity
of differentiation may vary according to the cell
source [7, 59, 60]. In agreement with previous reports
[59, 80-82], we observed that cells from the dental
pulp tissue and aminiotic fluid produced a larger
quantity of osteogenic matrix than cells from adipose
tissue (Figs. 6 and 7). Despite the expected variance
in the differentiation potential among MSCs from dif-
ferent tissues [83, 84], we confirm that a reduction in
CDY0 expression leads to a more efficient osteogenic
differentiation, irrespective of the source.

CD90 is a GPI-anchored protein expressed in vari-
ous cell types. In general, it appears to influence cell
proliferation, differentiation, migration, and survival.
The functions of CD90 are tissue- and cell-specific
and, in the present work, we found that shRNA-
induced knockdown in human MSCs increases the
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Fig. 8 Reduction of CDY0 expression stimulates the adipogenesis of mesenchymal stromal cells (MSCs). MSCs, short hairpin (sh)RNA control MSCs,
shRNA CD90 MSCs, and CD90-negative MSCs were tested for their ability to differentiate into adipogenic lineages. a Representative photomicrograph
images show oil red staining indicative of adipogenic differentiation. MSCs from dental pulp (DP5C), amniotic fluid (AF-MSCs), and lipoaspirate (ADSC)
were cultured in the non-differentiation medium MSCs (control) and adipogenic differentiation medium (AD). The images shown are representative of
two independent experiments. b Oil red dye retained in the lipid vacuoles was measured by determining the optical density (OD) at 510 nm. Data
shown represent the mean + SD of one experiment performed in triplicate (n = 7). *p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0001

differentiation efficiency of these cells. Our group previ- of MSCs. Immediately after the induction of differenti-
ously showed that CD90 expression could be used as an  ation, a progressive decrease in CD90 mRNA level corre-
indicator to follow the differentiation commitment degree  lates with the degree of differentiation observed [25]. It is
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important to reiterate that the ablation of CD90 expres-
sion did not result in a spontaneous differentiation. How-
ever, it facilitated MSC differentiation in the presence of
inductors, indicating that CD90 may play an important
role in maintaining the undifferentiated state of MSCs,
perhaps by acting as an obstacle to be overcome during
the early steps of cellular differentiation commitment.

Conclusions

Taken together, the current data indicate that the abla-
tion of CD90 in MSCs represents a promising alternative
strategy and an efficient approach to increase MSC dif-
ferentiation efficiency in vitro; it may, therefore, be used
in the future to improve MSC differentiation yields in
cellular therapy. Further studies are needed to evaluate
whether this approach facilitates all the in vitro differen-
tiation protocols established for MSCs, and how the ab-
lation of CD90 affects migration/homing and the
therapeutic potential of those cells in in vivo MSC ther-
apy models. Our results showed that the knockdown of
CD90 leads to a decrease in CD44 and CD166 expres-
sion, which could indicate a shift in the stemness state
of MSCs towards a state that is more susceptible to
differentiation.

Additional files

Additional file 1: Table S1. Surface protein expression of transduced
and non-transduced MSCs originated from dental pulp (DPSQ) (n = 3),
amniotic fluid (AF-MSCs) (n= 2), and lipoaspirate (ADSQ) (n = 2) were
analysed by flow cytometry. Data shown represent the mean MF| + SD
obtained in cytometry analysis performed in duplicate. (TIF 177 kb)

Additional file 2: Figure S1. Representative flow cytometry data to
characterise transduced and non-transduced MSC groups studied in this
work. One representative immunophenotypic analysis of groups obtained
from the same dental pulp tissue is shown. Unstained MSC (grey shaded
histogram), MSC (grey line), shRNA control MSCs (black slim line), and
shRNA CD90 MSCs (black thick lines) were harvested and labelled with Ab
against CD90, CD44, CD166, CD73, CD29, CD14, CD45, CD31, CD34,
CD106, and HLA-DR as indicated. FACS analysis demonstrated that MSCs
and shRNA CD90 MSCs were negative for CD14, CD45, CD31, CD106,
HLA-DR, and CD34, and were positive for CD105, CD73, and CD29. MSCs
were positive for CD90, CD44, and CD166, whereas ShRNA CD90 MSCs
showed a reduction in CD90, CD44, and CD166 expression. (TIF 8631 kb)
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