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RESUMO

Enxertos 6sseos sdo inseridos em locais onde ocorreram perdas de massa 0ssea para
servirem como ponte para o crescimento de tecido novo. Embora os tipos de enxerto mais
usados sejam o autdégeno e o alégeno, registros clinicos mostram complicagfes tanto no
periodo operatdrio como no pés operatdrio que causam sérios danos a saude do paciente,
retardando a sua reabilitagdo. Por isso, muitas pesquisas tém sido direcionadas para o
desenvolvimento de biomateriais sintéticos adequados para serem utilizados como enxertos
Osseos. O vitroceramico de Anortita (MU8702682-1), biomaterial proposto para uso como
enxerto 4sseo, contém elementos quimicos em sua composicdo encontrados em muitos
biomateriais utilizados atualmente. A matéria prima do vitroceramico é de baixo custo, assim
como o0 seu processo de fabricacdo. Em trabalhos anteriores, ensaios in vitro comprovaram
a sua tendéncia em degradar em meio acido e a sua capacidade de permitir a adeséo e o
crescimento celular sendo considerado, portanto, um material atoxico. Um estudo in vivo
(Parecer n.07/05/CEPA), realizado com implantagdo em coelhos, constatou a sua
biocompatibilidade. Com base nos resultados destes estudos, a fim de avaliar a sua
capacidade osteoindutora, o presente trabalho contemplou o cultivo, sobre o biomaterial
(BIO), de células tronco mesenquimais humanas (CTM) retiradas da medula éssea de trés
voluntarios (Parecer n. 0002571/09/CEP), utilizando protocolo pré definido. As células foram
isoladas, expandidas e, apés confluéncia de 80%, cultivas em placas de 24 poc¢os contendo
meio de cultura DMEM acrescido de: BIO apenas, BIO+CTM, BIO+CTM+meio de
diferenciacdo (MD), BIO+MD, CTM apenas, CTM+MD. As analises realizadas nos
conteudos dos pocos foram Atividade da Fosfatase Alcalina (FAO), Citoquimica e
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) realizadas nos dias 1 (somente FAO), 7, 14 e
21. Os resultados da FAO sugeriram que o biomaterial conseguiu induzir a diferenciacéo e a
proliferacdo celular, sem a necessidade da adicdo do MD. A osteoinducdo pode ser
verificada pela mineralizacdo ocorrida principalmente no 21° dia de cultivo, visualizada nas
imagens do MEV, considerada como evidéncia definitiva do potencial osteogénico do
biomaterial. Através dos resultados da citoquimica, foi possivel confirmar a capacidade de
diferenciacdo das CTMs em osteoblastos em presenca de MD, sugerindo que a
diferenciacdo das CTMs em osteoblastos na presenca da Anortita foi consequéncia apenas
desta. Com base nos resultados obtidos € possivel concluir que ocorreu adesédo celular
sobre o biomaterial e sugerir fortemente que o mesmo induziu a diferenciacdo das células
tronco mesenquimais em osteoblastos, mesmo sem a presenca do meio de diferenciacéo,
comprovando sua capacidade osteoindutora.

Palavras chave : Osteogénese. Materiais biocompativeis. Células tronco.



ABSTRACT

Bone grafts are inserted in sites where loss of bone mass occurred in order to provide a
bridge for growing new tissue. Although the autografts and allografts are most commonly
grafts used types, clinical records attest complications during the surgery procedure as well
as the post surgery period that cause serious damage to the patient’s health retarding his
rehabilitation. Therefore, many researchers have been directed to the development of
artificial biomaterials suitable for use as bone grafts. The glassceramic Anorthite
(MU8702682-1), biomaterial proposed for use as bone graft, contains chemical elements in
its composition which are found in many biomaterials currently in use. The raw material of
the glassceramic is low cost as well as its manufacturing process. In earlier studies, in vitro
tests have proven its tendency in degrade in acid environment and its capacity of cellular
adhesion and growth being considered, therefore, non toxic material. An in vivo test (Protocol
n.07/05/CEPA) performed in rabbits demonstrates its biocompatibility. Based on the results
from these studies, in order to assess its osteoinductive capability, the present work
contemplate the cultivation, over the biomaterial (BIO), of human mesenchymal stem cells
(MSC) obtained from the bone marrow of three volunteers (Protocol n. 0002571/09/CEP)
using predefined protocol. The cells were isolated, expanded and, after 80% confluence was
achieved, were cultivate in plates of 24 wells containing culture medium DMEM with: BIO
only, BIO+MSC, BIO+MSC+ differentiation medium (MD), BIO+MD, MSC only, MSC+MD.
The analysis carried out in the wells content were Alkaline Phosphatase Activity (FAO),
cytochemistry and Scanning Electron Microscopy (SEM) performed on days 1( only FAO), 7,
14 and 21. The results from the FAO show that the biomaterial was able to induce the cell
differentiation and proliferation without the need for addition of MD. The osteoinduction could
be verified by mineralization occurred mainly on the 21st day of cultivation, visualized on the
SEM images, considered as definitive evidence of osteogenic potential of the biomaterial.
Through cytochemistry results it was possible to confirm the MSCs osteoblast differentiation
capacity in presence of MD and suggested that the MSCs osteoblast differentiation in
presence of Anorthite was consequence only of it. Based on the results obtained is possible
to conclude that cellular adhesion occurred on the biomaterial and strongly suggest that the
biomaterial induced differentiation of the mesenchymal stem cells in osteoblasts, even
without the MD, proving its osteoinduction capacity.

Key words : Osteogenesis. Biocompatible materials. Stem cells.
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1 INTRODUCAO

Perdas de massa 6ssea ocasionadas por traumas, fraturas patolégicas ou
resseccdo de tumores apresentam complicacdes cirdrgicas para 0 seu reparo e,
geralmente, necessitam de insercdo de enxertos para uma consolidacdo adequada
(RODRIGUES; MERCADANTE, 2005);( PINHEIRO et al., 2008).

O enxerto 6sseo mais usado é o autdgeno, retirado do proprio paciente,
geralmente, da crista iliaca. Estudos clinicos, no entanto, ttm mostrado que este
procedimento provoca alguns problemas como morbidade e dor no local da retirada
do enxerto, reabilitacdo prolongada, risco de infecgcao, inflamacéo, complicacdes
vasculares, quantidade restrita de material e reabsor¢cdo do tecido no local de
enxertia (PINHEIRO et al., 2008);(PORTER et al., 2009).

Alternativas aos enxertos autdgenos sao os provenientes de banco de 0ssos
gue podem ser alégenos, de cadaveres, ou xendgenos, de animais. O sucesso de
ambos é dependente da reacdo do sistema imunolégico do hospedeiro que pode
levar a rejeicdo. Além disso, estes enxertos apresentam um grande risco de
transmissédo de doencas (KAMITAKAHARA et al., 2008).

Tais evidéncias motivaram o desenvolvimento de biomateriais adequados
para serem utilizados como enxertos 0sseos sintéticos os quais devem simular o
ambiente fisico-quimico do osso natural e devem sofrer degradacdo depois de
exercida a funcdo de ancoragem do 0sso novo sem, no entanto, liberar substancias
potencialmente téxicas no organismo do hospedeiro (PORTER et al., 2009).

No desenvolvimento destes biomateriais devem ainda ser consideradas duas
propriedades importantes: a osteoconducdo, a qual permite o crescimento 0sseo
sobre o biomaterial, e a osteoinducdo que estimula a formagcdo de 0SSO novo
(PATEL; CATALANO, 2009); (EAGAN; Mc ALLISTER, 2009); (SOUSA et al., 2008).

Na ultima década surgiram avancos significativos nas op¢des de enxertos
0sseos sintéticos para as cirurgias ortopédicas, entretanto, atualmente ndo existem
dados disponiveis e nem mesmo consenso quanto ao tipo especifico de enxerto a
ser utilizado nas diferentes indicacdes cirargicas. No entanto, tem sido observado
gue as matrizes extracelulares, MECs, tridimensionais sdo 0s sistemas mais
adequados para esta aplicagdo (BOSTROM; SEIGERMAN, 2005).
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A fim de estimular o crescimento 6sseo em MECs porosas biodegradaveis
tem sido realizados cultivos de células-tronco sobre as mesmas. Desta forma, os
suportes tridimensionais fornecem um apoio importante para a adeséao, proliferacéo
e diferenciacao celular (ZHANG et al., 2009).

Depois de diferenciados, os osteoblastos penetram nos poros interconectados
do biomaterial formando a ponte necessaria para a remodelacdo da alteracdo 6ssea
(KHONG, 2007). O diametro dos poros deve estar entre 100 e 200 um para que haja
0 crescimento 0sseo, 0 suprimento de nutrientes e 0 crescimento de vasos
sanguineos necessarios a manutencédo do tecido vivo (KHONG, 2007);(JONES et
al., 2009).

Devido a fase mineral do osso ser composta por material ceramico, torna-se
importante a procura por materiais ceramicos sintéticos para a confeccdo de
enxertos 6sseos. O vitroceramico de Anortita (MU8702682-1), biomaterial proposto
para este trabalho, contém silicio, aluminio e célcio em sua composi¢do quimica,
elementos encontrados em muitos biomateriais utilizados atualmente. Para a sua
fabricacdo, uma mistura de O0xidos metalicos contendo estes elementos € levada a
fusdo formando um material vitreo que, através de tratamento térmico adequado, é
cristalizado dando origem ao vitroceramico, material com resisténcia mecanica
superior ao vidro e a ceramica.

Em trabalhos anteriores, ensaios in vitro com o biomaterial aqui estudado
comprovaram sua tendéncia em se degradar em meio acido e a sua capacidade de
permitir a adeséo e o crescimento celular sendo considerado, portanto, um material
atoxico. Um estudo in vivo, aprovado pelo Comité de Etica da PUCPR (Parecer
n.07/05/CEPA), realizado com implantacdo do biomaterial em coelhos, constatou a
sua biocompatibilidade (CAVALHEIRO, 2005). Com base nesses resultados pode-se
considerar que a Anortita € um material candidato para enxerto 0sseo, 0 que

inspirou a realizagéo deste trabalho.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho € verificar a capacidade osteogénica do
vitroceramico de Anortita através do cultivo in vitro de células-tronco mesenquimais

humanas.

1.1.2 Objetivos especificos

Com a utilizacéo das células tronco mesenquimais:

a) Avaliar sua capacidade de adesao in vitro sobre a Anortita;

b) Avaliar a capacidade osteoindutora da Anortita.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica abrange a definicho de enxertos Osseos e dos
diferentes tipos de enxertos que podem ser utilizados nas mais variadas alteracdes
0sseas, com énfase em ceramicos, vidros e vitroceramicos. Para o entendimento da
metodologia utilizada sédo abordados, em seguida, os conceitos sobre osteoblastos e

células-tronco mesenquimais humanas (CTMs).

2.1 ENXERTOS OSSEOS

O enxerto 6sseo pode ser realizado a partir de um pedaco de tecido 6sseo ou
de um material sintético fixado em regides onde ocorreu fratura ou onde existem
lesbes Osseas, como ilustra a figura 1, para servir como ponte entre os tecidos

naturais, acelerando a regeneracao.

Y~/
Yoy’

Figura 1. Esquema de enxerto sendo inserido em um grande defeito ésseo.
Fonte: (GALLER, SONNTAG, 2003)

O tecido 6sseo tem como principais funcdes fornecer sustentacdo ao corpo,
proteger O0rgaos internos e ser um reservatério de calcio e fosforo. Pacientes que
apresentam danos no tecido 0sseo, sejam eles causados por doencgas ésseas de
diferentes origens ou por acidentes, apresentam uma perda em sua qualidade de
vida. Quando os danos causados pelas diferentes origens acima citadas, séo
pequenos, o tecido 6sseo apresenta uma maior capacidade de reconstituicao

(KAMITAKAHARA et al., 2008). Porém, danos extensos ocasionados por condicbes



18

patolégicas como o céancer, por trauma ou degenerados pela idade, exigem a
insercdo de enxertos 0sseos adequados para que a reconstituicdo 6ssea seja ideal,
pois, apesar da capacidade regenerativa do 0sso, grandes lesfes determinam perda
do padrao de regeneracdo (KHONG, 2007);(STEVENS, 2005).

Os enxertos O6sseos desempenham um papel de extrema importancia na
cirurgia ortopédica, os quais, considerando a origem, sdo classificados como
autdgenos, aldgenos, xendgenos ou aloplasticos (SMITH et al., 2009);(EAGAN;
MCALLISTER, 2009).

Enxerto autdégeno € definido como um substituto 6sseo obtido de um local
saudavel do mesmo sujeito, ou da mesma espécie. Neste caso, o material 6sseo
que sera utilizado como enxerto € geralmente extraido da crista iliaca, como ilustra a
figura 2 (KAMITAKAHARA et al., 2008).

—

£
Enxerto retirado daﬂ

crista iliaca

Figura 2. Retirada de um enxerto autégeno da crista iliaca.
Fonte: (MEDLINE PLUS, 2009).

O enxerto 0Osseo retirado da crista iliaca fornece uma estrutura
osteocondutiva, células osteogénicas (osteoblastos) e proteinas osteoindutivas que
aumentam a mitose assim como a diferenciacdo de células indiferenciadas em
células osteogénicas tipicas (GOMAR et al., 2007). Segundo Bostrom e Seigerman,
2005, outra observagdo importante € que este tipo de enxerto diminui o risco de
transmissdo de doencas infecciosas e nao induz resposta imune depois da
implantacéo, reforcando sua habilidade de incorporacdo ao novo local (BOSTROM,;
SEIGERMAN, 2005).
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No entanto, neste tipo de enxerto existe uma restricdo importante em relacao
a quantidade de tecido 0sseo que pode ser retirado do proprio paciente,
impossibilitando o preenchimento completo do local afetado. Além disso, 0 aumento
no tempo do procedimento cirdrgico e uma consideravel perda de sangue pelo
paciente tem sido observados, o que pode levar a um aumento do risco de morte.
Algumas complicacdes poOs cirdrgicas relacionadas a extracdo de enxerto da crista
iliaca tem sido relatadas como danos em nervos e em artérias, infeccao,
deformidades cosméticas, alteracdo da marcha, fraturas, hérnia e danos na juncéo
sacro-iliaca (HUBER et al., 2006);(CARSON; BOSTROM, 2007).

A alternativa convencional ao enxerto autdgeno é o alégeno obtido, tanto de
cadaveres, quanto de doadores submetidos a artroplastia total de cintura pélvica
(CARSON; BOSTROM, 2007).

Enxertos alégenos, provenientes de cadaveres, resolvem o problema da
guantidade limitada caracteristica dos autdégenos. No entanto, apesar de todo o
tratamento rigoroso realizado nos implantes aldgenos para a sua descontaminacgao,
existe o0 risco de transmissdo de doencas como a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida, sifilis e hepatite e estes enxertos podem, ainda, induzir uma resposta
imune do organismo hospedeiro (BOSTROM; SEIGERMAN, 2005).

Outra consideracgdo importante a ser feita em relagdo aos enxertos alégenos é
que as propriedades mecanicas, estruturais e de absor¢cdo de ossos humanos sdo
alteradas pelas técnicas de preservacdo, processamento e de esterilizacao
realizadas nos bancos de 0ssos e, portanto, a sua resposta no hospedeiro pode néo

ser a adequada (HUBER et al., 2006). A figura 3 mostra uma peca de 0sso alégeno.

Figura 3. Enxerto alégeno proveniente de cadaver humano.
Fonte: (GADGET, 2009).

Os xenoenxertos sao retirados de espécies animais e, por isso, necessitam

de um tratamento antigénico para evitar transmissdo de quaisquer materiais
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estranhos ao organismo humano. Normalmente, antes da aplicacdo, o xenoenxerto
é inserido juntamente com células da medula 6ssea humana (GUTIERRES, 2006).

Alguns fatores devem ser considerados para a selecdo de uma espécie
animal como um sistema modelo para a retirada de enxertos. O animal escolhido
deve apresentar analogias fisioldgicas e patofisiolégicas com o0s seres humanos.
Além disso, existem alguns critérios de selecdo como custos de aquisicdo e
cuidados, facilidade de encontrar o animal, aceitabilidade da sociedade e tolerancia
a cativeiros (REICHERT et al., 2009).

Os xenoenxertos também podem provocar respostas imunes inadequadas
que, somadas ao risco de transmissao de doengas, passam a ser consideradas
complicagbes importantes na recuperacdo dos pacientes (PETERSEN;
CARNWATH; NIEMANN, 2009).

Os enxertos 0sseos sintéticos, aloplasticos, sao alternativas interessantes
para os demais tipos de enxertos, pois, se adequadamente esterilizados, séo livres
de infec¢des, ndo apresentam limitagcdo na quantidade e a sua qualidade pode ser
reproduzida (KAMITAKAHARA; OHTSUKI; MIYAZAKI, 2008). A figura 4 mostra um

exemplo de material sintético utilizado como enxerto 0sseo.

Figura 4. Enxerto sintético (aloplastico) confeccionado em material polimérico.
Fonte: (TORNIER, 2009)

Os enxertos 6sseos sintéticos sdo usados devido as suas propriedades
bioldgicas e estruturais (LICKORISH; GUAN; DAVIES, 2007);( PATEL; CATALANO,
2009). A sua utilizagdo tem aumentado e tem-se mostrado como uma alternativa ao
enxerto autdlogo, pois diminui o tempo de cirurgia e ndo induz a morbidade no local
de retirada do doador (PATEL; CATALANO, 2009).

A selecdo de um biomaterial sintético € um passo importante no
desenvolvimento de uma matriz extracelular para aplicacdo em engenharia de

tecidos. O biomaterial ideal deve ser atoxico, biocompativel e deve promover
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interacbes celulares para o crescimento de tecidos mantendo as propriedades
fisicas e mecanicas adequadas. Além disso, o enxerto deve ser degradavel e
absorvivel, desaparecendo do organismo apds exercer a sua funcdo (MANO et al.,
2007).

Quando se utiliza uma MEC sintética com células progenitoras cultivadas,
espera-se que estas secretem componentes especificos que induzam a sua
proliferacéo e diferenciacdo em osteoblastos e resulte, dessa forma, na formacéo de
um novo tecido (MANO et al., 2007). Células diferenciadas em osteoblastos também
podem ser cultivadas sobre as MECs a fim de favorecer a cicatrizacdo 0Ossea
quando implantadas (KHANG et al., 2006).

Dentre os materiais sintéticos utilizados como enxertos 0sseos existem 0s
ceramicos, os vidros e o0s vitroceramicos que apresentam maior facilidade de
fabricacdo em relagdo aos materiais poliméricos. Além de ser possivel a producéo
de materiais ceramicos sintéticos com uma composi¢cao parecida com a da matriz
0ssea inorganica, ndo existe limitacdo na quantidade disponivel, pois a matéria
prima é abundante (GUTIERRES et al., 2006).

Os bioceramicos formados por hidroxiapatita, Ca;o(P0O4)s(OH),, principal fonte
de fosfato de calcio do osso natural, ou B tricalcio fosfato, Caz(P0O4),, sdo porosos e,
portanto, permitem o crescimento do tecido 6sseo no seu interior. Apesar de serem
osteocondutores, a hidroxiapatita € vagarosamente absorvida e o B tricalcio fosfato
absorvido com rapidez e, portanto, ndo sdo adequados para utilizacdo como enxerto
em locais onde sejam necessarias grandes quantidades de material, como ocorre
quando existe uma lesdo Ossea extensa (SHIKINAMI et al., 2006);(XU; WEIR;
SIMON Jr., 2008);( BLOM, 2007).

Os biovidros sdo formados numa variedade de composicdes e tem a
propriedade de se ligarem ao tecido 6sseo, além de outros tecidos. S&o produzidos
por fusdo de um vidro convencional apresentando 0s seguintes componentes
basicos: oxido de silicio (SiO,), 6xido de sodio (NaO), oxido de calcio (CaO) e oxido
de fésforo (P,0s) (HABRAKEN; WOLKE; JANSEN, 2007).

A principal caracteristica dos biovidros € a capacidade de promover uma
rapida e duravel ligacdo quimica com o tecido 0sseo, através de uma interface de
apatita (fosfato de calcio). A capacidade de um biovidro se ligar ao tecido 0sseo,

sofrer degradacao e formar uma camada de apatita superficial varia em funcao da
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composicao e da relacdo molar ou massica entre os constituintes (GUTIERRES et
al., 2006).

Os vidros bioativos séo reabsorviveis e osteoindutores e exercem controle
sobre o ciclo celular do osteoblasto fazendo com que esta célula expresse genes
que regulam a osteogénese e produza fatores de crescimento. E a partir desse vidro
bioativo que se forma o vitroceramico em um processo chamado cristalizacdo, o qual
aumenta a resisténcia mecanica do material em comparagcdo com o vidro, sem
perder as caracteristicas importantes do vidro bioativo (OLMO et al., 2008).

Além da osteoinducéo, os vitroceramicos bioativos sé@o transportadores de
proteinas 6sseas morfogenéticas, BMPs, que induzem a transformacgéo das células
precursoras hospedeiras em células produtoras de matriz 6ssea (BROVARONE et
al., 2007).

O sucesso dos enxertos 0sseos, portanto, esta diretamente relacionado com
a sua capacidade de osteointegracdo. No processo in vivo, a superficie do
biomaterial adsorve os fatores osteogénicos provenientes do sangue o que facilita a
diferenciacdo osteoblastica a partir das células tronco, sintetizando e remodelando o
tecido 6sseo na regido do implante. Portanto, a capacidade de adsorcao de fatores
osteogénicos e a velocidade de proliferacao celular, sdo essenciais para que ocorra
a osteointegracédo (SAWYER; HENNESSY; BELLIS, 2005).

2.2 OSTEOBLASTOS

O tecido 6sseo € uma forma especializada de tecido conjuntivo composto por
uma matriz organica fortalecida por depdsitos de cristais de fosfato de calcio. A
matriz organica é composta por fibras de colageno tipo | (95% da matriz),
proteoglicanos e numerosas proteinas nao colagenas (5% da matriz). Na matriz
organica estdo inseridas as células Osseas como as osteoprogenitoras,
osteoblastos, osteoclastos e oestedcitos, que participam da manutencdo e
organizacéo do tecido 6sseo (BARRERE; BLITTERSWIJK; GROOT, 2006).

Os osteoblastos séo diferenciados a partir das células-tronco mesenquimais e
estdo localizados enfileirados ao redor de uma matriz 6ssea recém sintetizada, o
osteodide, e do outro lado fazem contato com as células da medula éssea, células
tronco hematopoiéticas e mesenquimais. Além da propriedade de depositar fibras
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coldgenas, 0s osteoblastos estdo envolvidos na regulacdo das propriedades das
células-tronco dentro do nicho das células-tronco hematopoiéticas (ILMER et al.,
2009).

Existem genes e proteinas que participam do processo de inducdo da
diferenciacdo de células tronco mesenquimais em osteoblastos. Com relagdo as
proteinas, a familia das proteinas Osseas (BMP), presentes em moléculas
sinalizadoras, foi identificada e apresentou propriedades osteoindutivas, ou seja,
promove a diferenciacdo de células osteoprogenitoras em osteoblastos, levando a
formacao do tecido 6sseo. Uma das proteinas da familia BMP, a BMP-2, participa da
formacdo do tecido 6sseo e do tecido cartilaginoso. No processo de ossificacdo
endocondral, ou seja, na formacdo de tecido 6sseo a partir de uma peca de
cartilagem hialina, a BMP2 aparece expressa em condrdcitos hipertroficos e também
no pericondrio ostegénico. Esta proteina também estimula as cascatas de
sinalizacdo que s&o imprescindiveis para a transformagdo das células
osteoprogenitoras em osteoblastos (CHANDLER et al., 2007).

Com relacdo aos genes que participam da inducdo da diferenciagdo em
osteoblastos, 0 RUNX2 e a BETA-CATENINA sdo bem conhecidos. O gene RUNX2
codifica proteinas importantes, que séo fatores de transcricdo, para a diferenciacao
das células-tronco mesenquimais em osteoblastos. RUNX2 é expresso nas células
do pericondrio de ossos endocondrais e nas camadas que envolvem o0 0SSO
intramembranoso (CHANDLER et al., 2007).

A Beta-catenina é importante nas fases iniciais da cicatrizacdo da fratura ja
que induz a diferenciacdo de células mesenquimais em linhagens osteoblasticas e
condroblasticas. A célula mesenquimal ndo expressa Beta-catenina. A expressao
deste gene comeca a ser evidenciada pela presenca de proteina especifica ou
quando se forma uma célula com os primeiros tracos fenotipicos de condrdcito ou
osteoblasto, sugerindo uma participagdo importante do gene nas fases iniciais da
diferenciacao daquelas linhagens celulares (CHEN et al., 2007).

Existem muitas fontes de células mesenquimais para o0 reparo 0sseo. As
células melhores caracterizadas sdo as derivadas da medula 6ssea que produzem
uma populagdo de células-tronco mesenquimais das quais pode se derivar células
de diferentes tecidos. Células-tronco mesenquimais multipotentes derivadas da
medula 0ssea séo capazes de renovacao propria por muitas geracdes sem perda

significativa de suas caracteristicas (MARCACCI et al., 2007).
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O cultivo de células mesenquimais com Dexametasona, Acido Ascoérbico e
Beta-Glicerofosfato favorece a diferenciacdo em osteoblastos, confirmada pela
analise da morfologia, atividade de fosfatase alcalina, expresséo de osteocalcina e

mineralizacao da matriz extracelular (ARINZEH, 2005).

2.3 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS HUMANAS

As células tronco mesenquimais, CTMs, foram primeiramente identificadas
pelo pesquisador russo A.J. Friedenstein, em 1960 e, desde entdo, vem sendo
estudadas para aplicacbes em terapia celular devido a sua propriedade de
diferenciacdo em diversos tipos celulares (MUSINA; YEGOROV; BELYAVSKY,
2004);(OLMO et al., 2008).

Estas células demonstraram propriedades quimiotaticas e de migracdo para
locais de inflamacdo e reparacdo. Além disso, podem secretar mediadores
paracrinos capazes de reverter reagfes inflamatorias agudas nos mais variados
orgdos do corpo humano. Devido as suas caracteristicas, as CTMs, sdo uma
ferramenta promissora a ser utilizada em pesquisas relacionadas a terapia celular
regenerativa e imunoregulatéria (BERNARDO; LOCATELLI; FIBBE, 2009), as quais
tem apresentado avangos importantes na ciéncia atual.

Recentemente, uma nomenclatura padronizada para CTMs foi proposta e o
termo células estromais mesenquimais multipotentes foi introduzido para referir a
essa populacédo de células aderentes no material plastico e com forma parecida com
o fibroblasto (BERNARDO; LOCATELLI; FIBBE, 2009).

Uma das caracteristicas principais das CTMs é ser multipotente, ou seja, ter a
capacidade de se diferenciar em diversas linhagens mesenquimais, tais como:
células do tecido 6sseo, cartilaginoso, muscular, adiposo e tend&o. Estudos tem
demonstrado, ainda, que as células-tronco mesenquimais sdo capazes de modular,
in vitro, a funcdo de diversas células que participam da resposta imune. Ainda nao
esta claro se a modulagéo da funcéo das células € uma real supressao da resposta
imune ou um efeito antiproliferativo ndo especifico. Os efeitos imunosupressivos
estéo restritos a estudos in vitro (BERNARDO; LOCATELLI; FIBBE, 2009).

No cultivo in vitro as CTMs apresentam uma heterogeneidade da populacéo

em relacdo a taxa de proliferacdo e a morfologia, cuja caracterizacao € dificultada
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pela auséncia de marcadores antigénicos especificos. Diversos estudos sugerem
ainda uma reversibilidade do processo de diferenciacdo, ocorrendo uma alternancia
entre as linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica (SCHWINDT;
BARNABE; MELLO, 2005).

Apesar das células-tronco embrionarias serem atrativas devido a sua
pluripotencialidade, isto &, a sua capacidade de se diferenciar em qualquer linhagem
celular, a sua diferenciacdo em um tipo especifico celular ainda nao é totalmente
dominada, podendo ocorrer diferenciagcdo espontanea em multiplos tipos celulares,
formando tumores conhecidos como teratomas. Isto faz com que as CTMs, células
adultas que podem ser isoladas de diversas fontes e expandidas in vitro, sejam mais
utiizadas do que as embrionarias (DAWSON et al., 2008);(DROSSE et al.,
2008);(XU; WEIR; SIMON Jr., 2008).

O numero de células tronco disponivel no organismo diminui com a idade do
individuo. Isto se deve a necessidade de formacdo de novos tecidos e de
crescimento durante as primeiras fases da vida. Da mesma forma, o estado de
saude do individuo altera a quantidade de células-tronco, o que influencia na
capacidade regenerativa dos tecidos. No entanto, é possivel, in vitro, enriquecer o
meio através da expansdo das células-tronco e, consequentemente, aumentar a
capacidade regenerativa (LANZA, 2004).

N&o existe consenso, até 0 momento, de que a idade ou o estado de saude
interfram na funcionalidade das células-tronco. Tem-se observado que alguns
medicamentos tornam dificil a expansao in vitro das células, no entanto, parece nao
influenciarem na funcionalidade das mesmas (LANZA, 2004).

As CTMs humanas podem ser combinadas com uma MEC para enxerto a fim
de direciona-las para uma diferenciacéo especifica, como por exemplo, para diminuir
o tempo de cicatrizagcdo em caso de problemas na formacéo do tecido 6sseo (XU;
WEIR; SIMON Jr., 2008).

Para que a integracdo entre o enxerto e o tecido 0sseo seja satisfatoria, as
células precursoras de osteoblasto precisam se ligar a superficie do implante, se
diferenciar e, assim, ocorrer a formagcédo de uma nova matriz 6ssea no local da leséo.
Uma estratégia comum para melhorar a integragcdo do implante é cobrir a sua
superficie com peptideos que imitam a matriz extracelular do hospedeiro com o
propoésito de fornecer locais de adeséo para receptores de células osteogénicas. Um

dos peptideos promotores de adesdo mais estudados é o Arg-Gly-Asp, (RGD), uma



26

sequéncia de trés aminoacidos encontrada no interior de algumas proteinas da
matriz 0ssea tais como a fibronectina, (FN), e a vitronectina, (VN) (HENNESSY et
al., 2009).

Depois do isolamento as CTMs, estas sdo colocadas em meios de cultura
com suplementos que favorecem a diferenciacdo em osteoblastos como, por
exemplo, a dexametasona, o &cido ascoérbico e as proteinas morfogenéticas
(DROSSE et al., 2008; BERNARDO, LOCATELLI, FIBBE, 2009; GOMAR et al.,
2007).

2.4 IDENTIFICACAO DE ATIVIDADE OSTEOBLASTICA IN VITRO

Durante a diferenciacdo de células tronco em osteoblastos in vitro sao
utilizados marcadores bioquimicos para identificar: acGmulo de matriz colagena,
expressdo da enzima fosfatase alcalina, FAO, expressdo de osteocalcina e
mineralizacao de ndédulos de fosfatos (HSU et al., 2007).

Marcadores bioquimicos de remodelacdo 0ssea sd0 enzimas expressas por
osteoblastos e osteoclastos ou podem ainda ser compostos liberados durante o
processo dinamico de formacéo e destruicdo do tecido 6sseo (CARDOSO, 2007). O
marcador mais utilizado é a FAO, uma enzima produzida apenas pelos osteoblastos,
essencial para a mineralizagdo 0ssea e, portanto, quando produzida em altos niveis
indica, na cultura de células, a ocorréncia de diferenciacdo osteoblastica (OREFFO;
TRIFFITT, 1999);( CARDOSO, 2007).

O processo de deteccédo da atividade da FAO consiste na transferéncia do
grupo fosfato do P-Nitrofenilfosfato para a Dietanolamina liberando o P-nitrofenol.
Assim, a concentrac@o da enzima é determinada pela velocidade de formagéo do P-
nitrofenol, determinada a 405 nm (BALLONI et al., 2009).

A atividade da FAO é registrada em unidades por litro (U/l) e os valores de
referéncia sdo: até 13 anos onde existe alta atividade osteoblastica, de 56 a 156 U/I
e apos os 14 anos de 13 a 46 U/l (HENRY, 2008).

O aumento significativo fornecido pelas imagens conseguidas pela
Microscopia Eletronica de Varredura, MEV, permite uma observacédo detalhada da
morfologia das células mesenquimais e dos osteoblastos. Além disso, é possivel

visualizar a matriz extracelular, que constitui papel fundamental no desenvolvimento
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dos osteoblastos. Com o MEV séo observados claramente os depdésitos de minerais
muito comuns em cultivos de osteoblastos (SANTIAGO et al., 2005);(KHANG et al.,
2006). O MEV, portanto, fornece a constatacdo visual dos resultados obtidos com a
FAO.

A confirmacgéo dos depositos de célcio, no entanto, deve ser realizada atraves
de difracdo de raios-X, ou por meio de revelacdo destes depdsitos com o corante
Vermelho de Alizarina S o qual cora, especificamente, ndédulos ou arranjos difusos
compostos por sais de célcio, Ca, e de fésforo, P (CIAPETTI, 2006).

Este composto forma um quelato com o calcio colorindo os cristais. Os cristais
de oxalato de calcio sao tingidos em laranja avermelhado, com o vermelho de
Alizarina S, apenas quando a solucdo se encontra em pH 7,0. Os cristais de fosfato
de calcio e os de carbonato de célcio, no entanto, sdo evidenciados com o0 mesmo
corante em pH 7,0 e em pH 4,2. Esta diferenga permite a distingdo entre um cristal e
outro (PROIA; BRINN, 1985).
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3 METODOLOGIA

A fim de tornar a metodologia clara, esta foi dividida em quatro etapas: a
fabricacdo das pecas em vitroceramico; 0 processo de isolamento e expansao das
CTMs; o procedimento de cultivo das células e, finalmente, a caracterizacdo da
capacidade osteocondutora e osteoindutora do vitroceramico.

3.1 FABRICACAO DAS PECAS EM VITROCERAMICO ANORTITA

As pecas de vitroceramico Anortita (CaAl,Si,Og) foram fabricadas seguindo o
procedimento de fuséo e de cristalizacéo, tipicos para a confeccao destes materiais,
no Instituto Grade de Ciéncias Basicas, IGCB.

A mistura dos pos-componentes da Anortita - alumina (Al,O3), silica (SiOy) e
calcario (CaCQOs3) - foi realizada através de um moinho de bolas em meio Umido
durante 3 h. Em seguida a mistura de pds foi deixada em descanso durante 3 h para
eliminar o excesso de umidade.

A mistura de pos foi, entdo, transferida para cadinhos de alumina de 100 ml
(aproximadamente 100 g por cadinho), pesada em Balanca Marte modelo AS2000C

(x 0,01 g), como ilustra a figura 5.

Figura 5. Mistura de pds em cadinho de alumina sobre balanca (IGCB).
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O cadinho contendo a mistura de pos a temperatura ambiente foi levado ao
forno Yung modelo 0616, o qual foi aguecido e mantido por 3 horas na temperatura
de 1580°C para fusdo completa do po.

O cadinho contendo o material fundido foi rapidamente retirado do forno e
vertido sobre a matriz em aco inoxidavel 304, mantida aquecida para facilitar a
conformacéo da pastilha. Depois de vertido, o material foi prensado manualmente e,
durante este processo, solidificou formando a peca vitrea. A retirada do material
fundido, o vazamento na matriz aquecida e a prensagem sédo mostrados na figura 6.

(©)

Figura 6. Processo de fabricagcdo das amostras, usando um forno de 1600°C: (a) abertura do forno

para a retirada do material fundido, (b) vazamento do material fundido sobre a matriz aquecida e (c)
prensagem manual do material fundido para a conformacéo da pastilha vitrea.

A figura 7 mostra a pastilha conformada pronta para o processo de
cristalizagdo que fornece o material vitroceramico. A pastilha sofreu fratura devido ao

choque térmico, pois 0 ambiente externo ao forno era condicionado em 20°C.
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Figura 7. Pastilha de Anortita na fase vitrea 1:1.

Para tornar a peca mecanicamente mais resistente e mais biocompativel
(indice de cristalizagdo entre 70% e 80%), a pastilha sofreu tratamento térmico em
temperaturas e tempos definidos experimentalmente (MU8702882-1). O tratamento
térmico foi realizado em forno de cristalizacdo EDG modelo Inoxline 1800-EPS.

O tratamento térmico definiu o indice de cristalizacdo da peca. A figura 8
mostra um pedaco da peca que sofreu tratamento térmico, utilizada na cultura das
CTMs.

Figura 8. Parte da pastilha cristalizada 1:1.

3.2 ISOLAMENTO E EXPANSAO DAS CTMs

As CTMs foram obtidas da medula 6ssea cuja coleta foi realizada por meio
da puncao da crista iliaca de 3 voluntarios portadores de cardiopatia dilatada, os
quais participaram do estudo apds aprovacdo pelo Comité de Etica da PUC-PR
(Parecer n. 0002571/09), Anexo A.

A coleta foi realizada ap6s assinatura, pelo voluntario, do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, Anexo B, no qual constava que faziam parte de
outro projeto de pesquisa em andamento intitulado “Estudo Multicéntrico,
Randomizado de Terapia Celular em Cardiopatias - Cardiopatia Dilatada” e que
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concordavam com a retirada de um volume extra de 5 ml para o atual experimento.
Apés a coleta, o material foi encaminhado para o Laboratorio Experimental de
Cultivo Celular da PUC-PR, onde foi feito o isolamento das células mononucleares,
entre as quais estavam as CTMs.

O estudo foi realizado em triplicata biologica, ou seja, todo o procedimento
descrito no cultivo das células e nas analises da osteogénese foi realizado para as
células isoladas de 3 voluntarios. Este procedimento tem a intengcéo de confirmar o
resultado do experimento, jA que os resultados encontrados, assim como 0s
comportamentos de crescimento e desenvolvimento da cultura das CTMs devem
ser similares nos trés casos, a fim de se possa afirmar que 0s mesmos nao sejam
afetado por erros nos procedimentos.

Como o objetivo do trabalho foi identificar a caracteristica osteoindutora da
Anortita, ndo houve necessidade de estabelecer critérios de inclusdo e exclusao
para os voluntarios, pois, independente do sexo, idade ou estado de saude, as
células tronco depois de isoladas, expandidas e cultivadas, sdo capazes de sofrer
diferenciacdo (LANZA, 2004). O dnico critério estabelecido para o cultivo sobre o
biomaterial foi a confluéncia em 80%, momento em que as células estdo bem
proximas umas das outras.

O volume de 5 ml de medula 6ssea coletado foi colocado em um tubo cdnico
de 50 mL (TPP, Trasadingen, Switzerland) juntamente com 15 ml de meio de cultura
DMEM (Dullbeco’s Modified Eagle medium — Gibco™ Invitrogen, NY, USA). Para a
separacdo das células mononucleares, foi utilizado o Ficoll-Hypaque com massa
especifica 1,077 g/ml (Sigma Chemical, St. Louis, USA).

O volume de 10 ml do Ficoll foi colocado em um tubo cénico de 50 mL e sobre
ele foi adicionada a mistura de medula 6ssea e meio de cultura, como mostra a

figura 9. Em seguida, esse tubo foi centrifugado a 1800 rpm durante 30 minutos.

Figura 9. Medula 6ssea diluida em meio de cultura sobre a solugéo de Ficoll-Hypaque.
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Apés a centrifugacdo foi possivel observar quatro fragdes como mostra a
figura 10: a superior contendo o plasma e o meio de cultura, a interface contendo as
células mononucleares, em seguida o Ficoll, e a inferior contendo os eritrécitos e

granulécitos que formaram um sedimento celular no fundo do tubo.

v

Figura 10. Anel de células mononucleares (seta) apos a centrifugacéo com Ficoll-Hypaque

O anel de células mononucleares foi aspirado e transferido para um novo
tubo conico onde foram adicionados 12 ml de meio DMEM para lavagem do pellet
celular. Este tubo foi centrifugado a 1500 rpm durante 10 min. O processo de
lavagem foi realizado mais uma vez.

Apés a ultima centrifugacéo foi retirado o sobrenadante e acrescentados 5 ml
de meio DMEM com 15% de Soro fetal bovino (Gibco™ Invitrogen, NY, USA), 1%
de antibiético penicilina (100 U/ml) e estreptomicina (100 ug/ml) (Gibco™ Invitrogen,
NY, USA). As células foram homogeneizadas e contadas em Camara de Neubauer
antes de serem plaqueadas em garrafas de cultura de 75 cm? (TPP, Trasadingen,
Switzerland) em uma concentracao final de 1 x 10° células/ml e volume final de 10
ml. Estas garrafas foram colocadas em estufa (Thermo Forma) com temperatura de
37°C e 5% de CO..

A manutencdo da qualidade celular depende da troca periodica do meio de
cultura, portanto, apés 48 horas do plaqueamento, foi realizada a primeira troca do
meio. As demais trocas foram feitas 2 a 3 vezes por semana, sendo que a cada
troca de meio as células ndo aderentes, misturadas ao sobrenadante, foram
retiradas da garrafa com uma pipeta estérii de 10 ml (TPP, Trasadingen,
Switzerland). As aderentes, compostas pelas CTMs, permaneciam no frasco. O
meio de cultura de troca utilizado foi o DMEM acrescido de 15% de soro fetal bovino
(SFB) e 1% de antibidtico.
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Diariamente, as células foram examinadas em microscopio Optico invertido
(Olympus CK40), mostrado na figura 11, a fim de se verificar a confluéncia das
mesmas. Quando foi observada a confluéncia de 80-90%, mostrada na figura 12, foi
realizada a tripsinizacdo que é a dissociacdo das células aderidas do fundo da
garrafa.

Figura 12. Confluéncia de 80% das CTMs observadas em microscopio 6tico invertido.

Para a liberacdo das células aderidas da superficie interna da garrafa foi
utilizada uma solucéo contendo Trypsin-EDTA 05%, 1x, (Gibco™ Invitrogen, NY,
USA). Para a liberacdo das células da superficie, onde estavam aderidas, o meio foi
descartado e, em seguida, a monocamada foi submetida a 2 lavagens com 5 ml de
PBS para a remocao do soro presente no meio de cultura, o qual impede a acao da
tripsina. Em seguida, foram adicionados 4 ml da solug&o de tripsina-EDTA em cada
garrafa.
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Os frascos foram incubados por 4 min., em estufa de CO, 5% a 37°C,
tempo necessario para que a tripsina-EDTA pudesse agir sobre a monocamada,
liberando as células que, anteriormente estavam aderidas a superficie plastica, para
0 sobrenadante. Em seguida, as garrafas foram levemente agitadas para facilitar o
descolamento das células aderidas, o que foi confirmado através do microscopio
optico invertido. Foram, entdo, adicionados, em cada garrafa, 1 ml de SFB e 4 ml de
meio DMEM para inibir a atividade da tripsina. Todo o conteudo das garrafas foi
transferido para um unico tubo cénico para a centrifugacdo durante 10 min. a 1500
rom para a sedimentacdo do pellet de células e retirada da tripsina que se
encontrava no sobrenadante.

Foi acrescentado meio DMEM com 15% de SFB para homogeneizacéo das
células, contagem em camara de Neubauer e, em seguida, foi realizado o
plaqueamento em novas garrafas de 75 cm? Apds a quarta tripsinizacédo, as células
foram ressuspensas em meio DMEM contendo 15% de SFB e foi realizada a
distribuicdo das células nas placas de cultura de 24 pocos, onde ocorreu o
monitoramento com troca de meio até que uma confluéncia de 80% fosse atingida.
Todos os experimentos foram realizados na 42 passagem.

As CTMs isoladas e cultivadas por esta metodologia foram previamente
caracterizadas quanto a sua morfologia, potencial de diferenciacdo em adipécitos,
osteoblastos e condrdcitos e quanto aos marcadores de superficie (REBELATTO et
al., 2008).

3.3 CULTIVO E DIFERENCIACAO CELULAR

O procedimento para as células isoladas e expandidas de cada um dos trés
voluntarios foi idéntico. O cultivo foi realizado em placas de cultivo de 24 pocos
(TPP, Trasadingen, Switzerland) dos quais 16 foram usados.

Inicialmente, foram distribuidas 20.000 células por poco diluidas em meio
DMEM suplementado com 15% de SFB, em 4 placas de cultura (I, II, 11l e 1V), de
acordo com a configuracdo mostrada na figura 13, na qual € mostrada as duplicatas
técnicas. Os pocos que nao tinham biomaterial, BIO, apresentavam no seu interior

laminulas de vidro. Quatro placas foram usadas a fim de que fosse possivel realizar
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as andlises no primeiro dia de cultivo (controle) e no 7%, 14° e 21° dias. A

esterilizacdo das pecas do biomaterial foi realizada com 6xido de etileno, EtO.

000000
000000

eaa@ -

Figura 13. Esquema das placas |, Il, lll, e IV de cada voluntario. BIO = Biomaterial, CTM = Células
Tronco Mesenquimais, MD = Meio de diferenciagéo.

O sobrenadante dos cultivos da placa |, de cada voluntério, foi usado para a
dosagem da FAO no 12 dia. O contetdo da placas II, Ill e IV foi usado para MEV,
FAO e Citoquimica no 79, 14° e 21° dias. Assim, 0s pocos das filas A e B foram
utilizados para analise por citoquimica para avaliar o potencial de diferenciacdo das
CTMs cultivadas com o meio de diferenciagdo, MD, para transformagcdo em
osteoblastos. O sobrenadante dos pocos das filas C e D foram utilizados para
analise da atividade da FAO e as células e BIO para o MEV para avaliar a
morfologia celular, a capacidade osteoindutora do BIO e avaliar se o MD teria
alguma influéncia no processo de indugéo osteoblastica.

Para a observacdo em MEV, foram utilizados os materiais das placas do
primeiro paciente apenas, pois, como esta andlise foi realizada com a intencéo de
verificar o comportamento das CTMs quando em contato com a Anortita, nao foi
necessaria a comparagdo com os demais voluntarios.

O MD usado para induzir a diferenciagdo das CTMs em osteoblastos era
constituido por meio DMEM suplementado com 15% de SFB, 0,1 pmol/l de
dexametasona (Sigma Chemical, St Louis, USA), 10 mmol/l de R-glicerolfosfato
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(Sigma Chemical, St Louis, USA) e 50 umol/l de ascorbato (Sigma Aldrich, St Louis,
USA). Este meio foi adicionado apods confluéncia de 80% das células,
aproximadamente 48 horas apés o inicio do cultivo. O 1° dia da diferenciacdo € o
dia que foi adicionado o MD, ou seja, aproximadamente trés dias apos o inicio do
cultivo.

O meio de cultura comum a todos os pocos foi DMEM mais 15% de SFB e
1% de antibiotico.

ApoOs a adicdo dos respectivos meios em cada po¢o, a manutencdo das

culturas foi realizada com a troca de meio trés vezes por semana.

3.4 CARACTERIZACAO DA OSTEOGENESE

3.4.1 Atividade da Fosfatase Alcalina (FAO)

A FAO foi determinada através de sistema cinético (Invitro-human, Itabira,
Brasil) onde, em meio alcalino, a FAO transfere o grupo fosfato do p-Nitrofenilfosfato
para a Dietanolamina liberando o p-Nitrofenol. A concentracdo da enzima é
determinada pela velocidade de formacédo do p-Nitrofenol, medida em 405 nm.

Os sobrenadantes das culturas nas diferentes condicdes foram coletados em
microtubos (Axygen, USA) e armazenados em freezer a -20°C (Electrolux, FE 26)
até o momento da dosagem, quando as amostras foram deixadas fora do freezer até
que atingiram a temperatura ambiente.

Foram adicionados 20 yl da amostra a mistura de substrato e solugcdo tampao
(kit comercial) na propor¢cédo de 4 partes de tampédo para 1 parte de substrato. A
mistura foi homogeneizada com agitacdo manual e transferida para uma cubeta a
37°C, lida em 405 nm.

Depois de 1 min. foi realizada a leitura da absorbancia, disparando
simultaneamente o cronémetro. As leituras foram repetidas em intervalos de 1, 2 e 3

min. para o célculo da média das diferencas de absorbancia por minuto (AA/min).
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3.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Apoés a retirada do meio de cultura, as laminulas e os biomateriais foram
transferidos para outra placa de 24 pocos, respeitando as posicdes da placa
anterior. Nesta nova placa foram adicionados 0s reagentes necessarios para este
procedimento, garantindo a imerséo da laminula e do biomaterial.

Foram realizadas trés lavagens com tampéao Cacodilato de Sédio a 0,1 M,
adicionado o fixador Glutaraldeido a 2,5 %, e os materiais foram deixados em
repouso por 1 h e 30 min. Apés a retirada do fixador, o material foi submetido a 4
lavagens com tampédo Cacodilato 0,1M e, em seguida, os materiais foram
desidratados em solucdes de graduacdo crescente de etanol através de imersdes
de 20 min., da seguinte forma: dois banhos de etanol 50% seguidos de mais dois
banhos de etanol 70%. ApoOs o ultimo banho, foi acrescentado na placa com os
materiais, uma solucdo de etanol 70% para a conservacdo em refrigerador a -4°C.
Antes do ponto critico e da metalizagdo para visualizagdo no MEV, foram realizadas
mais duas lavagens com etanol 100%.

Depois que o material foi fixado e desidratado em solugbes crescentes de
etanol, levou-se para o ponto critico que consiste na remocéo do restante de 4gua
remanescente no material. O material foi colocado em um suporte, posicionado
dentro do ponto critico (Bal Tec CPD-030) contendo alcool 70%. A refrigeracao foi
acionada e, quando a temperatura atingiu 5°C a agitacdo foi ligada e permitiu-se a
entrada de CO, liquido. Este procedimento permite que todo o alcool contido na
amostra seja substituido por CO,, ponto onde é possivel observar a formacdo de
neve carbodnica na mangueira. O cilindro de CO, foi entdo fechado e deu-se inicio
ao aquecimento até a temperatura de 42°C, em pressdo de 68 bar, quando o CO,
passa do estado liquido para o gasoso (ponto critico do CO;), permitindo que a
amostra figue totalmente seca. Neste momento a amostra ficou pronta para a
proxima etapa que é a metalizagéo.

Na metalizacdo o material foi posicionado em um suporte de aluminio e
inserido no equipamento de deposicdo do metalizador (Balzers SCD-030) para ser
feita a colocacdo de uma fina camada de ouro sobre o material, permitindo que

conduza eletricidade, tornando-o, desta forma, visivel no MEV.
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3.4.3 Citoquimica

Para a citoquimica, o meio de cultura foi descartado e, em seguida, 0s
pocos foram lavados duas vezes com PBS. O material foi, entdo, fixado com 1ml de
solucéo de Bouin (Biotec, Labmaster, Parana, Brasil) por 10 min. Os pocos foram
entdo lavados duas vezes com alcool 70% e duas vezes com agua mili-Q.

O corante foi previamente preparado de modo a obterem-se duas solugdes:
uma de pH 4,2, que cora o carbonato de calcio e o fosfato de calcio e outra de pH
7,0 que cora o oxalato de célcio.

O corante Vermelho de Alizarina (Fluka Chemic, Buchs, UK) foi adicionado
aos pocos num volume suficiente para cobrir a laminula, permanecendo nos pogos
durante 15 min. ApGs a coloracdo o material foi lavado em agua mili-Q por duas
vezes. Foi utilizado para contra coloracdo o light-green (Sigma-Aldrich, St Louis,
USA).

Seguindo o protocolo de microscopia Optica, as laminulas passaram por
uma bateria de reagentes: acetona 100% (2x), 2 acetona:1 xilol; 1 acetona:1 xilol, 1
acetona: 2 xiloll e xilol 200% (2x). Ap6s a ultima solucao, a laminula foi posicionada
cuidadosamente de modo que a face com as células estivesse voltada para a
lamina contendo uma gota de Histolan (Biotec, Parand, Brasil) depositada em sua
superficie. As laminas secaram durante 24 h para posterior analise em microscopio

optico (Olympus CX31, Alemanha).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ATIVIDADE DA FOSFATASE ALCALINA OSSEA (FAO)

A FAO é considerada um marcador da presenca de osteoblasto e a
expressdo da sua atividade foi monitorada a partir do sobrenadante dos pocos
especificados no quadro 1, coletados das placas |, Il, Il e IV, referentes ao 1°, 7°,
14° e 21° dias, respectivamente.

Para a determinacédo da atividade enzimatica da FAO foi usado o leitor de
ELISA por meio do método cinético optimizado no comprimento de onda de 405 nm.

A andlise dos resultados foi qualitativa, considerando que o objetivo foi
qualificar o biomaterial como osteoindutor, comparando esta caracteristica com um
padrdo. Como a osteoinducdo ndo pode ser quantificada, o nimero de amostras foi
considerado suficiente para qualificar tanto o biomaterial quanto a sua osteoinducao
guanto as CTMs como viaveis. A tabela 1 mostra os valores das FAO para os trés

voluntarios, para mais facil comparacao.
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Tabela 1. Resultados da FAO (U/l) para os trés voluntarios nos dias 1, 7, 14 e 21, de acordo com o

conteddo das placas.

Dia  Voluntario CT™M CTM + BIO CTM + MD CTM + BIO + MD
1 58,6 55,9 57,2 67,3
2 13,5 10,8 14,2 111
1 3 13,5 10,8 14,2 10,8
Média 28,9 27,6 30,5 28,3
Minimo 13,5 10,8 14,2 10,8
Méaximo 59,9 61,3 63,3 63,3
1 58,6 55,9 57,2 67,3
2 17,5 15,2 14,8 12,1
7 3 31 46,5 33,9 31,7
Média 35,7 39 35,2 36,8
Minimo 17,5 14,8 14,8 11,5
Maximo 58,6 55,9 57,2 67,3
1 63,3 59,9 60,6 55,9
2 21,6 13,1 12,1 11,4
3 58,9 14,3 53,3 62,8
14 Média 47,9 28,5 42 43,6
Minimo 21,6 11,5 12,1 12,1
Méximo 63,3 59,9 60,6 62,8
1 38,4 26,3 59,9 51,2
2 24,6 17,2 16,7 20,2
21 3 38,1 30,1 60 32,5
Média 33,7 25 45,5 33,8
Minimo 24,6 18,7 16,7 17,7
Méaximo 38,4 30,1 60 51,2
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Figura 14, valores meaios, Iminimaos e maxImos aos res voluntarios consiaeranao-se caua amostra
em cada dia de avaliacao.

Apesar dos valores da FAO serem diferentes entre os voluntarios, a analise
qualitativa é valida, pois o que se busca € o aumento dos valores da FAO em
relagdo ao estado inicial do mesmo voluntario, o que indicard& o aumento da
atividade osteoblastica. Por este motivo, o0s resultados sao discutidos
separadamente, para cada voluntario.

A producdo da FAO pelas CTMs isoladas dos 3 voluntarios mostraram
comportamentos bastante semelhantes. Analisando os resultados por periodo de
cultivo, no primeiro dia, o segundo e o terceiro voluntarios apresentaram valores de
FAO muito proximos, entre valores de minimo e maximo idénticos de 10,8 U/l e 14,2
U/l, respectivamente.

Os altos valores encontrados no primeiro voluntéario, entre 55,9 U/l e 67,3 U/,
podem ser resultantes de uma disfuncdo biliar, presenca de lesbes 6sseas ou
metastase tumoral (HENRY, 2008). Muitos pesquisadores sugerem, sem
confirmacédo, que a idade, o sexo e doencas do doador podem influenciar na
elasticidade e na capacidade de proliferacdo das células tronco, assim como a sua
capacidade osteogénica (CIAPETTI et al., 2006) (LANZA, 2004).

Os voluntarios eram cardiopatas e, portanto, usuarios de medicamentos

destinados as funcdes cardiovasculares. Estudos mostram, no entanto, que apesar
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de alguns medicamentos tornarem dificil a expansao in vitro das células, parece néo
influenciarem na funcionalidade das mesmas (LANZA, 2004). Portanto, o0s
medicamentos ingeridos pelos voluntarios provavelmente ndo sdo 0s responsaveis
pela diferenca nos resultados da FAO.

Analisando os resultados separadamente, as CTMs do primeiro voluntario
tiveram uma diminuicdo da atividade da FAO entre os dias 1 e 7. O que mais chama
a atencdo é o fato do valor da FAO nos pocos da placa do 7° dia, que continham
apenas CTM, continuarem préximos ao dos pogos da placa do 12 dia com 0 mesmo
conteudo, enquanto que os demais poc¢os sofreram diminuigédo dos valores.

A FAO é um marcador inicial da diferenciagdo osteoblastica e a sua
quantidade diminui @ medida que a mineralizagcdo aumenta. Portanto, a atividade da
FAO tende a aumentar entre o 12 e o 142 dia de cultura, diminuindo a partir de ento,
guando ocorre um aumentando da osteocalcina, sugerindo que a cultura esta
progredindo para uma alta taxa de mineralizacdo, ou seja, para a formacao de
células maduras constituintes do tecido 6sseo (RATISOONTORN et al., 2005). Este
comportamento pode ser confirmado nos resultados do MEV apresentados na figura
15, discutidos posteriormente.

Embora a formacdo do tecido désseo seja um processo complexo e nao
totalmente dominado, sabe-se que a proliferacdo celular e a diferenciacdo em
osteoblastos sdo fendmenos quase excludentes, ou seja, 0 aumento da
diferenciagao celular causa uma diminui¢do nos valores de FAO (GALLI et al., 2005;
RATISOONTORN et al., 2005).

Os resultados apresentados no 21° dia, ainda do primeiro voluntario, mostram
a diminuicdo da FAO, indicando o aumento da diferenciacao celular, o que pode ser
verificado nas imagens registradas através do MEV, discutidas no topico seguinte.
Neste estagio, ocorre um aumento da osteocalcina que esta relacionado com a
mineralizacdo do colageno. Esta enzima, no entanto, ndo foi objeto de estudo no
presente trabalho.

Interessante notar que a diminuicdo da FAO foi notavel nos pocos que
continham CTM e CTM + BIO, sem a presenca do meio de diferenciacdo. Os po¢os
gue continham o MD continuaram com altos valores de FAO, 0 que sugere que 0
mesmo dificulta a diferenciacdo celular e atrasa o processo de mineralizacdo do
colageno formado nos primeiros estagios do cultivo celular. Nota-se ainda que o

biomaterial cultivado com as CTMs ndo necessitou de meio de diferenciagdo para
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induzir a formacéo de osteoblastos, comprovado pelo valor de pico da FAO no 14°
dia de 59,9 U/l. Ainda, o biomaterial parece ter induzido a mineralizacdo do
colageno, o que pode ser deduzido pela diminuicdo no valor da FAO, 26,3 U/l, no
21°, inferior ao valor encontrado nas CTMs sozinhas de 38,4 U/I.

O segundo voluntario apresentou, no 1° dia, nivel de FAO considerado normal
nas CTMs sozinhas, 13,5 U/l. No 7° dia ocorreu um aumento da FAO em todos os
pocos, no entanto, de forma mais pronunciada naqueles que continham apenas
CTMs, 17,5 U/l, e nos que continham CTM + BIO, 15,2 U/l, mostrando que o MD né&o
interferiu no inicio da diferenciagdo osteoblastica, como era de se esperar, quando
comparado com os pocos sem MD. Os valores do 14° dia mostraram pouca variacéo
na FOA nos pocos com presenca de MD. No entanto, nos pocos contendo apenas
CTM, a FAO continuou a aumentar, 21,6 U/l, enquanto que, nos po¢os com CTM +
BIO ocorreu uma diminuigdo, 13,1 U/, indicando inicio de diferenciagéo celular. O
esperado para o 21° dia era que houvesse uma grande queda no valor da FAO. No
entanto, os valores aumentaram em todos 0s pocos, inclusive em relacdo aos
valores do 1° dia. Estes valores podem ter sido acarretados por erros de leitura ou
de procedimento.

O terceiro voluntario também apresentou valores normais de FAO nas CTMs,
méaximo de 13,5 U/l, lidos no 1° dia. No 7° dia houve um aumento sensivel dos
valores da FAO em todos 0s po¢os sendo mais pronunciado no pogo que continha
CTM + BIO, maximo de 46,5 U/l. No 14° dia, apenas o pogo contendo CTM + BIO
apresentou diminui¢cdo no valor da FAO, indicando o inicio da diferenciagéo celular.
Os demais pocos apresentaram aumento bastante pronunciado da FAO em relacdo
ao 72 dia, indicando formagéo de osteoblastos. No 212 dia, o poco contendo CTM +
BIO teve um aumento no valor da FAO, como esperado. O po¢co com CTM + BIO +
MD manteve os valores elevados da FAO entre 1° e 21° dias, indicando baixa
proliferagao celular.

Os valores da FAO das CTMs do segundo e terceiro voluntarios,
apresentaram valores mais préximos dos normais na andlise do 1° dia e a presenca
do MD afetou a proliferacdo celular aumentando, portanto, o periodo de
diferenciacdo. De acordo com Ratisoontorn et al., 2005, este comportamento
evidencia ndo haver progresso no sentido da mineralizacédo, ou seja, da maturacéo

dos osteoblastos.
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Também para o segundo e terceiro voluntarios, os valores da FAO para 0s
pocos que continham apenas CTM, considerados como controle, apresentaram
oscilacbes que esperadas para o progresso da diferenciacdo em osteoblastos, ou
seja, aumento entre o 1° e 0 14° dia e diminuicdo entre o 14° e o 21° dia, quando
deve ocorrer um aumento da osteocalcina. Os pogos contendo CTM + BIO, diferente
do controle, apresentaram aumento entre o 1° e o 7° dia, diminuicdo entre 0 7° e 0
14° dia e aumento entre o0 14° e 0 21° dia. Embora estas variacdes sejam pequenas,
este comportamento pode ser explicado somente com analises complementares em
relagdo a interagdo quimica entre o biomaterial e as células tronco, responsaveis
pelos sinais que induzem a diferenciacdo e a proliferacéo.

Segundo Kasten et al., 2008, o tamanho do biomaterial, o tamanho do poro
(macro, micro ou nano), a interconectividade entre os poros e a propriedade de
adsorcdo e de absorcdo do biomaterial sdo fatores importantes que devem ser
analisados, pois influenciam nas interacdes com as células tronco mesenquimais,
resultando em diferencas nos valores dos marcadores bioquimicos em relacdo aos
valores padréo ou aos esperados.

Interessante notar que, na placa referente ao primeiro voluntario que
apresentou valor inicial de FAO acima do normal, 0 comportamento para 0S pogos
com CTM e com CTM + BIO foram similares. Este paciente, com alta atividade de
fosfatase, auxiliou a diferenciacéo celular e a sua proliferacéo.

De forma geral, o biomaterial conseguiu induzir a diferenciacdo, sem a

necessidade de que o meio de diferenciacdo fosse adicionado.

4.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDUTA (MEV)

A microscopia eletronica foi realizada a fim de visualizar a formacdo de
osteoblastos e a diferenciagdo celular. Para tanto, inicialmente, foi analisada a
superficie do biomaterial sem a presenca de qualquer material sobre 0 mesmo,
como mostrado na figura M da figura 15. Nesta, € possivel observar as
irregularidades superficiais, as quais podem favorecer a adesdo mecéanica das

células cultivadas sobre o biomaterial..
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Muitos estudos tém demonstrado que a topografia, além das propriedades
quimicas do biomaterial, influenciam na diferenciagdo osteogénica das células
tronco, bem como afetam a mineralizacdo. A superficie rugosa da Anortita, mostrada
na figura 15M, € um fator que pode facilitar o crescimento celular in vivo, visto que a
rugosidade superficial parece controlar o processo de cicatrizacdo dos tecidos e,
consequentemente, o sucesso do implante (SAWYER, HENNESSY, BELLIS, 2005);
(ANSELME, 2000).

O aspecto da superficie mostra ndo haver ranhuras em direcOes
preferenciais. Neste tipo de superficie, espera-se que o crescimento celular seja
desordenado, acompanhando a caracteristica superficial (ANSELME, 2000). Esta
caracteristica pode ser observada ja no 72 dia de cultivo, onde o crescimento celular
foi, visivelmente, desordenado em um padrdo diferente do cultivo sobre laminas
(controle).

A figura 15 apresenta todas as imagens do MEV usadas na discussao do
trabalho. As imagens correspondentes as letras A, D, G e J mostram o cultivo do 7°
dia da cultura das células tronco isoladas do primeiro voluntario, cultivadas sobre
laminulas (A e B) e sobre biomaterial (G e J). E possivel observar as formas
poligonais ou fusiformes com emissao de diversos prolongamentos tipicos de fibras
de colageno e vesiculas de minerais, formadas por carbonato de calcio ou fosfato
de calcio.

As figuras D e J mostram o aspecto das células cultivadas com meio de
diferenciacdo osteoblastico sobre laminulas no 7° dia de cultivo. As células também
apresentaram uma forma fusiforme ou poligonal, porém com maior quantidade de
vesiculas minerais, além de uma rede mais concentrada de fibras colagenas
cobrindo toda a superficie da laminula.

A figura G mostra o aspecto das células no 7° dia de cultivo com o meio
DMEM sobre o biomaterial, onde €& possivel observar a formacdo de
prolongamentos que se unem formando uma matriz extracelular.

A figura J mostra as células cultivadas com o meio de diferenciacdo
osteoblastico sobre o biomaterial no 7° dia de cultivo, onde nota-se a presenca de
uma maior quantidade de vesiculas de minerais, quando comparada com as
imagens das figuras A, D e G.

A figura B mostra as células cultivadas apenas com meio DMEM e sobre

laminula, ou seja, sem a presenca do biomaterial, no 14° dia, onde é possivel
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observar uma forma tipica de osteoblasto com forma poligonal, largura entre 15 e 40
um e comprimento entre 30 e 90 um, regido achatada ao redor do nucleo e
presenca de filopodia ou projecdes citoplasméticas formando longas fibras. As
vesiculas de minerais apareceram depositadas sobre as fibras.

A figura E mostra as células cultivadas com meio de diferenciacdo sobre
laminula no 142 dia, onde nota-se uma maior concentracdo de vesiculas minerais
em comparacao com a imagem da figura B.

As células que cresceram sobre o biomaterial na presenca do meio de
cultivo apresentaram intensa formacéo de fibras colagenas e vesiculas, revestindo
toda a superficie do biomaterial, como pode ser observado na figura H. Um
revestimento do biomaterial mais pronunciado, apresentando camadas celulares
com muitas fibras e vesiculas minerais, ocorreu quando as células foram cultivadas
na presenca do biomaterial com o meio de diferenciagdo, como mostra a figura K.

A figura C mostra as células cultivadas com meio de cultivo sobre laminula,
no 21° dia, onde é possivel observar a formacdo de fibras revestindo toda a
superficie da laminula, constituindo uma matriz extracelular.

A figura F mostra as células cultivadas com meio de diferenciacdo sobre
laminula no 21° dia. Como aconteceu no 72 e 14° dias de cultivo, as imagens
mostram um aumento, porém pouco pronunciado, na quantidade de particulas de
fosfato de célcio devido a presenga do meio de diferenciagéo.

As células cultivadas sobre o biomaterial com o meio de cultivo
apresentaram formacao intensa de camadas celulares e particulas de fosfato de
calcio revestindo toda a superficie do biomaterial, figura |. Este aspecto foi ainda
mais pronunciado quando as células foram cultivadas na presenca do biomaterial

com o meio de diferenciacdo, como mostra a figura L.
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Dia 14 CTM + Dmem sobre Biomaterial Dia 14 CTM + MD sobre Biomaterial

Dia 14 CTM + Dmem sobre a laminula Dia 14 CTM + MD. sobre a laminula

Dia 21 CTM + Dmem sobre a laminula Dia 21 CTM + MD. sobre a laminula Dia 21 CTM + Dmem sobre Biomaterial Dia 21 CTM + MD sobre Biomaterial

Figura 15. MEV das CTM obtidas da MO, cultivadas sobre laminulas ou biomaterial no 7° dia (
A, D, G, J), 14°dia ( B, E, H, K) e 21°dia (C, F, I, L), nas diferentes condigBes: CTM (A, B, C);
CTM + MD (D, E, F); CTM + BIO (G, H, I); CTM + BIO + MD (J, K, L). Algumas células
apresentam formas fusiformes ( * ) em (B), muitos prolongamentos tipicos de fibras colagenas
(—) em (A, B, D) e estruturas minerais (A) em (C, E, F, H). Na foto B é possivel observar, pela
marcacao ( *), duas células com formas tipicas de osteoblasto e visivel filopodia. Abreviaturas:
MEV, microscopia eletrdnica por varredura; CTM, células-tronco mesenquimais; MO, medula
Ossea; BIO, biomaterial; MD, meio de diferenciacdo osteoblastica.

Para comparar os resultados e facilitar a discusséao, algumas figuras foram

reproduzidas neste topico.
No sétimo dia ja foi possivel verificar o crescimento celular pronunciado sobre

0 biomaterial como mostra a figura 16.
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Figura 16. Comparagéo entre as amostras do 72 dia, mostrando a proliferag&o celular mais acentuada
sobre o biomaterial. (a) lamina de vidro + DMEM, 2.000x (b) Idmina de vidro + DMEM, 4.500x (c) BIO

+ DMEM, 1.000x e (d) BIO + DMEM, 3.000x, mostrando a Anortita sob a camada de células (seta).

No entanto, este crescimento foi melhor visualizado a partir do 142 dia, figura
17. E possivel observar, nesta figura, as multicamadas celulares indicando uma
facilidade da diferenciacdo celular sobre o biomaterial, o que confirma a sua nao
citotoxicidade. Um padrao de crescimento celular diferente ocorreu no cultivo sobre
as laminulas que apresentaram muitas fibras colagenas direcionadas com formagéo

de poucas vesiculas minerais.
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Figura 17. Comparac&o entre as amostras do 14° dia, mostrando a proliferagéo celular mais
acentuada sobre o biomaterial e o crescimento de vesiculas minerais como as indicadas pelas setas.
(a) lamina de vidro + DMEM, 1.300x (b) lamina de vidro + DMEM, 7.000x (c) BIO + DMEM, 5.500x e
(d) BIO + DMEM, 5.500x.

O MEV é um dos equipamentos usados para mostrar as vesiculas e cristais
de minerais formados sobre biomateriais. Vesiculas de minerais passaram a ser
visiveis sobre o biomaterial no 142 e 21° dias, figuras 17 e 18 e apareceram em
maior numero do que sobre a superficie das laminulas de vidro (controle), indicando
gue a presenca do biomaterial facilitou a formacédo dessas vesiculas minerais, que €
uma caracteristica de calcificacdo, a qual pode ser comparada com o que ocorre in
vivo (BOSKEY, ROY, 2008).

O aumento do nimero de vesiculas a partir do 14° dia € uma caracteristica
normal nos cultivos celulares para diferenciacdo em osteoblastos e sugere que a
cultura esta4 progredindo para uma alta taxa de mineralizagdo, ou seja, para a
formacao de osteoblastos (RATISOONTORN et al., 2005).
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Figura 18. Comparagéo entre as amostras do 21° dia, mostrando a proliferagdo em varias camadas
celulares, em um padréo diferente do crescimento sobre a lamina. (a) lamina de vidro + DMEM,
1.800x (b) lamina de vidro + DMEM, 4.500x (c) BIO + DMEM, 3.000x e (d) BIO + DMEM, 9.000x.

Em todos os dias de cultivo analisadas pelo MEV observou-se uma maior
mineralizacdo quando as células-tronco foram cultivadas sobre o biomaterial do que
sobre a laminula. Pode-se concluir, portanto, que o biomaterial teve influéncia
positiva no processo de diferenciacdo celular, ou seja, o biomaterial interage
mecénica e biomecanicamente com as células tronco de forma a induzir a sua
diferenciacdo em osteoblastos (GEORGE, YOSHINORI, MIYATA, 2006). Esta
interacdo pode ser identificada quando se compara a quantidade de vesiculas
formadas no 21° dia de cultivo sobre o biomaterial, Gltimo dia de analise, com e sem
meio de diferenciagéo, figura 19. A presenca do meio de diferenciacdo parece nao

ter influenciado o processo de mineralizagéo sobre o biomaterial.
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Figura 19. Comparagéo entre as amostras do 21° dia de cultivo sobre a Anortita, mostrando a
proliferacdo celular. (a) BIO + DMEM, 3.000x (b) BIO + DMEM, 9.000x (c) BIO + DMEM + MD, 3.000x
e (d) BIO + DMEM + MD, 5.500x.

As vesiculas minerais com formas ovais arranjadas em aglomerados na
superficie celular, uma caracteristica comum as ceélulas que tenham se diferenciado
em osteoblastos, sdo frequentes nas células cultivadas por 21 dias na presenca do
biomaterial. Além disso, essas células passaram a apresentar uma morfologia
fusiforme, ou seja, largas no centro e afinadas nas pontas, caracteristicas também
comuns a osteoblastos, precursoras dos ostedcitos, células maduras que constituem
a matriz éssea (YIN, LI, 2006; BALONI et al., 2009; VALENCIA, GRETZER,
COOPER, 2009). Este padrdo de diferenciacdo mostrou-se comum neste estudo
guando as CTMs foram cultivadas na presenca da Anortita por até 21 dias.
Entretanto, ndo existem estudos conclusivos sobre como as propriedades quimicas
de um biomaterial, a sua energia e rugosidade superficiais influenciam no
comportamento e no padréo de diferenciacado dos osteoblastos. Neste trabalho, este
padrdo é visivelmente diferente entre a superficie do biomaterial e a superficie da

laminula de vidro.
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No final do cultivo, é possivel inferir sobre o sucesso da mineralizagéo in vitro
a qual, segundo Ciapetti, 2006, é considerada uma evidéncia definitiva do potencial
osteogénico e, normalmente, aparece como noédulos tridimensionais observados
apos a organizacdo das ceélulas em multicamadas, configuracdo observada com
clareza nas figuras 19a e 19b, ou como uma calcificacao difusa, sem identificacédo
clara de nédulos como aparece nas figuras 19c e 19d.

Como a avaliacdo da capacidade osteoindutora do biomaterial € realizada de
forma mais segura, pela quantidade de matriz mineralizada formada sobre o mesmo,

caracterizando o final da diferenciacdo em osteoblastos (DECLERCQet al., 2005),

7

considerando este aspecto, é possivel sugerir quaomaterial mostrou ser

osteoindutor.

4.3 CITOQUIMICA

A analise da citoquimica foi realizada no 72, 142 e 21° dias de cultivo com a
finalidade de se detectar cristais de calcio que aparecem na forma de pequenos
pontos escuros ao redor das células, como pode ser observado na figura 20, de A a
F.

Especificamente, o vermelho de alizarina no pH 4,2 detecta fosfato e
carbonato de calcio, e no pH 7,0 detecta oxalato de célcio, cristais aciculares,
ambos cristais contidos nos osteoblastos (SALDANA et al., 2009), sendo que os
fosfatos de calcio participam do processo de mineralizacdo e o oxalato de calcio €
um produto final do metabolismo (STRZELECKL, MENON, 1985).

Dessa forma, a citoquimica torna-se uma importante ferramenta metodolégica
na evidéncia da diferenciacdo de CTMs em osteoblastos, o que pode vir a ser um
dado relevante na confirmacdo do processo de diferenciacdo celular aqui
investigado.

As figuras 20A e 20B mostram a citoquimica do 72 dia, em pH 4,2 e ph 7,0.
No controle, foto do canto superior direito, foi possivel a visualizacdo das células
sem presenca de cristais de fosfato calcio, no entanto, os cristais de minerais foram

mais visiveis quando foi acrescentado o meio de diferenciacao
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Dia7pH4.2

Dia 14 pH4.2 Dia 14 pH 7

Dia2l pH4.2 Dia 21 pH7

Figura 20. Citoquimica das CTMs, cultivadas sobre laminulas na presenca de MD, no 7°(A, B), 14°
(C, D) e 21°(E, F) dias. As células controle, cultivadas sem presenca de MD estao representadas no
canto superior direito. As células foram coradas com o corante Alizarina S, em pH 4,2 (A, C, E) e pH

7,0 (B, D, F), evidenciando cristais de fosfato de célcio e oxalato e carbonato de célcio,
respectivamente (—). Aumento 400X. Abreviaturas: CTM, células tronco mesenquimais; MD, meio de
diferenciacéao.

Nas laminulas das culturas realizadas em pH 7,0, observa-se que houve a
formacado de cristais de oxalato de calcio, pontos escuros dispersos nas imagens,
somente com a presenca do meio de diferenciacao (coluna da direita), independente
do dia de cultivo. O mesmo comportamento foi observado nos cultivos em pH 4,2, ou
seja, a formacdo dos cristais de fosfato de calcio, também representados pelos
pontos escuros, SO ocorreu em presenga do MD.

Portanto, as CTMs ndo produzem cristais de oxalato de célcio ou de fostato
de calcio, compostos dos osteoblastos, sem que sejam estimuladas, neste caso, por
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um agente quimico indutor. Isto leva a conclusédo de que a diferenciagdo das CTMs
em osteoblastos quando cultivadas sobre a Anortita sem a presenca do MD, foram
resultado unicamente da influéncia da Anortita, ou seja, os resultados da citoquimica
sugerem fortemente que este biomaterial tem a capacidade de induzir a

diferenciacdo das CTMs em osteoblastos, ou ainda, que a Anortita € osteoindutora.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, é possivel concluir que:

* Ocorreu adesao celular sobre a Anortita, comprovada pela diferenciacdo das
CTMs em provaveis osteoblastos, evidenciados por caracteristicas
ultraestruturais, citoquimicas e morfoldgicas;

* A Anortita induziu a diferenciagdo das células-tronco mesenquimais em
osteoblastos, sem a presenca do meio de diferenciacéo, sugerindo fortemente
ser este um biomaterial osteoindutor;

» Através do estudo in vitro do cultivo de CTMs em presenca da Anortita, este
biomaterial mostrou ser biocompativel, ja que quaisquer alteracdes
morfologicas e bioquimicas indicativas de sofrimento celular foram verificadas
pelos métodos utilizados;

* O cultivo de células tronco mesenquimais sobre a Anortita, como candidata a
aplicacbes na é&rea médica, mostrou ser um procedimento chave para
determinar o sucesso do biomaterial, antes de sua implantacéo;

* A constatacdo da biocompatibilidade da Anortita justifica investimentos futuros

para a sequéncia do estudo em ensaios in vivo e pré-clinicos.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

o) Avaliar a capacidade osteocondutora do biomaterial por meio da analise

B)

X)

%)

em MEV, citoquimica e PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) na secao

transversal do biomaterial cultivado;

Avaliar o efeito da porosidade e da topografia e rugosidade superficiais na
resposta celular, tanto de proliferacdo quanto de diferenciacao;

Quantificar a producdo da osteocalcina, proteina sintetizada somente por
osteoblastos maduros e, assim, inferir a quantidade de tais células;

Realizar ensaios in vivo a fim de confirmar os resultados in vitro e preparar

0 biomaterial para os ensaios pré clinicos.
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ANEXO A — PROTOCOLO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Parecer N© 0002571/09 Protocolo CEP N°© 2792
Titulo do projeto ESTUDO DA CAPACIDADE OSTEOGENICA EM BIOVITROCERAMICO Grupo
ABSORVIVEL Versdo 3
Protocolo CONEP 0541008400008 Pesquisador responsavel BEATRIZ LUCI FERNANDES

Instituicdo PUCPR-CCBS - Curitiba

Recomendagdes

Embora o protocolo verse sobre o uso de material humano ja coletado para outro estudo, este ja autorizado pelos
pacientes, recomenda-se fazer constar do TCLE os telefones dos pesquisadores.

Conclusoées

Pela aprovacao.

Devido ao exposto, o Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR, de acordo com as exigéncias das ResolucBes Nacionais
196/96 e demais relacionadas a pesquisas envolvendo seres humanos, em reunido realizada no dia: 08/04/2009,
manifesta-se por considerar o projeto Aprovado.

Situacdo Aprovado

Lembramos aos senhores pesquisadores que, no cumprimento da Resolucio 196/96, o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) devera receber relatdrios anuais sobre o andamento do estudo, bem como a qualquer tempo e a critério do
pesquisador nos casos de relevancia, além do envio dos relatos de eventos adversos, para conhecimento deste Comité.
Salientamos ainda, a necessidade de relatdrio completo ao final do estudo.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP-PUCPR de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicBes, cabe ao pesquisador ndo inicia-la antes de receber a
autorizacdo formal para a sua realizacdo. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado
pelo responsavel da instituicdo e deve ser mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por
este CEP em qualquer tempo.

Curitiba, 08 de Abril de 2009.
) <‘ e —L

o~

Prof. Dr. Sergio Surugi de Siqueira
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
PUCPR



ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECID O

ESTUDO DA CAPACIDADE OSTEOGENICA EM BIOVITROCERAMICO
ABSORVIVEL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1 - Ey, , RG, , entendo que
estou sendo portador de Cardiopatia Dilatada, uma doenga que acomete o musculo do
coragdo causando sua dilatagdo e comprometendo a capacidade do coragéo de bombear
sangue para o restante do corpo causando sensagtes de fraqueza, canseiras e faltade ar e
estou sendo convidado a participar do projeto chamado: “Estudo da capacidade osteogénica
em biovitroceramico absorvivel” e que a minha participagéo é voluntaria.

2 — As células-tronco mesenquimais sao células que possuem grande capacidade de se
dividir e de se transformar em outros tecidos do corpo, como ossos, nervos, musculos e
sangue. Devido a estas caracteristicas, as células-tronco mesenguimais podem ser
utilizadas para a recuperagéo de tecidos danificados como em caso de fraturas e de
doencas osseas apresentando um potencial para a aplicagéo terapéutica. Eu entendo que
este projeto estda sendo desenvolvido em conjunto com o Instituto de Grade de Ciéncias
Basicas (IGCB) e a Pontificia Universidade Catélica do Parana (PUCPR) e que os médicos
e pesquisadores estdo empenhados na pesquisa basica da capacidade das células-tronco
mesenguimais gue se encontram na medula éssea em se transformar em células adultas de
tecidos 6sseos e a sua capacidade de integrag&o com o biovitroceramico absorvivel.

3 — O biovitroceramico absorvivel € um biomaterial que sera testado em laboratério para a
possivel utilizagdo no reparo do tecido dsseo danificado, como por exemplo, em enxertos
Osseos.

4 - Eu entendo que do velume total da medula éssea coletada para o projeto “Estudo
Multicéntrico, Randomizado de Terapia Celular em Cardiopatias- Cardiopatia Dilatada”, seréo
retirados 5 ml para serem destinados para a pesquisa “Estudo da capacidade osteogénica
das células-tronco mesenquimais em biovitroceramico absorvivel”. As células obtidas destes
5 ml de medula dssea serac apenas estudadas em laboratério e nao serao utilizadas para
qualquer fim terapéutico ou comercial.

5 — Eu entendo que no momento da publicag&o dos resultados obtidos nesta pesquisa, néo
aparecera meu nome e sim um cédigo, justamente para preservar a minha identidade.

6 - Eu li 0 texto acima e compreendi a natureza e objetive do estudo do qual fui convidado a
participar e concordo voluntariamente em participar.

Curitiba, ___ /

Assinatura do participante =

Assinatura do responsavel =

Assinatura do pesquisador responsavel =
Profa. Dra. Beatriz L. Fernandes

Pontificia Universidade Catolica do Parand - PUCPR
R. Imaculada Conceigiio, 1155, Prado Velho
CEP 80215- 901-Curitiba —PR. — Brasil. Tel: +55 41 3271-1657
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