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RESUMO

O estroma da medula éssea, além de conter uma populagdo heterogénea de
células conjuntivas, nervosas e hematopoiéticas, mantém uma quantidade de células
com caracteristicas de células tronco (células mesenquimais indiferenciadas). Estas
possuem capacidade de se diferenciarem em qualquer célula de natureza conjuntiva
quando estimuladas pelo organismo. Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a
adesao, a proliferacéo e a diferenciacdo de células mesenquimais da medula 6ssea
cultivadas sobre membrana de colageno bovino e sobre arcabougo de acido
poliglicolico polilatico (PLGA) com a adicdao do gel de plasma rico em plaquetas
(PRP) e/ ou da proteina morfogenética 6ssea recombinante humana (rhBMP-4). As
células foram coletadas da medula éssea da crista do osso iliaco humana e
separadas por técnica especifica. As células foram cultivadas em dois suportes:
membrana de colageno e arcabougo de PLGA, e receberam 4 tratamentos distintos:
(1) com rhBMP-4, (2) com rhBMP-4 e PRP, (3) com PRP e (4) controle (somente
meio de cultura). Os subgrupos foram avaliados em 6, 9, 14 e 21 dias. Foram
realizadas analises microscopicas das membranas e arcabougos com as coloragoes
de lodeto de Propidio e de Hematoxilina e Eosina. Foi feito PCR em tempo real a fim
de se avaliar a expressao de osteopontina e osteocalcina e PCR convencional para
osteopontina. Os resultados mostraram adesdo celular tanto na membrana de
colageno como no arcabougo de PLGA. Sugere-se haver uma maior proliferacédo e
diferenciagao celular nos grupos que foram adicionados PRP, e rhBMP-4 e PRP
juntos. Nos grupos com rhBMP-4 parece haver uma maior diferenciagao celular que
o grupo controle. Os dados obtidos indicam que o PRP e/ ou a presenga de rhBMP-4
induzem adesao, proliferagao e diferenciagao de células da medula 6ssea em células

de linhagem osteogénica.

Descritores: células de medula éssea; biomateriais; plasma rico em plaquetas;

proteina morfogenética 6ssea; membrana de colageno, PLGA.
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ABSTRACT

The bone marrow besides having a high number of heterogenic cells, like
connective, hematopoietics, and neuronal cells, also presents a great number of stem
cells. These cells are pluripotent, so can differentiate in any connective cell when a
stimulus is given. The aim of this study was to evaluate bone marrow stem cells
adhesion, proliferation, and differentiation to osteoblast in vitro, over a collagen
membrane and a poli-lactic (glycolic) acid scaffold (PLGA), using either recombinant
human bone morphogenetic protein (rhBMP-4) and platelet rich plasma (PRP). Bone
marrow cells were aspirated from iliac crest and purify using specifics techniques.
These cells were separated in main big groups cultured over collagen membrane and
PLGA scaffold. Each culture had 4 distinct treatments: (1) with rhBMP-4; (2) with
rhBMP-4 and PRP; (3) with PRP; and (4) control (only standard medium). The groups
were evaluated after 6, 9 14 and 21 days. Microscopic analysis of collagen
membrane and PLGA scaffold were performed using either Propidium lodide, and
Eosin and Hematoxilin. Real time PCR was performed to identify the expression level
of osteopontin and osteocalcin, and standard PCR to osteopontin. The results
showed cellular adhesion in both biomaterials, and suggest a higher cell proliferation
and differentiation in rhBMP-4 and PRP, and PRP groups. The groups with rhBMP-4
had more differentiate cells that control group. The data obtained here indicate that
PRP and/ or rhBMP-4 induce adhesion, proliferation and differentiation of bone

marrow stem cells into osteogenic lineage.

Key words: bone marrow stem cells; biomaterials; platelet rich plasma;

morphogenetic bone protein; collagen membrane; PLGA
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1 INTRODUGAO

Muitas pessoas necessitam recompor a estrutura 6ssea perdida por extragcoes
precoces de dentes, trauma ou patologias com enxertos 6sseos. O desenvolvimento
de novas abordagens cirurgicas e o emprego de biomaterial para enxertia visam
melhores resultados em termos de prognostico, tempo de recuperagdo € menor

morbidade.

Atualmente, com o advento e dominio da biologia molecular, da engenharia
genética e das pesquisas sobre diferenciacao celular a partir de células tronco, a
Odontologia esta entrando em uma nova fase onde os tratamentos de regeneracao
tecidual serdo cada vez mais previsiveis, com resultados melhores e menos
invasivos. Para tanto, cada vez mais o conhecimento da fisiologia humana se faz
necessario. Entender o metabolismo celular, a sintese de proteinas, as substancias

reguladoras das células e a génese das mesmas € 0 caminho a ser percorrido.

O tecido 6sseo passa constantemente por um processo morfoldégico dindmico
seguindo sua formacéo original. Desta forma, o metabolismo ésseo € mantido por um
constante processo de reabsor¢cao e neoformacao em resposta a mudangas fisicas e
biomecanicas. Este evento é controlado por dois mecanismos: a regulagao sistémica
e a local, que através de horménios controlam os niveis de calcio e fosfato. Junto a

isso ainda existem os fatores de crescimento que atuam sobre todas as células da
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estrutura 6ssea auxiliando no processo de reparo tecidual (Moham e Bayklin, 1991;

Marx, 1998; Anitua, 1999).

Recentemente o uso plasma rico em plaquetas (PRP) tem sido difundido. O
PRP é um produto derivado do processamento laboratorial de sangue autégeno e
sua estratégia terapéutica baseia-se na aceleracdo da cicatrizacdo através da
concentragdo dos fatores de crescimento liberados pelas plaquetas (Marx, 1998;

Beltrao e Andrade, 2001).

O estroma da medula éssea, além de conter uma populagdo heterogénea de
células conjuntivas, nervosas e hematopoiéticas, mantém uma quantidade de células
com caracteristicas de células tronco (células mesenquimais indiferenciadas-CMlI).
Estas possuem capacidade de se diferenciarem em qualquer célula de natureza

conjuntiva quando estimuladas pelo organismo (Krebsbach et al., 1999).

Conforme Aubin (1998), as células tronco e as células progenitoras primitivas
sdo originadas na fase embrionaria através de mecanismos pouco conhecidos e
persistem em repouso formando uma delgada camada no tecido 6sseo de adultos.
Estas células contribuem para a reposicéo de osteoblastos na renovagao 6ssea e na

cicatrizagcao de fraturas.
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A medula éssea de individuos adultos contém células tronco mesenquimais,
entre outras, sendo possivel caracterizar e isola-las da medula éssea coletada da

crista do osso iliaco (Pittenger et al., 1999).

O ciclo de vida de uma CMI é um processo regulado por cinco atividades
fundamentais: ativagao, proliferacdo, migracao, diferenciagdo e sobrevivéncia (ou

morte) (Muschler e Midura, 2002).

A diferenciacdo das CMI tem sido investigada nos ultimos anos, sendo que a
inducdo da diferenciagao celular, in vitro, de células mesenquimais em osteoblastos
ja é dominado com a utilizagcdo de rhBMP-4. Esta proteina 6ssea, sintetizada em

laboratdrio, interfere positivamente nos periodos iniciais de cultura (Loro, 2002).

Portanto, esta pesquisa teve como objetivos avaliar a adesao, a proliferagéo e
a diferenciacdo de células mesenquimais da medula Ossea cultivadas sobre
membrana de colageno bovino e sobre arcabougo de acido poliglicélico polilatico
(PLGA) com a adicdo do gel de plasma rico em plaquetas e/ ou da proteina
morfogenética Ossea recombinante humana (rhBMP-4) e avaliar a qualidade e

velocidade da formacao tecidual.
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2. OBJETIVOS

a) avaliar a adesao das células mesenquimais da medula 6ssea humana
cultivadas sobre membranas de colageno bovino e sobre arcabougos de acido
poliglicdlico polilatico (PLGA), na presenga da proteina morfogenética 6ssea

humana (rhBMP-4) e/ ou plasma rico em plaquetas (PRP).

b) avaliar a capacidade de proliferagdo das CMI da medula éssea humana na

presenca de rhBMP-4 e/ ou PRP.

c¢) avaliar a capacidade de diferenciagédo das células mesenquimais da medula
0ssea humana cultivadas sobre membrana de colageno e arcabougo de PLGA

na presenca rhBMP-4 e/ ou concentrado de plasma rico em plaquetas PRP.
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3 REVISTA DE LITERATURA

3.1 REGENERAGCAO OSSEA

Urist, Delange e Finerman (1983) enfatizaram que o osso difere dos demais
tecidos ndo somente por sua estrutura fisiomecanica, mas também por sua
extraordinaria capacidade de crescer e manter continuos remodelamento e

regeneragao.

Mohan e Baylink (1991) salientaram que o metabolismo 6sseo € mantido por
um continuo processo de reabsor¢cao e neoformacado. Dois mecanismos tém sido
postulados para o controle desse processo: regulagdo sistémica, por meio de
horménios reguladores da taxa de calcio e fosfato, e regulagao local, na qual ocorre
a participacdo de fatores de crescimento que atuam sobre células mesenquimais

indiferenciadas, resultando em neoformacao dssea.

De acordo com Gray (1994), o osso € um tecido complexo que esta
constantemente passando por um processo morfolégico dinadmico, seguindo sua
formacéo inicial, seu crescimento, seu reparo e sua remodelagdo, em resposta a

mudangas fisicas e biomecanicas sofridas pelo organismo.

Durante a totalidade de sua vida, o esqueleto é sujeito a constante

remodelagdo, objetivando manter o tecido 6sseo com suas propriedades
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biomecanicas inalteradas. O remodelamento e a cicatrizacdo de fraturas 6sseas sao
exemplos da capacidade regenerativa do tecido ésseo gragas a atuagao das CMI e
de sua acgao progenitora (células osteoprogenitoras) (Muraglia, Cancedda e Quarto,

2000).

Conforme Ramoshebi et al. (2002), o osso possui uma estrutura de proteinas
fortalecida por fosfato de calcio, além de grande capacidade regenerativa, na qual
todo o processo de formagédo ocorre a partir de uma integracdo bioldgica de
processos bioquimicos, celulares e hormonais continuamente facilitados por um
estado de deposicao, reabsorcdo e remodelagao Osseas. Existem trés pardmetros
fundamentais na engenharia tecidual éssea que vao determinar a capacidade de
osteoinducgao: presenca de sinais osteoindutores soluveis, a viabilidade das células
mesenquimais indiferenciadas em responder e ter a capacidade de se diferenciarem

em células formadoras de 0sso, além de uma adequada matriz extracelular.

3.2 CELULAS MESENQUIMAIS INDIFERENCIADAS

De acordo com Caplan (1991), as CMI sao células progenitoras pluripotentes,
que se dividem muitas vezes e em diversos caminhos formando, entre outros,
tecidos esqueléticos como, por exemplo, cartilagem, osso, tendao, ligamento,
estroma da medula éssea, e tecido conjuntivo. Essas células ndo sdo governadas
por si s6 ou limitadas a um numero fixo de divisbes mitéticas; a sua progénie é

afetada por fatores intrinsecos e extrinsecos que, combinados, sao responsaveis
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pelo controle da expressdo dos padrboes moleculares e celulares, resultando em
tecidos especificos, com funcbdes também especificas, com base no seu repertoério
molecular. Ademais, durante a progressédo da célula mesenquimal indiferenciada até
a finalizagcdo de seu fendtipo, ela sofre a influéncia das regulagbes paracrina e
autdcrina, quando a soma de todos esses sinais intrinsecos e extrinsecos define o

desenvolvimento e o fenoétipo celulares.

O mesoderma origina todos os elementos do esqueleto. A habilidade que as
células mesenquimatosas possuem de se espalhar e migrar, desde as primeiras
fases do desenvolvimento embrionario, entre as camadas ectodérmica e
endodérmica, constitui o elemento-chave para todo reparo tecidual em organismos
adultos relacionados a derme, aos 0ssos e aos musculos (Caplan, 1991). Reddi
(1997) evidenciou que o osso adulto pode conter fatores que estimulam o reparo

0sseo, recapitulando o desenvolvimento embrionario e a morfogénese.

Para Krebsbach et al. (1999), o estroma da medula éssea consiste de uma
populacdo heterogénea de células que fornece suporte estrutural e fisiolégico para
as células hematopoiéticas. Adicionalmente, esse estroma contém células com
caracteristicas de células tronco, as quais se diferenciam em osso, cartilagem,

adipdcitos, além de constituirem um suporte hematopoiético para os tecidos.

Segundo Petite et al. (2000), as células do estroma da medula éssea séo

comprometidas com a regeneragdo, recriando um meio embrionario em tecidos



25

adultos lesados. Além disso, os autores salientaram que tais células tém propensao
de se aderirem em cultura, permitindo-se isolarem de outras células medulares,
sendo possivel verificar a sua proliferacdo e a diferenciacdo em osteoblastos,

condroblastos, mioblastos e adipdcitos.

Células hematopoiéticas estdo amplamente associadas com células do
estroma da medula dssea, tanto in vitro quanto in vivo. No entanto, quando essas
células do estroma estdo em cultura, as células hematopoiéticas bem diferenciadas
sdo normalmente removidas por técnicas de lavagens seletivas e aderéncia (Aubin,

1999; Krebsbach et al., 1999).

Buscando utilizar as CMI como uma forma de terapia génica visando o
tratamento de lesbes 6sseas, Turgeman et al. (2001), em um trabalho realizado in
vitro, transfectaram essas células derivadas da medula 6ssea com o vetor de
adenovirus recombinante contendo a BMP-2 humana. Com as células transfectadas
em cultura, observaram claramente a proliferacéo e a diferenciagado osteogénica das
CMI, enquanto que, in vivo, tais células, depois de transplantadas no radio de ratos,

foram capazes de formar osso e cartilagem, além de regenerar defeitos ésseos.

Kim, Itoh e Kotake (1997), Long (2001) e Thalmeier et al. (2001) destacaram
que a medula éssea contém células com um grande potencial osteogénico, incluindo
células precursoras osteogénicas. Thalmeier et al. (2001), ainda, ao verificarem a

potencialidade osteoblastica das células do estroma da medula &ssea,
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demonstraram que as mesmas, além de uma fonte de fatores de crescimento,
possuem, como parte de seu sistema de células estromais, células tronco
mesenquimais. Sua progénie € capaz de se diferenciar em varias linhagens de tecido

conjuntivo, incluindo os precursores osteogénicos.

Sotille et al. (2002), ao realizarem um estudo in vitro sobre caracteristicas das
CMI encontradas no trabeculado 6sseo humano, obtidas a partir do fémur de
pacientes com idade entre 55 e 80 anos, concluiram que a cultura dessas células,
quando comparadas as células do estroma da medula éssea, apresentam total

semelhanca, em relagao ao tempo e ao padrao de diferenciagdo osteogénica.

As CMI estao presentes, em pequeno numero, em todos os tecidos normais,
permanecendo em repouso até que, a partir de um sinal ou evento, iniciam a sua
dupla capacidade de divisao celular e de auto-renovacao. O resultado dessa divisao
celular leva a duas células-filhas distintas, tendo uma delas a funcao de se proliferar
produzindo progenitoras que, subsequentemente, diferenciam-se para formar um
tecido maduro. A outra célula-filha retorna ao seu estagio original de repouso até que
um novo sinal ocorra. Tal caracteristica mantém o fenoétipo da célula mesenquimal
indiferenciada, preservando toda a capacidade original da célula-mae (Muschler e
Midura, 2002). Os autores acrescentaram, ainda, que do periodo embrionario até o
adulto, as células tronco, em cada 6érgao em desenvolvimento, vao se tornando
progressivamente restritas em sua capacidade de diferenciacéo, ficando cada vez

mais comprometidas com uma determinada fung¢ao. Inicialmente, as populacdes de
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células tronco confinadas a um seleto grupo de tecidos (endoderma, ectoderma ou
mesoderma) sao multipotentes, porém, com o processo de desenvolvimento, poucas
permanecem pluripotentes, capazes de se diferenciar em uma ou mais linhagens.
Outras células tornam-se progressivamente limitadas, com a capacidade de gerar
somente um tipo celular. Essa restricdo parece ser o resultado de mudancas

adaptativas criticas e irreversiveis no nucleo celular.

Katagiri e Takahashi (2002) salientaram que os osteoblastos sédo células
especializadas que atuam diretamente sobre a formacao 6ssea nos vertebrados. O
tecido 6sseo consiste, principalmente, de cristais de hidroxiapatita e varios tipos de
proteinas na matriz extracelular, incluindo colageno tipo I, osteocalcina, osteonectina,
sialoproteina éssea e proteoglicanos. Tanto esses cristais de hidroxiapatita quanto as
proteinas sao regulados pelos osteoblastos e, além disso, a alta atividade enzimatica
da fosfatase alcalina e a resposta a horménios e a citocinas sao caracteristicas

importantes dos osteoblastos.

Anselme (2000) enfatizou que a matriz extracelular do osso € composta por
90% de proteinas colagenas (97% de colageno tipo | e 3% de colageno tipo V) e
10% de proteinas n&o-colagenas (20% de osteocalcina, 20% de osteonectina, 12%
de sialoproteinas, 10% de proteoglicanos, osteopontina, fibronectina, fatores de
crescimento, BMPs e outras), sendo todas essas proteinas sintetizadas pelos

osteoblastos.
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Estudos de Nagai et al. (1999) mostraram que quando uma BMP é implantada
em um tecido subcutaneo de ratos, as CMI sao estimuladas a criar um processo
similar a ossificacdo endocondral. No entanto, tém aumentado as evidéncias de que
as BMPs podem induzir formacgao 6ssea diretamente, sem a sequéncia endocondral.
As pesquisas demonstraram que, em todos os grupos de ratos nos quais a BMP foi

implantada, ocorreu ossificacdo intramembranosa.

Yamamoto, Furuya e Hanada (2002) observaram uma significativa resposta
osteogénica com alta atividade de fosfatase alcalina, deposi¢ao de calcio e formagao
de nddulos 6sseos, na pesquisa in vitro realizada sobre o processo de diferenciagao
osteoblastica pela digestdo enzimatica e fracionada de calvaria de feto de rato, que
possui uma populagdo celular rica em células osteoprogenitoras. Segundo os
autores, os osteoblastos sao células primarias responsaveis pela formagao 6ssea
originadas de células mesenquimais osteoprogenitoras localizadas dentro do tecido

esquelético.

3.3 FATORES DE CRESCIMENTO

Solheim (1998) descreve um trabalho de Levander em 1938, no qual
determinou que um extrato alcodlico de osso induzia a formagao de cartilagem e de
0sso0 ectopico quando injetado intramuscular em ratos, e concluiu que a regeneragao
O0ssea ocorreu, no local, como resultado da ativagdo de algumas substancias

formadoras de 0sso, a partir de CMI.
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Wozney et al. (1990) salientaram que o crescimento e a manutengao de tecido
6sseo constituem um processo complexo influenciado por horménios sistémicos que,
localmente, produzem fatores de crescimento. Além do horménio da paratiredide, da
calcitonina e da vitamina D, que sao conhecidos efetores na remodelagao dssea, os
fatores de crescimento e transformacdo-p1 (TGF-B1), de crescimento e
transformacao-p2 (TGF-B2), de crescimento de fibroblasto basico (bFGF), de
crescimento de fibroblasto acido (aFGF) e de crescimento semelhante a insulina | e
insulina Il (IGF-I e IGF-Il) estdo presentes em grande quantidade na matriz dssea.
Além disso, tem sido demonstrado que essas substancias possuem diversos efeitos

no crescimento e na fungao de células ésseas in vitro.

Esses fatores de crescimento sao polipeptideos, em geral sintetizados por um
tecido especifico, no qual, em baixas concentragdes, atuam como reguladores locais
na fungdo celular. Tais fatores de crescimento promovem a sua ativacdo por se
ligarem a grandes receptores especificos transmembrana, na célula-alvo, a partir de
uma cascata de atividades estabelecidas pela proteina quinase. Via de regra, o
numero de receptores ativos em uma célula diminui quando os fatores de
crescimento estao presentes em excesso e aumentam quando ha uma deficiéncia de
tais substancias. O tecido 6sseo contém varios fatores de crescimento e, a partir de
modernas técnicas de laboratério, incluindo a tecnologia do DNA recombinante, tem
sido possivel, nos ultimos anos, identificar varios fatores de crescimento, incluindo

BMP; IGF-I e IGF-II; TGF-B; PDGF; e bFGF e aFGF (Solheim, 1998).
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As plaquetas sao fontes ricas de fatores de crescimento. Marx e Garg (2005)
descrevem que esses fatores atuam através da ligagao especifica a um receptor de
membrana. Nesse momento, uma proteina transdutora de sinal intracitoplasmatica é
ativada, penetra no nucleo, e ativa uma sequéncia genética especifica para
regulagao celular, sintese de colageno, produgao 6ssea. Os autores explicam porque
a aplicagcado exogena de fatores de crescimento, mesmo em altas concentragdes, nao
pode produzir aberragdes como hiperplasias, tumores benignos ou mesmo malignos.
Fatores de crescimento ndo sdo mutagénicos, sao proteinas naturais atuando sobre

a regulagao genética normal e no processo normal no mecanismo de cicatrizagao.

3.3.1 Proteina Morfogenética Ossea (BMP)

Urist demonstrou em seu trabalho, realizado em 1965, com inducido de
formacdo o6ssea endocondral, que a matriz 6ssea desmineralizada, depois de
implantada em musculo de coelho, tem condicbes de induzir a formagao dssea
ectopicamente, a partir de uma proteina de baixo peso molecular, a qual foi

denominada BMP (Urist, 2002).

As BMPs sao proteinas osteogénicas que tém sido isoladas de diferentes
fontes, incluindo a matriz 6ssea desmineralizada humana, bovina, de coelhos, ratos,

matriz dentinaria desmineralizada e de osteossarcoma humano e de ratos.
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Qualitativamente, as BMPs humanas e bovinas induzem respostas idénticas (Urist,

Delange e Finerman, 1983; Muthukumaran e Reddi, 1985).

Conforme Wozney et al. (1988), com o avango nas investigagdes foi possivel
promover a purificacdo da atividade osteoindutora, além do sequienciamento e da
clonagem de cada BMP. Um ano depois, o autor mostrou, em outro trabalho, o
isolamento do clone de cDNA e a expressdo de trés proteinas recombinantes
humanas, as quais chamaram de BMP-1, BMP-2A e BMP-3 sendo as duas ultimas
membros da superfamilia do TGF-f, enquanto a primeira (BMP-1) aparece como
uma nova molécula reguladora. Em 1990, Wozney et al. concluiram que, apos
analise da sequéncia de aminoacidos da BMP humana, é possivel afirmar que elas
sdo muito semelhantes umas as outras e que formam um subgrupo da superfamilia

do TGF-B.

Segundo Zhou et al. (1993), muitos hormdnios e fatores locais influenciam na
diferenciagdo de osteoblastos. No entanto, as BMPs e as TGFs-f guardam um
interesse particular porque sao produzidas por osteoblastos, além de possuirem a
habilidade, sobre certas circunstancias, de induzir formagao éssea in vivo por uma
cascata de eventos que inicia com a proliferagdo das CMI e finalizam com a

formacéao de osso.

A formagédo Ossea normal passa por um processo prolongado, o qual é

cuidadosamente regulado e esta envolvido com uma sequéncia de fatores de
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crescimento regulados pelos osteoblastos. Embora as BMPs tenham sido
originalmente descobertas em extratos de osso desmineralizado, ainda ndo se sabe
onde esses peptideos sdo produzidos no 0sso, por meio das células ésseas. A partir
da analise da expressdao do mRNA para as BMP-2, BMP-3 e BMP-4, em cultura de
calvaria de fetos de rato, parecem que tais BMPs podem ser produzidas por

osteoblastos e armazenadas na matriz éssea (Chen et al., 1997).

Solheim (1998) descreveu que mais de 15 BMPs ja foram identificadas, mas

somente a BMP-1 n&o integra a superfamilia do TGF-.

Analises utilizando DNA recombinante tém conduzido a identificacdo de genes
de BMPs, sendo que as proteinas sintetizadas por eles sédo totalmente similares em
sequéncia e estrutura. O sequenciamento desses genes tem sido usado para
sintetizar diferentes BMPs, chamadas de recombinantes, em culturas de células de
mamifero. A formagao Ossea induzida pelas BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-5, BMP-6
ou BMP-7 recombinantes ndo se distingue da formac&o do osso, apos implantagao
na matriz 6ssea desmineralizada induzida pela BMP parcialmente purificada de
0ssos humanos ou de animais. A matriz de colageno derivada de osso representa
uma via de suporte adequado para as BMPs recombinantes. O suporte de colageno
reabsorvivel serve como um meio de adesdao e proliferacdo das células
mesenquimais, as quais, em resposta a uma BMPs, se diferenciam para formar novo

osso (Kubler et al., 1998).
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Segundo Murata et al. (1998), a diferenciacdo das CMI em osso e cartilagem é
controlada ndo somente por fatores reguladores, como as BMPs, mas, também, pela

interacdo com a matriz de suporte.

Conforme Nishimura et al. (1998), as BMPs séao relacionadas a embriogénese,

a organogénese e a morfogénese.

Segundo Raval et al. (1996a e 1996b), as BMPs tém sido identificadas pela
sua capacidade de indugdo 6ssea, sendo verificada a ligagdo das mesmas com o
desenvolvimento embrionario de varias células e tecidos, incluindo membros,
pulmdes e rins. Os membros da familia das BMPs desempenham um papel
importante na diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas em células
Osseas, assim como na proliferagao de osteoblastos, inducédo de proteinas da matriz

Ossea e sintese de fosfatase alcalina.

Honda et al. (1997) discutiram que a TGF-f e as BMPs podem atuar
organizando o inicio da diferenciacdo osteogénica, além de ser possivel que sua
acao local sofra influéncia de moduladores locais e sistémicos. Para os autores, cada
subgrupo da familia de BMPs teria condigbes de desempenhar um papel especifico
no inicio da migragcdo de células mesenquimais, assim com na proliferacédo e na
diferenciagao de atividades envolvendo morfogénese 6ssea. Além disso, sugeriram

haver condi¢cdes de que a acado das BMPs sobre os osteoblastos pode envolver uma
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complexa regulagdo da expressdao dos génica, incluindo aumento e diminuicdo da

expressao do mRNA para as proteinas da familia das BMPs.

Yamaguchi (1998) defendeu que as BMPs induzem diferenciagao
osteoblastica a partir de varios tipos celulares, incluindo CMI, células do estroma da
medula 6ssea e pré-osteoblastos. Além disso, as BMPs n&o somente inibem a
diferenciagao miogénica, mas também convertem a diferenciagcao de algumas células

miogénicas em linhagens de osteoblastos.

Guo et al. (1999) salientaram que as BMPs sao capazes de induzir células
mesenquimais a formar osso em mamiferos, com uma consideravel aplicagdo no
desenvolvimento normal do esqueleto por serem citosinas multifuncionais que
regulam o crescimento, a diferenciagdo e a apoptose de varios tipos celulares,

incluindo osteoblastos, condroblastos, células neurais e células epiteliais.

Estudando a estrutura, o mecanismo de agdo, as vantagens e os recentes
casos clinicos na Odontologia sobre a BMP-2 recombinante, Barboza, Caula e
Machado (1999) ressaltaram que as BMPs induzem a formagao de cartilagem e osso
in vivo por um processo complexo de multiplos estagios envolvendo a atividade de
varios fatores de crescimento locais e horménios produzidos sistemicamente. Na
opinido dos pesquisadores, o efeito mais importante observado pelas BMPs e que,
na maioria dos casos, € exclusivo delas, consiste em sua capacidade de diferenciar

células mesenquimais progenitoras em tipos celulares, incluindo condroblastos e
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osteoblastos. As BMPs in vitro tém um efeito relevante nas células durante diversos
estagios da formagédo d6ssea endocondral, quando comparadas a implantagdao de
BMPs in vivo. Por intermédio de quimiotaxia, as BMPs podem trazer células ao local
de implantagdo, induzir células mesenquimais progenitoras a diferenciarem-se em
células formadoras de cartilagem e/ ou osso, além de influenciar na proliferacéo das

mesmas, em varios momentos do processo de desenvolvimento.

Murata et al. (1998) defenderam que as BMPs podem induzir diretamente a

formacao 6ssea, sem depender da sequéncia endocondral.

As BMPs produzem osso por meio de uma complexa série de eventos que
envolvem efeitos autécrinos e paracrinos, além de uma complexa interacido entre as
mesmas. BMPs induzem uma cascata de eventos que comanda a ossificacido
endocondral e membranosa. Essas citocinas atuam promovendo a migragao, a
proliferacdo e a diferenciagao de células formadoras de 0sso e seus precursores.
Somente poucas BMPs sao capazes de induzir formagao 6ssea por si mesmas. Por
exemplo, a TGF-B sozinha ndo € capaz de formar osso ectopicamente, mas isso
pode ser possivel quando em sinergismo com outras citocinas. Citocinas que ndo as
BMPs podem facilitar a formagao 6ssea de outras maneiras, tendo como exemplo o
fator de crescimento de fibroblastos, que possui efeito angiogénico e, por
conseguinte, promove a neovascularizagdo. O PDGF, o IGF-I e IGF-Il, o FGF, o fator
de crescimento e diferenciagdo-5 (GDF-5 ou BMP-14) também sdo exemplos de

agentes osteoindutores (Yoon e Boden, 2002).
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3.4 OSTEOINDUGAO

Einhorn (1995) assegurou que a osteoindugdo € o processo que sustenta a
mitogénese de CMI induzindo a formacdo de células osteoprogenitoras com
capacidade de formar novo osso. Diferentemente de materiais osteocondutores, que
servem como guia para a regeneragao 6ssea, substancias osteoindutoras provocam

a formacéo 6ssea em locais extra-esqueletais.

De acordo com Reddi (1997), a indugdo Ossea é caracterizada por uma
sequéncia de multiplos passos, em que as fases dessa cascata sdo a quimiotaxia, a
mitose e a diferenciagao em cartilagem e/ ou osso. O autor verificou, em seu trabalho
sobre o desenvolvimento 6sseo endocondral, a influéncia das BMPs na indugao
O0ssea in vivo e in vitro. A quimiotaxia e a migragdo das células mesenquimais
ocorrem no primeiro dia, e a proliferagdo (mitose), até o terceiro dia. A diferenciagao
em condroblastos ocorre no quinto dia e a formagao de cartilagem hialina no sétimo
dia. A partir do nono dia, ocorre a calcificagao da matriz hipertréfica da cartilagem, e
no décimo dia a angiogénese. A formagao éssea inicia no décimo dia, sendo que a
remodelagdo Ossea ocorre do décimo segundo ao décimo oitavo dia e a
diferenciagdo in situ da medula hematopoiética, do décimo oitavo ao vigésimo

primeiro dia.
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Chen et al. (1997), pesquisando o efeito osteoindutor da BMP-2 recombinante
em culturas primarias de osteoblastos da calvaria de fetos de ratos, observaram,
durante 20 dias, que essa linhagem osteoblastica sofreu um processo de proliferagao
e diferenciacao, tendo produzido nédulos dsseos que tinham a caracteristica de um

osso trabeculado normal.

Para Yoon e Boden (2002), a osteoindugéo caracteriza-se pela habilidade que

algumas moléculas possuem de promover a formagao dssea.

Okubo et al. (2000) defenderam que a osteoindugao nao depende apenas das
células do hospedeiro, mas, também, da presenca de CMI. A potencialidade da
osteoinducao vai depender da habilidade que uma certa molécula e um determinado
local tem para induzir CMI a formar osso. Para os autores, a formagao Ossea é
influenciada por muitos fatores, sendo o suprimento sanglineo o mais importante,
pois aumenta a oxigenacgao tecidual e, consequentemente, a formagao de colageno,
a proliferacao de fibroblastos e capilares, a atividade de osteoblastos e osteoclastos,

além da formacao e da mineralizagao do calo ésseo.

3.5 PLASMA RICO EM PLAQUETAS

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto derivado do processamento

laboratorial de sangue autdégeno. Sua estratégia terapéutica fundamenta-se na

aceleracdo da cicatrizagcao através da concentracdo dos fatores de crescimento
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(Lenharo, 2001). Isto ocorre porque as células da medula éssea, presentes no
material de enxerto, possuem receptores para os fatores de crescimento e a
presenca do PRP reduz significativamente o tempo para a maturagao e consolidacao

do enxerto, aumentando a densidade do trabeculado 6sseo (Marx et al., 1998).

Assim sendo, o PRP é uma fonte autégena de multiplos fatores de
crescimento isenta de caracteristicas toxicas ou imunorreativas e tem sido utilizado,
associado aos enxertos 0sseos, para acelerar os caminhos da cicatrizacdo da ferida

cirargica (Anitua, 1999).

A cirurgia esta constantemente envolvida com os processos de regeneragéao e
reparo tecidual. A forma, a qualidade e a rapidez desses processos sao abordadas
como fatores fundamentais na recuperagao tanto de um paciente submetido a um
procedimento de enxerto 6sseo quanto de um paciente com fratura nos ossos faciais.
A cirurgia ndo garante nem promove a cicatrizagdo dos tecidos. O que se tenta é
remover obstaculos que se interponham a essa cicatrizagdo tais como infecgoes,
instabilidade, corpo estranho. O PRP, devido a seus fatores de crescimento, tornou-
se um acessorio valioso na cicatrizagao tecidual na odontologia. No pés-cirurgico,
esse concentrado auxilia no inicio do reparo e da regeneracédo de tecidos moles e
duros. Com isso, clinicos e cientistas comecaram a pesquisar o uso do PRP em
odontologia como uma forma de melhorar, ou acelerar, esse processo cicatricial. O
PRP é um coagulo sanglineo autégeno normal que contém um numero altamente

concentrado de plaquetas. Por ser proprio do paciente esta livre de doencas
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transmissivas e nao ha risco de reagcbes de hipersensibilidade. O minimo de
plaquetas necessarias para ser considerado como PRP pode gerar discussdes,
porém uma concentracdo de um milhdo/ uL de plaquetas, ou ainda uma contagem de
4 a 7 vezes maior que o normal para o paciente provaram ser eficientes clinicamente
(Marx e Garg, 2005). Os mesmos autores relatam que em um coagulo comum ha a
presenca de, aproximadamente, 94% de hemacias, 6% de plaquetas, e menos de
1% de leucécitos. No PRP esse valor muda, encontrando-se em média 94% de

plaquetas, 5% de hemacias e 1% de leucdcitos.

O remodelamento e a cicatrizacdo de fraturas Osseas sdo exemplos da
capacidade regenerativa do tecido 6sseo gracas a atuagao das CMI e de sua agao

progenitora (células osteoprogenitoras) (Muraglia, Cancedda e Quarto, 2000).

O organismo humano utiliza os fatores de crescimento para promover o rapido
aumento do numero de CMI no sitio cicatricial durante o tempo de reparo e
cicatrizagdo (Marx et al., 1998). Estes polipeptideos s&o responsaveis por regular
diversos eventos celulares tais como a sintese de DNA, a quimiotaxia, a
citodiferenciacao e a sintese de matriz (Giannobile, 1999). Também contribuem para
a regeneragao 6ssea e o incremento vascular, caracteristica vital para a cicatrizagao
do enxerto ésseo (Aghaloo et al., 2002), e assim parecem significar a chave para o

entendimento e modulagao dos processos cicatriciais (Dinato e Polido, 2001).
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Tem-se teorizado que a quantidade acentuada de fatores de crescimento do
PRP inicia a atividade das células 0sseas indiferenciadas de forma mais completa do
que ocorreria, atualmente, através da area de coagulagado no enxerto (Marx, 1999;
Garg, 1999). Eppley, Woodell, Higgins (2004) mostraram a quantidade de fatores de
crescimento obtidos no concentrado de PRP em relagao ao sangue. Concluiram que
uma variedade de fatores de crescimento s&o detectados e liberados em niveis bem
superiores no PRP. Com isso, sugeriram que 0 mesmo possa ser usado com grande

valia na cicatrizagao tecidual de diversos tipos.

Carlson e Roach (2003) fizeram uma revisao da literatura sobre o uso do PRP
no reparo de feridas em Odontologia, em especial em cirurgia bucomaxilofacial e
periodontia. Todos os artigos revisados relataram beneficios no uso do PRP e, com
isso, dos fatores de crescimento PDGF e TGF-3 como coadjuvante da cicatrizagao
tecidual. O processo de obtencido do PRP tornou-se pratico, com facil uso no trans-
cirurgico, e efetivo em diversas cirurgias bucais, além de ter mostrado resultados

promissores na terapia de regeneracao do tecido periodontal.

Gandhi et al. (2005) realizaram um estudo em ratos diabéticos onde faziam
uma fratura no fémur e utilizavam o PRP trans-cutaneo para verificar se haveria
beneficio no reparo 6sseo. Baseados nos resultados obtidos, os autores sugeriram
que o PRP possa ser usado em casos de fraturas em pacientes com algum risco

sistémico que possa comprometer a cicatrizagao.
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3.6 MEMBRANA DE COLAGENO

A membrana de colageno é um material natural (biomaterial), utilizado em
regeneragao 0ssea guiada, absorvivel, que apresenta a finalidade de fornecer uma
barreira mecanica para possibilitar o reparo 6sseo, impedindo a interferéncia de
fibroblastos na regido. Além disso, as membranas de colageno nao necessitam re-
intervengao cirurgica e o seu tempo de absorgdo pode ser modulado por agentes
quimicos (Caiazza et al., 2000). Esses autores realizaram um estudo para avaliar a
performance mecanica e a estrutura do osso neoformado ao redor de um implante de
titdnio através de técnicas de regeneragcado 6ssea guiada em ratos. Foram colocados
dois implantes em fémur de ratos e criados defeitos ao redor da porgcao superior
desse implante. Os implantes do grupo teste foram recobertos por membrana de
colageno antes da sutura por planos, enquanto no grupo controle ndo. Os resultados
radiograficos, mecanicos e histolégicos mostraram que nos defeitos criados ocorreu
reparo 6sseo nos dois grupos, ndo havendo diferenga estatisticamente significativa,
embora com um leve favorecimento no grupo tratado com membrana de colageno.

Sugeriram, por fim, que essa barreira possa facilitar o reparo 6sseo.

Em um estudo em cachorros, Tal et al. (2005) compararam a regeneragao
ocorrida em defeitos realizados ao redor de dentes, que incluiam a remocao de 0sso,
cemento e ligamento periodontal. Usaram como teste osso bovino desproteinado
particulado, com ou sem a adigdo de colageno. No grupo controle o coagulo foi

deixado se formar livremente. Todos os grupos foram divididos ainda em mais dois
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subgrupos que diferiram entre si pela protegdo ou ndo com membrana de colageno.
Os autores observaram melhor regeneracdo em todos os grupos em que a barreira

com membrana de colageno foi mantida.

Ozmerig et al. (2000) realizaram também um estudo em cachorro, criando um
defeito 6sseo em duas paredes ao redor de dentes mandibulares. No grupo teste, foi
colocada barreira com membrana de colageno entre o dente e o defeito, enquanto o
grupo controle ndo recebeu a membrana. As amostras foram analisadas aos 30, 60,
e 90 dias pds-operatérios, e os dados analisados por histomorfometria. O ganho
O0sseo e periodontal, assim como a recessdo gengival, foi semelhante nos dois
grupos. Os autores nao encontraram diferencas estatisticamente significativas entre

os tratamentos.

Os defeitos intra-6sseos apresentam um grande desafio na periodontia, pois
sua regeneracao é dificil. Sculean et al. (2005) realizaram um estudo em humanos
comparando areas de defeito intra-0sseo tratados com osso bovino liofilizado e
recoberto com membrana de colageno com a técnica de retalho periodontal. Os
resultados mostraram diferenga significativa no nivel clinico de insergéo periodontal,
mostrando que o emprego do osso liofilizado associado a membrana de colageno é

util no tratamento desse tipo de defeito.

3.7 ARCABOUGO DE ACIDO POLIGLICOLICO POLILATICO
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O arcabougo de acido poliglicélico polilatico (PLGA) € um material flexivel,
absorvivel em até 6 meses, projetado para estimular o crescimento de tecido ésseo,
especialmente indicado para periodontia. Promove um suporte fisico para o
crescimento de novo tecido. Recentemente as culturas de células em arcaboucgos de
PLGA resultaram em desenvolvimento de substitutos 6sseos e de cartilagem.
Embora o PLGA parece ser indicado para engenharia tecidual, a sua resisténcia
mecanica, poros de tamanhos reduzidos e superficie com propriedades hidrofdbicas
limitam seu uso. O tratamento de superficie de um arcabougo € um importante
método para atingir caracteristicas de superficie para a adesdo e proliferagdo de
células. PLGA tem sido usado como arcabougo para engenharia tecidual devido a
suas propriedades fisicas favoraveis. Entretanto, a superficie quimica do PLGA nao
promove uma adequada adesdo e proliferacdo celular devido a sua natureza

hidrofébica (Lee et al., 2002).

Wu et al. (2006) avaliaram diferentes tratamentos de superficie para os
arcaboucgos de PLGA. Encontraram que o tratamento de superficie com biomateriais
naturais aumentam significativamente a propriedade hidrofilica do material. O
tratamento com quitosan (copolimero de glicosamida e N-acetilglicosamida, de
origem de exoesqueleto de insetos e invertebrados marinhos), preveniu a rapida
degradacdo do material, que poderia ser esperada pela a liberacdo de acidos,

através da neutralizacao do pH pela liberagao de aminoacidos basicos.
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Para melhorar a capacidade de adesao celular ao arcabougo de PLGA, Lee et
al. (2006) adicionaram matriz de colageno, derivada de por¢do submucosa da
bexiga, a estrutura, devido a capacidade de adesdo e proliferagdo celular ao
colageno. Relataram que esse compdsito é hidrofilico e que possui poros com
interconectividade por todo o arcabougo, que resulta em facil adesao e proliferagao

celular.
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4. METODOLOGIA

4.1 CONSIDERAGOES ETICAS

Este projeto foi idealizado de acordo com o capitulo XIV, art. 94-99, das
Normas de Pesquisa em Saude da PUCRS e do Conselho Nacional de Saude (CNS)
— Resolugao n. 01 de 13 de junho de 1988 e em observancia da lei 6638, de 08 de
maio de 1979. Foi aprovado pelo Comité Cientifico e de Etica da Faculdade de
Odontologia da PUCRS (Anexo B) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS

(Anexo C).

4.2 HIPOTESES

H1- As células mesenquimais da medula éssea humana aderem e

diferenciam-se em osteoblastos sobre membrana de colageno bovino e sobre

membrana de PLGA in vitro;

H2- O uso da BMP acelera a diferenciacao celular;

H3- O uso de PRP acelera a diferenciacao e proliferagcao celular;

H4- A associacao entre rhBMP-4 e PRP acelera a diferenciagcao e reproducao

celular.
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4.3 AMOSTRA

4.3.1 Obtencgao das células mesenquimais indiferenciadas

As células mesenquimais indiferenciadas empregadas neste estudo foram
obtidas a partir da medula é6ssea do iliaco de um doador humano submetido a
cirurgia de enxerto 0sseo, para posterior reabilitagcdo bucal com protese sobre
implantes osseointegrados. Este procedimento nao acarretou dano extra ao paciente,

o qual assinou o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1).

No momento da cirurgia, o sangue da medula 6ssea foi aspirado com duas
seringas de 20 mL acopladas a uma agulha trocarter. Apds, o material foi transferido
para um tubo estéril e armazenado em banho de gelo até a separagdo em gradiente

de densidade (Figura 1).

As células foram separadas, por centrifugagdo, em gradiente de densidade
usando Histopaque®-1077 (Sigma Diagnostics, USA). Para tanto, as células foram
re-suspensas com um volume igual ao de medula com meio de cultura D-MEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Media; Invitrogen, USA), colocadas sobre 72 do volume
de Histopaque® e centrifugadas (MSE Mistral 2000, USA) a 400 g, durante 30
minutos. A camada de células mononucleares foi retirada e lavada com 50 mL de

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline; Invitrogen, USA) e centrifugada a



48

1.500 rpm, por 3 minutos. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de excluséao
com azul-tripan em hemocitémetro (Optik Labor, USA) e as células re-suspensas a

uma densidade de 0,5 x 10° células/ mL.

Figura 1- A. Puncédo para a aspiragédo da medula 6ssea da crista do iliaco. B.
Seringas contendo aproximadamente 30 mL de sangue da medula 6ssea.

4.3.2 Preparo da Membrana de Colageno e do Arcabougo de PLGA

As membranas de colageno (Baumer), 4 no total, originalmente mediam
20mm? e foram uniformemente recortadas em 16 porgées medindo, entdo, 5mm X
sSmm.

Os arcabougos de acido poliglicélico e polilatico (PLGA) (Surgitime Expanded,
Bionnovation, Bauru, Brasil), 4 no total, mediam originaimente 20mm?® Foram

divididos em 16 pedagos medindo 5mm?®.

4.3.3 Preparo do Plasma Rico em Plaquetas
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Foram coletados 30 mL de sangue periférico do paciente, distribuidos em 6
tubos “vacutainer” de 5 mL, cada um contendo 0,5 mL o anticoagulante citrato de
trissédio a 10%. As amostras foram centrifugadas a 1000 rpm, por 6 minutos, a uma
forca de 160 g, protocolo esse estabelecido por Chaves Jr. (2003) e utilizado como
padrao pelo Servico de CTBMF do Hospital Sdo Lucas da PUCRS. Apéds a
centrifugacdo, 1 mL de PRP foi aspirado com pipetador calibrado de cada tubo
“vacutainer” e colocado em um frasco estéril. Adicionou-se cloreto de calcio a 10%,
numa propor¢ao de 10/1, a fim de ativar o PRP. Aguardou-se a coagulagdo do

concentrado e aplicou-se 1/16 em cada poco de cultura.

4.3.4 Composicao da Amostra:

A amostra se dividiu em dois grupos (A e B), os quais se dividiram em 4

subgrupos (1, 2, 3, 4). Foram avaliadas 2 membranas ou arcabougos de cada

subgrupo aos 6, 9, 14 e 21 dias.

Grupo A

A1- Composto por CMI com o uso da rhBMP-4 sobre um arcabouco de PLGA.

A2- Composto por CMI com o uso da rhBMP-4 e do PRP sobre um arcabouco

de PLGA.

A3- Composto por CMI com o uso do PRP sobre um arcaboucgo de PLGA.
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A4- Composto por CMI sobre um arcabougo de PLGA, sendo este o grupo

controle.

Grupo B

B1- Composto por CMI com o uso da rhBMP-4 sobre uma membrana de

colageno.

B2- Composto por CMI com o uso da rhBMP-4 e do PRP sobre uma

membrana de colageno.

B3- Composto por CMI com o uso do PRP sobre uma membrana de colageno.

B4- Composto por CMI sobre uma membrana de colageno, sendo este o

grupo controle.

Foi ainda mantido um poc¢o cultura, para cada dia de avaliacdo, contendo
apenas CMI, classificado como C6, C9, C14, C21.
4.4 CARACTERIZAGAO DAS POPULAGOES CELULARES POR CITOMETRIA DE

FLUXO
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Uma aliquota da preparacao foi usada para citometria de fluxo. Para a
caracterizagao das populagdes celulares presentes na suspensido de células foi
realizada pela técnica de citometria de fluxo com anticorpos marcados com
fluoréforos compativeis para analise em duplas. Para tanto, empregou-se o anticorpo
anti-CD34 marcado com fluoresceina (FITC) e anti-CD117 (c-kit) marcado com
ficoeritrina (PE) em uma analise e na outra, anticorpo anti-CD45 marcado com
ficoeritrina-Cy5 (PE-Cy5) e CD105 marcado com ficoeritrina (PE), além do tubo com
células sem marcacao e controle de isotipo (IgG-PE, IgG-FITC). As suspensoes
foram analisadas em um citbmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San Jose, USA) em uma aliquota de 100 ul de
suspensao celular onde foram acrescentados 5 uL de cada anticorpo e a solugao foi
incubada a 4°C por 30 minutos no escuro. Apoés o periodo de incubagdo, a amostra
foi centrifugada a 200 g por 5 minutos e 0 sobrenadante foi descartado. A amostra foi
lavada com 3 mL de PBS (PBS, 0,1% de azida sodica e 1% de FBS) por
centrifugagcdo a 200 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células
foram re-suspensas com 1 mL de 3,7% de paraformaldeido em PBS. As amostras

foram analisadas no dia seguinte a preparacgéo.

4.5 CULTURA DE CELULAS DA MEDULA OSSEA SOBRE OS SUPORTES

As CMI foram cultivadas em placas de cultura de 24 pogos (500 uL de
suspensao celular/ pogo) contendo a membrana de colageno ou PLGA a 37°C por 24

horas, em estufa contendo 5% de CO, em meio D-MEM suplementado com 10% de



52

soro fetal bovino (FBS, Invitrogen, USA) inativado durante 30 minutos a 56°C, 1% de
uma solugao de estreptomicina-penicilina (10.000 g/ mL, 10.000 U/ mL, Invitrogen,
USA) e 0,1% de gentamicina (10 mg/ mL, Invitrogen, USA). Nos grupos onde as
células foram cultivadas na presenca de rhBMP-4 esta foi adicionada ao meio de

cultura a uma concentragao de 40 ng/ mL.

4.6 ANALISE DA PROLIFERAGAO CELULAR SOBRE A MEMBRANA DE

COLAGENO BOVINO E O ARCABOUGO DE PLGA

Para analise da proliferagao celular das células mesenquimais, a membrana de
colageno bovino e a membrana de PLGA foram removidas apos 6, 9, 14, e 21 dias
de cultura. As células tiveram seus nucleos corados com o agente intercalante de
DNA, lodeto de Propidio. Para isso, apds a remocdo do meio de cultura, as
membranas foram lavadas com DPBS por duas vezes e coberta com 200ul de lodeto
de Propidio por 10 minutos. As membranas foram colocadas em uma |lamina para
analise e observagao das células em microscépio éptico sob luz ultravioleta (Axiolab,

Zeiss, Alemanha).

Igualmente, a membrana de colageno e o suporte de PLGA foram fixados em
formol tamponado a 10%. Posteriormente, foram incluidos em parafina e para
subsequente processo laboratorial de confecgao das laminas histolégicas, e coradas

com hematoxilia-eosina (HE) no Laboratério de Anatomia Patoldgica do Hospital Sdo
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Lucas da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul. Sec¢cbes de 4 um
de espessura foram obtidas com o auxilio de um microtomo (Leica, SM 2000R,
Alemanha). Os cortes foram colocados em |laminas pré-tratadas com 10% de poli-L-
lisina (Sigma, USA) e levados a estufa a 60°C por 24 horas. Os cortes foram
desparafinizados por incubagdo em xileno por 10 minutos por trés vezes, seguido da
re-hidratagdo dos cortes em sequéncia de etanol em concentracbes decrescentes,
comegando com etanol absoluto, 90%, 80% e 70% por 3 minutos em cada diluicdo. A
seqguir, os cortes foram lavados trés vezes em agua destilada e as laminas foram
coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) de Harris por 15 segundos. Apos lavagem
em trés banhos de agua, as laminas foram mergulhadas em uma solugdo de amodnia
37 mM. Apds a contra-coloragdo, a laminas foram lavadas em trés banhos de agua
morna, seguido de desidratagdo em concentragdes crescentes de etanol (80%, 90%
e puro, respectivamente) por 3 minutos em cada diluicdo. Apos dois tratamentos por
5 minutos em xileno, os cortes foram cobertos com laminulas montadas em Entellan®
(Merck, Alemanha). As amostras foram analisadas em microscopio de luz direta

(Axiolab, Zeiss, Alemanha).

4.7 ANALISE DA DIFERENCIAGAO CELULAR ATRAVES DA TECNICA DE RT-

PCR

4.7.1 Extracdo de Acido Ribonucléico (RNA) e purificagio do RNA mensageiro

(mRNA)



54

A expressdao do mRNA para as proteinas osteocalcina e osteopontina pelas
células cultivadas na membrana de colageno bovino e PLGA foi detectada pela
extracdo do RNA total seguido de uma reagao de transcricao reversa e reagao em
cadeia da polimerase (RT-PCR) usando oligonucleotideos iniciadores especificos

para cada uma dessas proteinas.

As membranas (colageno e PLGA) foram retiradas das placas de cultura e
lavadas em PBS. A seguir foram incubadas com 100 pyL de solugdo de tripsina/
EDTA 5,3 mM (Invitrogen, USA), em tubo Eppendorf, durante 5 minutos em estufa a
37°C com 5% de CO, A seguir os tubos foram agitados e as membranas foram
removidas. A amostra foi centrifugada a 8000 rpm, por 10 segundos, e o
sobrenadante descartado. As células foram re-suspensas com 100 uL de RNA holder
(Bioagney, Brasil), mantidas por 18 horas a 4°C e finalmente armazenadas a -20°C

até a extracdo do RNA total.

Para a extracdo do RNA total, 100 yuL de PBS foram adicionados aos tubos
para diluir o RNA holder e as amostras foram centrifugadas a 14 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso com uma solugao de
TRIZOL Reagent (Invitrogen, USA). As células foram lavadas uma vez com 1 mL de
DPBS. Apds, foram adicionados 100 uL de DPBS e 400 pyL de TRIZOL Reagent e
incubadas, por 5 minutos, a temperatura ambiente para destruicido das membranas
celular e nuclear e liberacdo dos acidos nucléicos. Apds o periodo de incubacéao, as

suspensdes foram retiradas da placa de cultura e transferidas para um tubo



95

Eppendorf seguida da adigdao de 80 pL/ tubo de cloroférmio gelado. As amostras
foram homogeneizadas durante 15 segundos, incubadas, por 10 minutos, a
temperatura ambiente, e centrifugadas (Eppendorf 5417R, USA) a 14.000 rpm, por
15 minutos, a 4°C. Terminada a centrifugagdo, o sobrenadante foi transferido para
novo tubo, onde foram adicionados 200 yL de alcool isopropilico gelado e incubados
por, pelo menos, duas horas, a -20°C. As amostras foram centrifugadas, por 10
minutos, nas mesmas condicdes. Os precipitados foram lavados com 500 pL de
etanol 75%, gelado, e centrifugados a 14.000 rpm, por 15 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi aspirado e os tubos permaneceram a temperatura ambiente
durante aproximadamente 30 minutos para secar o precipitado. Uma vez secos, 0s
RNAs foram solubilizados com 20 pyL de H,O tratada com dietilpirocarbonato (DEPC
0,1%, Invitrogen, USA) contendo 1 pL de inibidor de RNase (40 U/ uL; Invitrogen,

USA).

Para evitar uma possivel contaminagdo com DNA na extracdo de RNA total,
prévia a transcricdo reversa, as amostras foram tratadas com a enzima
Deoxirribonuclease | (DNase | 124 U/ L, Invitrogen, USA), a qual cliva o DNA de
fitas simples e dupla que contém extremidades 5 fosfato. Assim, os 20 yL de cada
extragdo de RNA total foram digeridos com 10 U da enzima em um volume final de
22 uL. As amostras foram incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Apods esse periodo, a enzima foi inativada pela adi¢cdo de 1 uL de 25 mM de EDTA e

incubadas, por 10 minutos, a 65°C.



56

4.7.2 Transcrigao Reversa para obtengcao dos cDNAs

Uma vez obtido o RNA total das células e tratado com a DNase |, procedeu-se
a uma reacado de transcricdo reversa para a sintese da primeira fita de DNA
complementar (cDNA), utilizando-se a enzima Superscript Il e os oligonucleotideos
iniciadores oligos-dT12.1g (Invitrogen, USA). Para cada reacgéo utilizou-se 22 yL da
extragcado de RNA total, 0,5 pL da enzima Superscript Il (200 U/ uL; Invitrogen, USA),
0,2 pL de oligos-dT12.1s, 4,5 uL de DTT (0,1M; Invitrogen, USA), 4,5 uL de dNTPS
(100 mM; Invitrogen, USA), 4,5 uL de MgCl, (50 mM), 9 pL de tampéao da enzima (5x;
Invitrogen, USA), e H,O-MQ até completar 45 uL de solugdo de reagao. As reagdes
foram incubadas no termociclador (Peltier Termocycler, MJ Research, USA) e
submetidas ao seguinte programa: 10 minutos a 25°C, 45 minutos a 42°C, e 3
minutos a 99°C, em um termociclador. Apds o término da transcri¢cdo reversa foram
adicionados a cada tubo 5 U de ribonuclease H (2 U/ pL; Invitrogen, USA) e as
amostras foram incubadas a 37°C por 20 minutos. Os cDNAs foram armazenados a -

20°C até o uso para a reagéo da PCR.

4.7.3 Quantificagao da expressdao do gene B-actina pela técnica de PCR em

tempo real

O gene B-actina, por ser um gene constitutivo, tem sido amplamente utilizado
como controle da extracdo de RNA e da sintese da primeira fita de cDNA. Assim,

todas as amostras sao avaliadas para a expressao desse gene. Caso sua expressao
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nao seja detectada, significa que houve perda de RNAs durante o procedimento e/
ou armazenamento, o que leva ao descarte da amostra. O fato da amostra ser
positiva para o gene de B-actina e negativo para qualquer outro gene de interesse,
no caso osteopontina e osteocalcina, significa que o mesmo n&o esta sendo

expresso.

O produto da PCR para a B-actina € um fragmento de 390 pb amplificado com
os oligonucleotideos inciadores direto 5 CCT CAT GAA GAT CTT CAC 3’ e reverso

5 GCT TGTAGC TCT TCT CCA 3".

4.7.4 Quantificagdo da expressao dos genes de Osteopontina e Osteocalcina

pela técnica de PCR em tempo real

O produto da PCR para a osteopontina € um fragmento de 313 pb amplificado
com os oligonucleotideos inciadores direto 5° CAT CTC AGA AGC AGA ATC TCC 3’
e reverso 5" CCA TAA ACC ACA CTA TCA CCT C 3. O produto da PCR para a
osteocalcina é um fragmento de 405 pb amplificado com os oligonucleotideos
inciadores direto 5° CGC AGC CAC CGA GAC ACC AT 3" e reverso 5° GGG CAA

GGG CAAGGG GAAGA 3.

A Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo real foi realizada em
termociclador especifico (iCicler, Bio-Rad Laboratories, Sadtler Division, USA) com a

adicdo dos seguintes reagentes em um volume total de 25 pl para cada amostra: 12,5
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ul do Platinum® SYBR® Green (Invitrogen® Life Technologies, Carlsbad, USA); 2,5 ul
de cada oligonucleotideo iniciador (direto e reverso), 2,5 yl dos cDNAs obtidos

previamente e 5l de agua MilliQ.

O Platinum® SYBR® Green possui os seguintes componentes: Fluoréforo
SYBR® Green |; Taq DNA Polimerase (60 U/ mL); Tris HCI (40 mM); KCI (100 mM);
MgCl, (6 mM); dATP, dCTP, dGTP e dUTP (400 uM); UDG (40 U/ mL);

Estabilizantes.

As reacbes foram realizadas de acordo com o seguinte protocolo: Ciclo 1: 95
°C (3 min); Ciclo 2: 30 repeti¢cdes de 95 °C (10 s) e 42 °C (1 min); Ciclo 3: 95 °C (1
min); Ciclo 4: 42 °C (1 min); Ciclo 5: incrementos de 1°C na temperatura a cada 10s,

a partir de 42°C até 100 °C; Ciclo 6: manutencado das amostras a 4 °C.

4.7.5 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) para Osteopontina e Osteocalcina

Foi realizado também a expressao das proteinas osteopontina e osteocalcina

em PCR convencional.

A mistura da reacéo continha 0,5uL do cDNA correspondente a cada amostra,
tampao 10x de concentragcdo, 100uM de dNTPs, 2,5U de Taq DNA polimerase,
25pmol de cada primer e concentragdo MgCl, de 2,0mM. A reagdo de PCR foi
realizada em termociclador nas seguintes condi¢gdes: um ciclo inicial a 94°C durante

cinco minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 45 segundos
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e 72°C por um minuto (desnaturagao, anelamento, e extensao). Um ciclo final a 72°C

por dez minutos foi empregado para a extensao final dos amplicons.

Os produtos da PCR foram misturados a uma solugao de azul de bromofenol,
glicerol, e agua (tamp&o6x) e submetido a eletroforese em gel de agarose 2%
contendo Brometo de Etidio (EtBr), com tamp&o TAE 1x e, apds, visualizados sob luz

ultravioleta.

4.8 ANALISE DOS DADOS

As laminas histolégicas foram analisadas descritivamente, de forma
observacional, a fim de avaliar em quais grupos experimentais ocorreram adesao e

proliferacdo das CMI as estruturas de suporte.

Foi também realizada uma analise descritiva do grau de diferenciagao celular
nos periodos de tempo analisados nesta pesquisa, através dos transcritos para

osteocalcina e osteopontina.
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5 RESULTADOS

5.1 CITOMETRIA DE FLUXO

As populagdes celulares presentes na suspensdo de células foram
caracterizadas pela técnica de citometria de fluxo com anticorpos marcados com
fluoréforos compativeis para analise em duplas.

As células coletadas da medula 6ssea utilizadas neste estudo apresentavam-
se a seguinte distribuicdo: 4,35% CD34", 9,75% CD117", 65,5% CD34*/CD117",
11,5% CD45", 15,35% CD105" e 30,5% CD45'/CD115".

5.2 ADESAO E PROLIFERAGAO CELULAR

As células da medula 6ssea humana foram avaliadas apds cultura in vitro na
presengca de rhBMP-4 e/ ou PRP sobre uma membrana de colageno ou de
membrana de PLGA, em relagdo aos seus aspectos morfologicos e proliferativos,

nos periodos experimentais de 6, 9, 14 e 21 dias.

Foram realizadas avaliagdes microscépicas das membranas, observadas em

microscopio otico, sobre luz ultravioleta e coradas com iodeto de propidio.

A amostra controle de 14 dias com arcabougo de PLGA nao foi possivel

analisar com esta coloragéo.
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Tabela 1- Distribuicdo dos subgrupos em relagao ao dia de analise, quando corados

com lodeto de Propidio.

Subgrupo

Dias de Cultura

14

N
-

A1
A2
A3
A4
B1
B2
B3
B4

X 2 X X =2 =2 X

X

X 2 2 2 N 2 2 =2

2 2 2 2 2 @ =2 =2 2

2 2 2 2 X =2 2 2

Legenda: X mostra os subgrupos nos quais n3o se visualizaram ntcleos marcados.
mostra os subgrupos nos quais houve presenga de nucleos marcados. @ representa
0 subgrupo em que nao se obteve a amostra.

5.2.1 Periodo 6 dias

N&o houve marcacéo nuclear nos subgrupos A1, A4, B1, B3, B4 (figuras 2, 5,

6, 8 e 9, respectivamente). Foi possivel observar presenca de nucleos marcados nos

subgrupos A2; A3; B2, como mostram as figuras 3, 4 e 7, respectivamente.



Figura 2. Fotomicrografia do subgrupo A1 (arcabougo de PLGA no
sexto dia de cultura com rhBMP-4) com marcador de lodeto de
Propidio. Nao se observa a presenca nucleos marcados. Aumento
10x.

Figura 3. Fotomicrografia do subgrupo A2 (arcabougo de PLGA no
sexto dia de cultura com rhBMP-4 e PRP) com marcador de lodeto
de Propidio. A seta aponta um nucleo marcado (seta). Aumento 10x.
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Figura 4. Fotomicrografia do subgrupo A3 (arcabougo de PLGA
em cultura com PRP) com marcador de lodeto de Propidio. Nota-
se a presencga de nucleos marcados (setas). Aumento 10x.

Figura 5. Fotomicrografia do subgrupo A4 (arcabougo de PLGA em
cultura, sem adicédo de rhBMP-4 ou PRP) com marcador de lodeto
de Propidio. Nao se observa a presenca de nucleos marcados.
Aumento 10x.
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Figura 6. Fotomicrografia do subgrupo B1 (membrana de colageno
em cultura com rhBMP-4) com marcador de lodeto de Propidio. Nao
se observa a presencga de nucleos marcados. Aumento 10x.

Figura 7. Fotomicrografia do subgrupo B2 (membrana de colageno
em cultura com rhBMP-4 e PRP) com marcador de lodeto de
Propidio. Nota-se a presencga de nucleos marcados (setas). Aumento
10x.

65



Figura 8. Fotomicrografia do subgrupo B3 (membrana de colageno
em cultura com PRP) com marcador de lodeto de Propidio. Nao se
observa a presenca de nucleos marcados. Aumento 10x.

Figura 9. Fotomicrografia do subgrupo B4 (membrana de colageno
em cultura, sem a adicdo de rhBMP-4 e PRP) com marcador de
lodeto de Propidio. Nao se observa a presenca de nucleos
marcados. Aumento 10x.

66



67

5.2.2 Periodo 9 dias

Apos nove dias de cultura nao foi observada marcagcdo nuclear no
subgrupo B4 (figura 16), entretanto detectou-se a presenga de nucleos marcados nos

subgrupos A1; A2; A3; B1; B2; B3 (figuras 10, 11, 12, 13, 14, 15, respectivamente).

Figura 10. Fotomicrografia do subgrupo A1 (arcabougo de PLGA em
cultura com rhBMP-4) com marcador de lodeto de Propidio. Nota-se
a presenca de nucleos marcados (seta). Aumento 10x.
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Figura 11. Fotomicrografia do subgrupo A2 (arcaboug¢o de PLGA em
cultura com rhBMP-4 e PRP) com marcador de lodeto de Propidio.
Nota-se a presenca de nucleos marcados. Aumento 10x.

Figura 12. Fotomicrografia do subgrupo A3 (arcabougo de PLGA em
cultura com PRP) com marcador de lodeto de Propidio. Nota-se a
presenca de nucleos marcados (seta). Aumento 10x.
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Figura 13. Fotomicrografia do subgrupo B1 (membrana de colageno
em cultura com rhBMP-4) com marcador de lodeto de Propidio.
Observa-se a presenga de nucleos marcados. Aumento 40x.

Figura 14. Fotomicrografia do subgrupo B2 (membrana de colageno
em cultura com rhBMP-4 e PRP) com marcador de lodeto de
Propidio. Nota-se a presenga de muitos nucleos marcados (seta).
Aumento 10x.
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Figura 15. Fotomicrografia do subgrupo B3 (membrana de colageno
em cultura com PRP) com marcador de lodeto de Propidio.
Observam-se a presenga de muitos nucleos marcados (seta).

Aumento 10x.

Figura 16. Fotomicrografia do subgrupo B4 (membrana de colageno
em cultura, sem a adicao de rhBMP-4 e PRP) com marcador de lodeto
de Propidio. Nado se observa a presenga de nucleos marcados.

Aumento 10x.
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5.2.3 Periodo 14 dias

Todos os grupos avaliados apresentaram nucleos marcados com iodeto de

Propidio, apds 14 dias de cultura, como mostram as figuras 17 a 24.

Figura 17. Fotomicrografia do subgrupo A1 (arcabougo de
PLGA em cultura com rhBMP-4) com marcador de lodeto
de Propidio. Nota-se a presenca de poucos nucleos
marcados (seta). Aumento 10x.

Figura 18. Fotomicrografia do subgrupo A2 (arcabougo de
PLGA em cultura com rhBMP-4 e gel de PRP) marcado com
lodeto de Propidio. Nota-se a presenca de muitos nucleos
marcados. Aumento 10x.



Figura 19. Fotomicrografia do subgrupo A3 (arcabougo de PLGA em
cultura com gel de PRP) marcado com lodeto de Propidio. Notam-se
a presencga de muitos nucleos marcados (seta). Aumento 10x.

Figura 20. Fotomicrografia do subgrupo A4 (arcaboucgo de PLGA
em cultura controle) marcado com lodeto de Propidio. Notam-se
a presencga de poucos nucleos marcados (seta). Aumento 10x.
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Figura 21. Fotomicrografia do subgrupo B1 (membrana de
colageno em cultura com rhBMP-4) com marcador de lodeto de
Propidio. Nota-se a presenga de um nucleo marcado (seta).
Aumento 40x.

Figura 22. Fotomicrografia do subgrupo B2 (membrana de
colageno em cultura com rhBMP-4 e gel de PRP) marcado com
lodeto de Propidio. Nota-se a presengca de muitos nucleos
marcados (seta). Aumento 10x.
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Figura 23. Fotomicrografia do subgrupo B3 (membrana de
colageno em cultura com gel de PRP) marcado com lodeto de
Propidio. Nota-se a presenga de muitos nucleos marcados (seta).

Aumento 10x.

Figura 24. Fotomicrografia do subgrupo B4 (membrana de
colageno em cultura) com marcador de lodeto de Propidio. Notam-
se a presenca de dois nucleos marcados. Aumento 40x.
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5.2.4 Periodo 21 dias

N&o houve marcagao nuclear no subgrupo A4 (figura 28). A presencga de
nucleos marcados foi detectada, apds 21 dias de cultura, nos grupos A1, A2, A, B1,

B2, B3 e B4 (figuras 25 a 27 e 29-32)

Figura 25. Fotomicrografia do subgrupo A1 (arcabougo de
PLGA em cultura com rhBMP-4) com marcador de lodeto
de Propidio. Nota-se a presenga de nucleos marcados
(seta). Aumento 10x.

Figura 26. Fotomicrografia do subgrupo A2 (arcabougo de
PLGA em cultura com rhBMP-4 e PRP) com marcador de
lodeto de Propidio. Nota-se a presenga de alguns nucleos
marcados (seta). Aumento 10x.



Figura 27. Fotomicrografia do subgrupo A3 (arcabougo de PLGA em
cultura com rhBMP-4) com marcador de lodeto de Propidio. Nota-se
a diminuicéo de nucleos marcados (seta). Aumento 10x.

Figura 28. Fotomicrografia do subgrupo A4 (arcabougo de PLGA em
cultura, sem adigdo de rhBMP-4 e PRP) com marcador de lodeto de
Propidio. Nao se observa a presenga de nucleos marcados.

Aumento 10x.
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Figura 29. Fotomicrografia do subgrupo B1 (membrana de colageno
em cultura com rhBMP-4) com marcador de lodeto de Propidio.
Nota-se a presenga de um nucleo marcado (seta). Aumento 40x.

Figura 30. Fotomicrografia do subgrupoB2 (membrana de
colageno em cultura com rhBMP-4 e PRP) com marcador de
lodeto de Propidio. Observa-se a presencga de nucleos marcados
(seta). Aumento 40x.

77



Figura 31. Fotomicrografia do subgrupo B3 (membrana de
colageno em cultura com PRP) com marcador de lodeto de
Propidio. Observam-se a presenca de muitos nucleos marcados
(seta). Aumento 10x.

Figura 32. Fotomicrografia do subgrupo B4 (membrana de
colageno em cultura, sem a adicdo de rhBMP-4 e PRP) com
marcador de lodeto de Propidio. Observa-se a presenca de
nucleos marcados (seta). Aumento 40x.
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5.3 ADESAO E MORFOLOGIA CELULAR

A morfologia celular foi observada nos diferentes periodos de tempo nos
grupos de membrana de colageno e membrana de PLGA, através de laminas
histolégicas com coloragéo de HE.

No grupo em que se utilizou o arcabougo de PLGA sé foi possivel
confeccionar uma lamina, mantendo a integridade do arcabougo, provavelmente
devido a alta temperatura da parafina que deve ter interferido na estrutura do PLGA.

No grupo da membrana de colageno, houve subgrupos nos quais nao se
observaram células aderidas. As presencas ou auséncias de células nos cortes
histolégicos das membranas de colageno e arcabougos de PLGA estao descritas na

Tabela 2.

Tabela 2- Amostragem da relagdo dos subgrupos com os dias analisados, quando
corados com HE.

Subgrupo Dias de Cultura

6 9 14 21
A1 %) %) %) %]
A2 %) \ %) %]
A3 %) %) %) %]
Ad %) %) %) %]
B1 \ \ %) %]
B2 \ \ %) \
B3 \ \ %) \
B4 X X %) X

Legenda: X: subgrupos em que ndo se visualizaram células aderidas. V: subgrupos
com adeséo celular. @: subgrupos os quais n&o se obteve a amostra.



Figura 33. Fotomicrografia da membrana de Colageno no sexto
dia de cultura com BMP, com coloragao de HE. Presenca de célula
aderida ao substrato de colageno (seta). Aumento 100x.

Figura 34. Fotomicrografia da membrana de Colageno no sexto
dia de cultura com BMP e PRP, com coloracdo de HE. Presenca
de célula aderida &8 membrana (seta). Aumento 100x.
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Figura 35. Fotomicrografia da membrana de Colageno no sexto
dia de cultura com PRP, com coloracdo de HE. Observa-se célula
com nucleo e citoplasma volumoso aderido ao colageno (seta).

Aumento 100x.
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Figura 36. Fotomicrografia da membrana de Colageno no sexto
dia de cultura sem BMP ou PRP, com coloragdo de HE, sem
células aderidas. Aumento 100x.
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Figura 37. Fotomicrografia do arcaboug¢o de PLGA no nono dia
de cultura com BMP e PRP, com coloragao de HE. Observam-
se células aderidas ao substrato (seta). Aumento 100x.

Figura 38. Fotomicrografia da membrana de Colageno no nono dia
de cultura com BMP, com coloracdo de HE. Presenca de célula

aderida (seta). Aumento 100x.



» =
Figura 39. Fotomicrografia da membrana de Colageno no nono dia

de cultura com BMP e PRP, com coloracdo de HE. Presenca de
célula aderida (seta). Aumento 100x.

s

Figura 40. Fotomicrografia da membrana de Colageno no nono dia
de cultura com PRP, com coloracdo de HE. Célula aderida a
membrana (seta). Aumento 100x.
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Figura 41. Fotomicrografia da membrana de Colageno no vigésimo
primeiro dia de cultura com BMP e PRP, com coloragao de HE.
Célula aderida ao substrato (seta). Aumento 100x.

Figura 42. Fotomicrografia da membrana de Colageno no vigésimo
primeiro dia de cultura com PRP, coloragdo de HE. Célula aderida
a membrana (seta). Aumento 100x.
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5.4 MORFOLOGIA DAS CELULAS ADERIDAS A PLACA DE POLIESTERENO —
PERIODO 21 DIAS

Além da analise da marcagéo nuclear e da morfologia celular pela coloragéao
com HE, as culturas celulares também foram observadas sem a presenca de
corantes ao microscépio oOtico de luz direta. A seguir nas figuras 43 a 49, estédo
representadas as fotomicrografias das culturas com seus padrdes morfologicos.

Figura 43. Fotomicrografia da placa de poliestireno usadas
neste estudo. Poucas células aderidas (seta). Cultura de CMI
com arcabouco de PLGA na presenca de rhBMP-4. Aumento
40x.
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Figura 44. Fotomicrografia da placa de poliestireno. Cultura de
CMI com arcabouco de PLGA e na presenca de rhBMP-4 e do
gel de PRP. Presenga de hemacias (seta vermelha) e células
com caracteristicas de osteoblasto (seta branca).

Figura 45. Fotomicrografia da placa de poliestireno. Cultura de
CMI com arcabougo de PLGA e na presenga do gel de PRP.
Presenga de hemacias (seta vermelha) e células com
caracteristicas de osteoblastos (seta branca).
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Figura 46. Fotomicrografia da placa de poliestireno. Cultura de
CMI com arcabougo de PLGA. Poucas células aderidas (seta).

Figura 47. Fotomicrografia da placa de poliestireno. Cultura de
CMI com membrana de colageno e na presengca de rhBMP-4.
Células aderidas com caracteristicas de osteoblastos (seta).



Figura 48. Fotomicrografia da placa de poliestireno. Cultura de CMI
com membrana de colageno e na presenca de rhBMP-4 e PRP.
Presenca de hemacias (seta vermelha) e células com caracteristicas
de osteoblasto (seta branca).

Figura 49. Fotomicrografia da placa de poliestireno usadas nesse
estudo. Cultura de CMI com membrana de colageno e na presenga
do gel de PRP. Hemacias (seta vermelha) e células com
caracteristicas de osteoblastos (seta branca) presentes.
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5.5 DIFERENCIAGAO CELULAR

5.5.1 PCR em tempo real

A diferenciacao celular foi avaliada pela deteccédo da expressao das proteinas
osteopontina e osteocalcina. Essa avaliagdo foi feita pela deteccdo indireta dos
MRNAs para estas proteinas, seguidas da transcricdo reversa e sintese de cDNAs.
Foi realizado PCR em tempo real das amostras, incluindo também a detecg¢ao da
expressao de B-actina.

Foram observados expressdo de [-actina, osteopontina e osteocalcina em
todas as amostras. Os valores encontrados ndo permitem distinguir, por esta forma

de analise, variagbes entre os diferentes subgrupos (Tabela 3).



Tabela 3- Resultados do PCR em tempo real para a expressao de [(3-actina,

Osteopontina e Osteocalcina. Valores em nanogramas.

No. Teste B —actina Oc Opn
1 PLGA+BMP 0,720 0,318 6,71
2 PLGA+BMP+PRP 133 0,0273 127
3 PLGA+PRP 6,17 1,03 127
4 PLGA-CONTROLE 245 0,0511 127
5 COLAGENO+BMP 0,770 4,93 x10™ 127
6 COLAGENO+BMP+PRP 0,0123 1,03 127
7 COLAGENO+PRP 6,17 1,03 127
8 COLAGENO-CONTROLE 0,0143 1,03 127
9 PLGA+BMP 0,0108 1,03 127
10 PLGA+BMP+PRP 0,000843 1,03 127
11 PLGA+PRP 0,0178 1,03 127
12 PLGA-CONTROLE 6,17 1,91 x 10°% 127
13 COLAGENO+BMP 50,6 1,03 127
14 COLAGENO+BMP+PRP 1260 1,03 127
15 COLAGENO+PRP 198 0,772 9,09
16 COLAGENO-CONTROLE 2,53 x10" 756000 127
17 PLGA+BMP 194 1,03 127
18 PLGA+BMP+PRP 201 0,772 127
19 PLGA+PRP 160 1,03 127
20 PLGA-CONTROLE 920 1,03 127
21 COLAGENO+BMP 23,8 1,46 x 108 127
22 COLAGENO+BMP+PRP 2480 0,0236 6,97
23 COLAGENO+PRP 11200 0,772 0,772
24 COLAGENO-CONTROLE 109 0,772 11,3
25 PLGA+BMP 244 0,0223E 0,276
26 PLGA+BMP+PRP 204 2,38E x 10° 1,02
27 PLGA+PRP 186 0,0223 36,0
28 PLGA-CONTROLE 18,4 0,0223 36,0
29 COLAGENO+BMP 20,4 1,13 22,1
30 COLAGENO+BMP+PRP 1180 0,772 0,772
31 COLAGENO+PRP 1,52 0,772 0,772
32 COLAGENO-CONTROLE 175 0,772 37,3
C6 Controle dia 6 3290 0,0223 0,180
Cc9 Controle dia 9 251 1,62 6,43

Cl4 Controle dia 14 242 0,772 4,25

C21 Controle dia 21 249 1,73 1,78

90

Legenda: PLGA: acido poliglicélico polilatico; BMP: proteina morfogenética dssea;
PRP: plasma rico em plaquetas; Oc: osteocalcina; Opn: osteopontina
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5.5.2 PCR convencional

Esta técnica foi realizada para avaliar a expressdao de osteopontina. Foi
detectada a presenga de transcritos para osteopontina nos grupos: B2 no nono dia

de cultura; B2 e B3 no décimo quarto; A2 e A3 no vigésimo primeiro dia, conforme

exemplificado na figura 50.

<— 313pb

Figura 50- Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos da PCR osteopontina.
Marcador de peso molecular de 123pb (M). Grupos B2 e B3 no décimo quarto dia; e
A2 e A3 no vigésimo primeiro dia.
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DISCUSSAO




a3

6 DISCUSSAO

A utilizagdo de modelos de culturas celulares in vitro tem sido amplamente
utilizado para se obter maior dominio a respeito das caracteristicas dos materiais, e
suas indicacdes e interagdes com diversos tipos celulares. Assim, os resultados de
experimentos in vitro incrementam o desenvolvimento de modelos in vivo e exploram
a relacdo entre as propriedades dos materiais de implante e suas respostas

bioldgicas (Keller et al. 2003).

Este estudo in vitro avaliou a performance das células tronco de medula éssea
humana frente o uso de dois tipos de membranas absorviveis como superficie para a
adesao e diferenciagao celular. Foram também comparadas as vantagens do uso
isolado do PRP e da BMP-4, e na associacdo desses dois fatores. Esse trabalho
segue uma linha de pesquisa de trabalhos de cultura de células da medula éssea in

vitro realizados por Loro (2002), Silva Junior (2002), Silva (2004) e Paris (2004).

As células coletadas da medula 6ssea da crista do iliaco foram analisadas por
citometria de fluxo para avaliar o padrao celular. Este teste laboratorial revelou que
as populagdes celulares CD34" e/ ou CD117" corresponderam a aproximadamente
80% das células totais apds separacéo em gradiente de densidade (item 4.3.1). Esse
resultado indica que as células utilizadas neste estudo sdo precursoras de células
tronco mesenquimais as quais tem papel fundamental na osteogénese o que

corrobora os achados de outros estudos (Loro, 2002; Silva Jr., 2002, Paris, 2004),
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principalmente com relacdo a proteinas indicadoras de osteodiferenciagdo como a

osteopontina e osteocalcina.

As células foram cultivadas em meio de cultura convencional suplementado
com 10% de soro fetal bovino. Keller e et al. (2003), constataram, ao examinar a
morfologia celular na superficie do material, adesao e rapida proliferagdo quando as
células eram cultivadas na presenca de 10% de soro fetal bovino no meio de cultura.
O mesmo nao é percebido pelos autores em culturas livres de soro, onde nao ha
substancial proliferagao celular. A presenca de proteinas da matriz extracelular,
produzida por osteoblastos ou presentes no meio de cultura, € necessaria para o

crescimento e a diferenciacao celular.

Nessa pesquisa o meio de cultura foi trocado a cada 3 dias. Os grupos nos
quais foram utilizados a rhBMP-4, o meio de cultura foi trocado apds o terceiro dia de
experimento e novamente acrescido rhBMP-4, a qual foi, entdo, removida apés o
sexto dia, pois estudos mostraram que este fator de crescimento € necessario
somente nos primeiros dias de cultura (Nakase et al., 1994). O PRP foi adicionado

somente no momento inicial da cultura.

Os periodos de avaliagdes, 6, 9, 14, 21 dias, seguiram protocolos semelhantes
aos anteriormente realizados por Silva Junior (2002) e Paris (2004). Nao houve

contaminacgao fungica e bacteriana nas culturas, a estabilidade do pH do meio de
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cultura e o padrao da morfologia celular permanecem inalterados no decorrer dos

periodos.

A avaliagdo da morfologia das células aderidas a placa de polietileno foi
realizada apenas no 21° dia como forma de avaliar se a degradagdo das membranas
de colageno e PLGA poderiam interferir negativamente na adesao, proliferagéo e
diferenciacao celular uma vez que essas sdo absorviveis em periodos que variam
entre 4 a 6 meses. Este estudo mostrou, apés 21 dias de cultura, a presencga de
adesao celular em todos os pogos de cultura. O grupo controle mostrou a presenca
de células aderidas em baixa quantidade e com volume celular reduzido, sugerindo
que nao houve diferenciacdo e proliferacdo reduzida. Paris (2004) encontrou a
presenca de células aderidas a placa com aspecto arredondado, com pequenas
variagbes de tamanho, exibindo crescimento em colbnias, sendo morfologicamente
semelhante ao encontrado por Loro (2002) no primeiro dia e por Silva Junior (2002)
no quarto dia. Paris (2004) também observou no sétimo dia colénias de células em
intensa proliferacédo, o mesmo observado por Loro (2002) no quinto, oitavo e décimo
dia experimental. As células apresentavam extensos prolongamentos
citoplasmaticos. A partir do sétimo dia também se pode observar células de aspecto
circular, compativeis com células osteogénicas em estagios mais avangados de
diferenciagao (Loro, 2002; Silva Junior, 2002; Paris, 2004). Paris (2002) relatou que
no periodo de 14 a 21 dias houve um predominio de células com morfologia circular
compativel com células de linhagem osteogénica. Silva Junior (2002) encontrou

células com morfologia cuboidal com as mesmas caracteristicas apos 15 dias. Neste
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estudo, no 21° dia de cultura, as células cultivadas na presenga de rhBMP-4
apresentaram-se em numero reduzido, mostrando aspecto arredondado, com células
de diferentes tamanhos, semelhante ao descrito por Paris (2004). As presencas de
hemacias em degradacbes e de células volumosas e arredondadas, compativeis
com células de linhagem osteogénicas foram detectadas no grupo ao qual foi
adicionado o PRP. No grupo onde o PRP e a rhBMP-4 estiveram presentes
observou-se hemacias e um grande numero de células arredondadas e volumosas,

sendo este o grupo onde houve maior proliferagao celular.

A adesao celular nas membranas de colageno e membrana sintética de PLGA
foi avaliada nos dias 6, 9, 14 e 21. Para isto realizou-se a analise microscoépica das
membranas com coloragdo com iodeto de propidio, que tem por finalidade a
marcagao do nucleo celular e HE para visualizagdo da morfologia celular. A analise
das amostras do sexto dia de cultura mostrou a adesividade das células da medula
O0ssea tanto na membrana de coldgeno como na membrana sintética de PLGA.
Nesse momento da cultura, haviam poucos nucleos corados, sugerindo a presenca
de um reduzido numero de células aderidas, isto &€, as células ainda n&o se

encontravam em proliferacao intensa.

Analisando as culturas dos dias 9, 14 e 21 notou-se uma maior marcacao de
nucleos celulares, com aderéncia em todas as membranas, sendo que nos grupos
tratados com PRP houve maior numero de células presentes quando comparados

aos outros tratamentos. Nesses dias também foi possivel observar a aderéncia das
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células da medula 6ssea na membrana de PLGA em diferentes profundidades. Isso
sugere que ocorre uma adesao nao somente de superficie, mas também nas lacunas
e nas laterais da membrana e em seus trés planos. Os grupos que néo receberam
PRP e rhBMP-4 apresentaram menor numero de nucleos corados. Devido a
caracteristica tridimensional da membrana de PLGA nao foi possivel realizar uma

contagem precisa do numero de células aderidas.

Este estudo mostrou haver uma relagcdao positiva entre a proliferagdo e a
adesao celular com o uso do PRP. Todos os grupos nos quais foram utilizados PRP
houve um maior numero de células aderidas tanto na membrana de coladgeno como

na membrana de PLGA, quando comparados com os demais grupos.

Recentemente a engenharia de tecido tem recebido grande atencdo dos
pesquisadores e diversos artigos tém sido publicados, sendo sua grande maioria em
modelos animais. A regeneragdo Ossea através da engenharia de tecidos com
transplante autégeno de células € um dos mais promissores conceitos sendo
desenvolvido, ja que poderdo eliminar uma area de morbidade devido a retirada de
enxerto autégeno, bem como reduzir o risco de rejeicdo do organismo inerentes aos

enxertos alégenos, alograficos e xenograficos (Caplan, 1991).

As células mesenquimais tém sido descritas como células multipotentes que

podem se replicar como células indiferenciadas e tem ainda a capacidade de se
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diferenciar em células da linhagem mesenquimal, como osso, cartilagem, gordura e

musculo (Caplan 1991; Pittenger 1999).

Chou et al. (2005) induziram diferenciagao de células tronco da medula 6ssea
humana cultivadas sobre uma membrana ndo-absorvivel (poliestireno), evidenciando
a regulagdo de osteopontina, osteocalcina e sialoproteina 6ssea. Relataram que o
fato de utilizar uma membrana nao absorvivel teria como desvantagem a
necessidade de sua remocgao posterior. Entretanto, o uso de membrana absorvivel
pode liberar subprodutos de sua decomposicdo que seria problematico porque a
diferenciacao celular pode necessitar de varios dias de auséncia de fatores externos.
Portanto, esses fatores poderiam alterar o pH local ou mesmo o metabolismo e
comportamento celular. Para Sung (2004), a degradagao do suporte de PLGA alterou
o pH normal e acabou afetando também a viabilidade celular apés 28 dias em
cultura. Porém, ndo foi possivel afirmar que modelos bi-dimensionais teriam o

mesmo comportamento que os modelos tri-dimensionais.

Neste estudo ndo foram encontradas diferengcas com relagdo ao aspecto das
células aderidas a placa de poliestireno, sugerindo que nao parece haver prejuizo
pela decomposi¢cdo ou degradacdo do arcabougco de PLGA ou da membrana de

colageno, embora estas culturas tenham sido avaliadas somente até o 21° dia.

Diversos estudos in vivo tém sido relatados mostrando a influéncia do PRP

nos processos de reparo 6sseo, principalmente nos casos de enxerto autdégenos.
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Ohya et al. (2005) compararam duas técnicas de elevagdo do seio maxilar em
coelhos. O grupo controle recebeu enxerto medular da crista do iliaco adicionado ao
PRP, enquanto o grupo teste recebeu o PRP com células mesenquimais
indiferenciadas. Ambos o0s grupos apresentaram regeneragao 0ssea, mesmo em
duas semanas, com um grau elevado de atividade osteoblastica e neoformagao
vascular. Os autores nao observaram diferenga histoldgica significativa entre os
grupos em relagdo ao volume e altura 6ssea durante o periodo observado 2, 4 e 8
semanas. Entretanto, apresentou ganho 6sseo quando compararam as semanas 2 e

8 em ambos os grupos.

Marx et al. (2004) descreveram a atividade éssea em pacientes com defeitos
mandibulares de 5 cm ou mais que receberam enxerto 6sseo autégeno com e sem o
uso concomitante de PRP. Encontraram que, em 2, 4 e 6 meses pos-enxerto, as
areas que haviam recebido PRP apresentavam osso mais maduro que a regido sem
PRP. Em 6 meses, a histologia mostrou um melhor trabeculado 6sseo onde foi
adicionado o PRP. Com isso, 0s autores sugerem que a razao para essa diferenca
esta na liberacado de fator de crescimento e transformacgao-f3 e fator de crescimento
derivado das plaquetas, que seria um estimulo para células tronco e células
progenitoras de osteoblasto se dividirem, diferenciarem e iniciar a formacédo 6ssea
enquanto induziria a mitose de células endoteliais e subseqliente angiogénese.
Descrevem também que esse aspecto pode ser encontrado mesmo antes de 6

meses.
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Nesses ultimos anos os estudos sobre o PRP associado ao uso de BMP
revelaram resultados bastante contraditorios. Roldan et al. (2004) avaliaram o efeito
de PRP e BMP em material autdgeno e alégeno usado em areas de defeitos critico
mandibulares de ratos e nao encontram beneficio no uso de PRP. Choi et al. (2004)
avaliaram o uso de PRP em enxerto 6sseo autégeno em mandibula de caes e nao
acharam diferenca significativa em 6 semanas. Sugeriram apenas que possa haver
um efeito na remodelagado 6ssea. Robiony et al. (2002) usaram PRP em conjunto
com enxerto 6sseo autdégeno e distracdo éssea em severas atrofias mandibulares em
5 pacientes e sugeriram que o PRP favorece a cicatrizagao, entretanto ndo possuiam

grupo controle no experimento.

Philippart et al. (2003) descreveram o uso de PRP em conjunto com enxerto
autégeno para levantamento de seio maxilar de 18 pacientes. Observaram que essa
associacdo aumenta a vascularizacdo e o numero de osteoblastos, porém nao
possuia grupo controle. Oyama et al. (2004) avaliaram, por tomografia
computadorizada, 7 pacientes com fissura labio-palatina que receberam enxerto
O0sseo autégeno juntamente com PRP. Comparando com o grupo controle, os
autores afirmaram que o grupo teste apresentou um maior volume ésseo. Jakse et al.
(2003) relataram o uso de PRP em levantamento de seio maxilar de ovelhas usando
enxerto autégeno. O exame histomorfométrico em 4 e 12 semanas mostrou que o
PRP produziu um efeito positivo, mas sem diferengas estatisticamente significativas,

na neoformacao 6ssea e no contato entre leito receptor e enxerto.
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Segundo Gerard et al. (2006), a hipétese de que o PRP poderia melhorar o
processo de cicatrizagdo em enxertos 6sseos autdégenos na mandibula de caes
parece ser verdade apenas nos meses iniciais (1 e 2 meses), como se percebe em
relacdo a formagao 6ssea adjacente ao enxerto. Em 3 e 6 meses o PRP néo levou a
nenhum beneficio extra em relagdo a cicatrizacdo 6ssea, volume 6sseo0 ou mesmo

densidade radiogréfica.

Esses relatos levam a supor que o maior numero de células observadas no
presente estudo, quando utilizado o PRP, também possa ocorrer in vivo, levando a
um aumento do numero de células e, possivelmente, viabilizando um reparo mais

rapido, mantendo a qualidade da cicatrizacio.

Wu et al. (2006) mostraram que o tamanho dos poros do arcabougo de PLGA
nao interferiram no comportamento do osteoblasto em cultura in vitro. Entretanto, o
tratamento da superficie do PLGA com colageno aumentou a adesdo e a
proliferacdo, enquanto o tratamento com quitosan afetou positivamente a
diferenciagcao celular. A cultura foi realizada até o 14° dia, e a proliferagao

osteoblastica continuava até esse momento.

Os arcabougos de PLGA utilizados no presente estudo tinham origem
comercial, ou seja, ja séo utilizados em terapia humana, ndo possuem tratamento na
sua superficie e, no entanto, observou-se adesdo, proliferacdo e diferenciagao

celular que variaram conforme o tempo e o substrato da cultura.
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Foi possivel observar, nas células aderidas na placa de poliestireno, que nos
grupos onde foram utilizadas rhBMP-4 e PRP, isoladas ou associadas, houve
alteracdo da morfologia celular, com citoplasma mais abundante e nucleos

aumentados, sugerindo que tenha ocorrido diferenciagao celular a partir das CMI.

A analise pela técnica de PCR em tempo real mostrou que havia expressao
das trés proteinas estudadas, B-actina, osteopontina, e osteocalcina. No entanto, nao
foi possivel detectar diferencas nos padrbes de expressdo dessas proteinas entre

diferentes subgrupos ou entre os diferentes tempos de cultura.

Chou (2005) cultivou células pré-osteoblasticas sobre diferentes membranas
de PLGA, verificando adesdo celular em todos os tipos, e realizou PCR em tempo
real para verificar o grau de diferenciagdo dessas células. Encontrou expressao de
osteopontina e osteocalcina em todas as amostras, porém esta variou em quantidade
com o tempo, relatando um aumento dessa expressao com periodos de cultura mais
longos.

Assim, embora nao tenha sido possivel obter dados precisos com relagao aos
niveis de expressdo das proteinas osteopontina e osteocalcina, foi possivel
determinar que estas proteinas estavam presentes nas culturas submetidas aos
quatro diferentes tratamentos proposto neste estudo, indicando diferenciagdo em
células da linhagem osteogénica. Futuramente, a presenca de outras proteinas

expressa por osteoblastos também serao investigadas.
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CONCLUSOES
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

a) As células mesenquimais da medula 6ssea humana aderem e se proliferam
sobre a membrana de colageno bovino e sobre arcabougo de acido poliglicolico

polilatico (PLGA).

b) As células mesenquimais da medula éssea humana proliferam na presenca de
PRP e/ ou rhBMP-4. O uso do PRP acelera a proliferacdo celular in vitro mais

intensamente do que a rhBMP-4 isolada.

c) O uso da rhBMP-4 e/ ou PRP induz a diferenciacdo das células de medula

o0ssea humana em células da linhagem osteogénica in vitro.
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ANEXO A — MODELO DO TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Resolugéo 196/96 do CNS/MS)
“Analise in vitro da proliferacéo e diferenciacdo de células tronco de medula
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