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Cursino NM. Caracterizacao de osteoblastos diferenciados de células-tronco
mesenquimais da medula éssea de ratos espontaneamente hipertensos (SHR)

[tese]. Aragatuba: Unesp — Universidade Estadual Paulista; 2014.

RESUMO

A hipertensao arterial representa um fator de risco sistémico para varias doencas
incluindo redugédo da massa 6ssea por aumentar a reabsorgéo e diminuir a formacgao
O0ssea. Considerando que a formagdo Ossea é resultante da atividade de
osteoblastos, o objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas fenotipicas e
genotipicas de células osteoblasticas diferenciadas de CTMs (células-tronco
mesenquimais) de SHR. A partir de medulas 6sseas de fémures de SHR, CTMs
foram obtidas por adesdo ao plastico de cultura de células e diferenciadas em
osteoblastos por cultura em meio osteogénico até que atingissem a subconfluéncia.
Em seguida, as células foram subcultivadas na densidade de 2x10* células/pogo em
placas de 24 pocos. Células obtidas de Wistar foram utilizadas como controle. Para
a avaliagéo das respostas celulares foram realizados ensaios de proliferagéo celular,
atividade de fosfatase alcalina (ALP), formagédo de matriz mineralizada e expresséo
génica dos marcadores osteoblastico: 1) runt-related transcription fator 2 (RUNX2),
2) Osterix (OSX), 3) Fosfatase alcalina (ALP), 4) Proteina éssea morfogenética 2
(BMP2); 5) Sialoproteina 6ssea (BSP), 6) Osteocalcina (OC), 7) Osteopontina
(OPN), 8) e Colageno (COL), além dos receptores 31 e B2 adrenérgicos. Os dados
foram comparados pelo teste ANOVA seguido do teste de Tukey, e o nivel de
significAncia adotado foi de 5% (p<0,05). Células osteoblasticas de SHR
apresentaram alteragbes no fenétipo osteoblastico, exibindo, em todos os periodos

avaliados, menor proliferagédo celular, atividade de ALP e formagdo de matriz



mineralizada. A expressdo génica de todos os marcadores Osseos também foi
menor em SHR quando comparado com Wistar na maioria dos periodos avaliados.
A expressao génica do receptor B2 adrenérgico foi maior em SHR em todos os
periodos avaliados e nao foi detectada a expressao de receptor 1 tanto em SHR
como em Wistar. Com base nesses resultados, podemos concluir que os
osteoblastos diferenciados das CTMs de SHR apresentam reducéo ou atraso nesse
processo de diferenciacdo. Sugerimos ainda que a elevada expressdo dos
receptores (B2 adrenérgicos possa ter atuado nesse prejuizo da diferenciacao

osteoblastica.

Palavras-chave: Células mesenquimais estromais; osteoblastos; técnicas de cultura

de células; ratos endogamicos SHR; expresséo génica, receptores adrenérgicos.



Cursino NM. Characterization of osteoblasts differentiated from mesenchymal
stem cells from spontaneously hypertensive rats (SHR) bone marrow [thesis].

Aracatuba: UNESP - Univ. Estadual Paulista, 2014.

ABSTRACT
Hypertension is a systemic risk factor for several diseases including reduction of
bone mass by increasing bone resorption and reducing bone formation. Considering
that bone formation results from osteoblast activity, the aim of this study was to
assess the phenotypic and genotypic characteristics of osteoblastic cells
differentiated from MSCs of SHR. Bone marrow was harvested from SHR femurs and
MSCs were selected by adherence to plastic cell culture and differentiated into
osteoblasts by culturing in osteogenic medium until subconfluence. Then, the cells
were subcultured at a density of 2x10* cells / well in 24 well plates. Cells from Wistar
rats were used as control. Cells responses were evaluated by assaying proliferation,
alkaline phosphatase activity (ALP), mineralized matrix formation and the gene
expression of the osteoblastic markers: runt-related 1) runt-related transcription fator
2 (RUNX2), 2) Osterix (OSX) 3) Alkaline phosphatase (ALP), 4) Bone morphogenetic
protein 2 (BMP2); 5) Bone sialoprotein (BSP), 6) Osteocalcin (OC), 7) Osteopontin
(OPN), 8) and Collagen type 1 alpha (COL), in addition to the gene expression of 31
and 32 adrenergic receptors. Data were compared by ANOVA followed by Tukey test
and the level of significance was 5% (p < 0.05). SHR derived osteoblasts showed
changes in osteoblastic phenotype, exhibiting in all periods reduced cell proliferation,
ALP activity and mineralized matrix formation. The gene expression of all bone
markers was also lower in SHR compared with Wistar in many periods. The gene

expression of the B2 adrenergic receptor was greater in SHR in all periods and it was



not detected the expression of B1receptor either in SHR or Wistar. Based on these
results, we conclude that osteoblasts differentiated from SHR MSCs exhibit reduced
or delayed in the differentiation process. We also suggest that the overexpression of

B2 adrenergic receptors may have acted in prejudice of osteoblastic differentiation.

Keywords: mesenchymal stem cells; osteoblasts; cell culture; SHR; gene expression,

adrenergic receptors.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hipertensao

A Hipertensédo Arterial Sistémica (HAS) é uma condigcéo clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e sustentados de presséao arterial (apud Diretrizes
Brasileiras da Hipertenséo 1V, 2010. A pressao arterial 6tima deve ser inferior a 120
mmHg de presséao sistolica e 80 mmHg de presséo diastolica. Valores de presséo
sanguinea sistdlica entre 120-139 mmHg e/ou diastdlica 80-89 mmHg sé&o
considerados como pré-hipertensdo e 140 mmHg sistélica e/ou diastélica 90 mmHg
ou mais alto, como presséao arterial elevada ou hipertensdo. A hipertensdo aumenta
diretamente o risco de ataque cardiaco, angina, derrame, insuficiéncia renal, doenca
arterial periférica (DAP) e morte.

Atualmente, a HAS é considerada um grave problema de saude publica,
atingindo entre 14% a 40% da populagcdo nos paises do continente americano,
afetando cerca de 1 bilhdo de pessoas em todo o mundo e contribuindo para cerca
de 9,4 milhdes de mortes por doengas cardiovasculares e invalidez, segundo dados
da Organizacao Mundial de Saude (OMS/ONU, 2013). No entanto, apesar de um em
cada cinco americanos serem hipertensos, 31,6% dessas pessoas sao
assintomaticas e desconhecem sua condigdo . No Brasil, estudos populacionais
realizados nos ultimos 20 anos mostram uma prevaléncia de HAS acima de 30% na
populacado, e mais elevada em homens até os 50 anos e maior em mulheres a partir

dos 50 anos (apud Diretrizes Brasileiras da Hipertensao V).
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1.2 Causas da Hipertensao

Diversas sé&o as causas envolvidas na fisiopatologia da hipertensdo. Dez por
cento dos pacientes apresentam hipertensdo secundaria, resultante de doencgas do
parénquima renal, doencgas vasculares e de lesbes de glandulas adrenais. Outros
noventa por cento dos pacientes, entretanto, sdo ainda considerados hipertensos
primarios ou essenciais. A patogénese da hipertensado essencial €, em grande parte,
indefinida, multifatorial e altamente complexa . Ha indicagbes de que a hipertensao
essencial do adulto teria sua origem na infancia. Abaixo dos dez anos de idade, a
hipertensao arterial geralmente (90% dos casos) € secundaria, sendo na maioria das
vezes devido a doencga renal. A hipertenséo arterial essencial predomina acima dos
dez anos de idade, com niveis pressoéricos ndo muito elevados, no percentil 95 ou
discretamente acima dele. A prevaléncia da hipertensdo arterial na
crianga/adolescente situa-se entre 0,8% a 9%, média de 5%, com significativa

elevacado quando associada a obesidade (SANTOS et al., 2003).

1.3 Consequéncias da Hipertensao

A hipertensao, quando néao tratada, pode levar ao desenvolvimento de certas
patologias, tais como: derrames cerebrais, insuficiéncia renal ou paralisacao dos rins
e alteragbes na visdo, que podem levar a cegueira, insuficiéncia cardiaca e angina
(dor no peito), doengas do coragéo, como infarto. As doengas cardiovasculares tém
sido apontadas como as principais causas de morte no mundo , € no Brasil, tem sido
consideradas como as responsaveis por 33% dos ébitos com causas conhecidas
(PASSOS et al., 2006). No entanto, alteragdes em outros tecidos, como no tecido

0sseo, também tem sido associadas a hipertensao.
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1.3.1 Hipertensao e tecido 6sseo

Diferentes estudos clinicos e experimentais mostraram que a hipertensao
prejudica a qualidade e densidade 6ssea , sugerindo seu efeito direto sobre o
metabolismo 6sseo . Entre os estudos experimentais, muitos mostraram que ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) apresentam alteragdes importantes de
metabolismo 6sseo, como aumento no turnover ésseo e redu¢cdo na massa 6ssea
cortical e trabecular . O rato espontaneamente hipertenso (Spontaneously
Hipertensive Rats, SHR), geneticamente selecionado, € um dos modelos animais de
hipertensdo mais estudados. Estes animais nascem normotensos (~110-112 mmHg)
e a partir da 42 semana de nascimento desenvolvem espontaneamente ou sem uma
causa pré-determinante, um aumento de pressao arterial sistélica, acima de
150mmHg, que se mantém por toda a vida do animal adulto .

O aumento da atividade do sistema nervoso autbnomo simpatico em SHR
pode estar diretamente relacionado as alteragdes observadas no metabolismo 6sseo
destes animais, uma vez que o turnover ou remodelacéo éssea seria controlado pelo
sistema nervoso central, com participacdo do sistema nervoso autbnomo simpatico
(SNS) como componente periférico e de receptores adrenérgicos, p1 e B2,
identificados em osteoblastos .

Uma explicagdo bem simplificada de mecanismo proposto sugere que a
leptina estimula o hipotalamo a liberar neurotransmissor noradrenalina. O
acoplamento de noradrenalina em receptores de membrana [32-adrenérgicos, ativa a
proteina kinase A, a qual, no nucleo do osteoblasto, fosforila o gene regulador ATF4

(Activating transcription factor 4), produzindo RANK-L (receptor activator of nuclear

factor kappa-B ligand), estimulando a formacgao de osteoclastos.
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Figura retirada de

Substanciais evidéncias tém demonstrado que a sinalizagdo simpatica regula
a remodelacdo Ossea em parte por meio de receptores B-adrenérgicos . O
mecanismo proposto explicaria o efeito de drogas antagonistas de receptores -
adrenérgicos sobre o metabolismo 6sseo. Em SHR, tratamentos crénicos com

baixas doses de propranolol aumentaram a massa 6ssea da vértebra lombar e da
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tibia . Em mulheres na menopausa, o uso de antagonistas [1-adrenérgicos foi
associado a menores indices de fraturas decorrentes de osteoporose .

Estudos realizados previamente em nosso laboratorio demonstraram que
densidade mineral éssea esta reduzida nos diferentes dias do processo de reparo
alveolar ap6s a extracdo de dentes incisivos de SHR quando comparado a ratos
Wistar, sugerindo um atraso no reparo alveolar associado a hipertensdo . As
alteragdes densitométricas, histomorfométricas e imunohsitoquimicas (expressao
diferencial das proteinas OPG, RANKL, RANK e MMP-9) associadas ao atraso no
reparo alveolar em SHR foram revertidas pelo tratamento com o antagonista [3-
adrenérgico, atenolol (CURSINO, 2010). A alta prevaléncia de células que
expressam TRAP e o aumento na razdo de expressao entre RANKL/OPG
observados no osso de suporte dos dentes de SHR associados a maior producao
de mediadores inflamatérios no tecido gengival de SHR , promovem progressiva
perda Ossea alveolar associada a doenga periodontal, mesmo apds a remog¢éo do
estimulo . Juntos estes resultados sugerem que a hipertenséo altera a expressao de
proteinas e consequentemente a atividade/funcdo de células envolvidas do

metabolismo 6sseo.

1.4 Osteoblastos

Os osteoblastos sédo células 6sseas especializadas e possuem varios papéis
importantes na remodelagdo éOssea: expressao de fatores osteoclastogénicos,
producdo de proteinas da matriz 6ssea e mineralizacdo Ossea . As células
osteoblasticas compreendem uma populagao celular diversa que inclui a linhagem
de osteoblastos imaturos, em diferenciagdo e osteoblastos maduros produtores de

matriz. In vitro, a heterogeneidade do fenétipo osteoblastico estda associada a



20

diferenciacao celular . O estagio de diferenciacdo do osteoblasto também influencia
a contribui¢ao funcional dessas células na remodelagéo 6ssea in vivo.

Os osteoblastos se desenvolvem de células tronco mesenquimais (CTMs) que
sdo células-tronco ndo hematopoiéticas multipotentes e sob condigbes ambientais
apropriadas, sao capazes de se diferenciarem em osteoblastos maduros . As CTMs
sé&o capazes de formar colbnias , se auto-renovarem e diferenciarem em linhagens
do tecido conjuntivo, como osso, cartilagem, tendao, musculo e tecido adiposo .

Véarios fatores de transcricdo e moléculas sinalizadoras exercem papel
fundamental nos mecanismos regulatérios da osteogénese, dentre eles podemos
citar: 1) runt-related transcription fator 2 (RUNX2), fator de transcri¢cao indispensavel
na diferenciacdo de CTMs em linhagem osteoblastica ; 2) Osterix (OSX), fator de
transcricdo essencial para diferenciagao terminal de osteoblastos e formacgao 6ssea ;
3) Fosfatase alcalina (ALP), enzima importante para a disponibilizacdo de fosfato
para o processo de mineralizagdo da matriz extracelular ; 4) Proteina Ossea
morfogenética 2 (BMP2) importante na diferenciacéo osteoblastica ; 5) Sialoproteina
O0ssea (BSP), proteina ndo colagena da matriz que participa da nucleagcdo dos
primeiros cristais de apatita ; 6) Osteocalcina (OC), proteina n&o colagena da matriz,
participa da regulagdo da mineralizagdo da matriz ; 7) Osteopontina (OPN), proteina
nao colagena da matriz relacionada aos processos de adeséao celular e controle do
crescimento dos cristais de apatita durante o processo de mineralizagdo ; 8)
Colageno (COL), constitui de 90 a 95% da matriz extracelular produzida, conferindo
flexibilidade ao o0sso .

Apesar das alteragdes no tecido 6sseo de ratos SHR descritas na literatura e citadas
acima, nado encontramos estudos que investigassem possiveis alteracdes no

fendtipo, bem como na expressdo génica de marcadores ésseos na formacgédo e



21

mineralizagdo de matriz 6ssea de osteoblastos de SHR. Assim, nossa hipdtese &
que osteoblastos diferenciados de células-tronco mesenquimais da medula 6ssea de
SHR apresentam alteragdes de gendtipo e fendtipo que estdo diretamente
associadas as alteragcbes de metabolismo/turn over &sseo observadas

anteriormente.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral: caracterizar o fenotipo e gendtipo osteoblasticos de células

diferenciadas de CTMs de fémur de SHR.
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2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o fendtipo osteoblastico de células de SHR por meio dos ensaios de
proliferacéo celular, atividade de ALP, formacao de matriz mineralizada extracelular.

- Avaliar o genoétipo osteoblastico de SHR por meio da expressdo génica de
marcadores osteoblasticos.

- Avaliar a expresséao de receptores adrenérgicos 1 e B2 em osteoblastos de SHR.

3 MATERIAIS E METODOS
Os protocolos experimentais conduzidos no presente estudo foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA (protocolo n° 01560-2011,

Certificado no Anexo A) da Faculdade de Odontologia, Campus de Aracatuba,
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UNESP, estando de acordo com as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagcdo Animal- CONCEA.

O presente trabalho foi aprovado pela Comiss&do de Etica em Experimentacéo
Animal (CEEA) da Faculdade de Odontologia, Campus de Aragatuba, Unesp, de

acordo com o protocolo n° 01560-2011. Certificado em anexo (Anexo A).

3.1 Animais

Neste estudo foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR),
pesando entre 180 e 230g, com idade entre 2 e 3 meses, de uma linhagem mantida
pelo grupo de pesquisa da Profa Dra Cristina Antoniali Silva no Biotério do
Departamento de Ciéncias Basicas da Faculdade de Odontologia de Aracatuba
(FOA) — UNESP. Como controle experimental, foram utilizados ratos normotensos
da linhagem Wistar (ratus novergicus albinus) com idade e peso semelhantes aos de
animais SHR. Os ratos Wistar foram fornecidos pelo Biotério Central da FOA -
UNESP. Os animais foram mantidos em condi¢gbes controladas de temperatura (22-
24° C) com ciclo de luz (12h/luz e 12h/escuro) no Biotério do Departamento de

Ciéncias Basicas e foram alimentados com agua potavel e ragéo ad libitum.

3.2 Medida de pressao arterial

O registro da presséao arterial sistdlica (PAS) dos animais foi realizado pelo
método indireto de pletismografia de cauda, com a utilizagdo de pletismografo
adaptado para medidas em ratos (PowerLab, AD Instruments, Melbourne, Australia).

Somente SHR com pressao arterial sistélica maior ou igual a 150 mmHg e ratos
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normotensos Wistar com presséo arterial sistolica em torno de 112 mmHg foram

utilizados nos experimentos.

3.3 Obtencao e cultura de células-tronco mesenquimais

Para obtengdo de células, as CTMs foram isoladas de medula 6ssea de
fémures de ratos Wistar e SHR, como descrito por . Os ratos foram eutanasiados em
camara saturada com halotano e os fémures retirados e transportados em meio de
cultura contendo meio essencial minimo modificagao alfa (a-MEM, Gibco, EUA)
suplementado com 500 pg/mL de gentamicina (Gibco, EUA) e 3 pg/mL de fungisona
(Gibco, EUA).

No fluxo laminar, os fémures foram submetidos a antissepsia e a remocao
de tecidos moles remanescentes. As epifises foram removidas e a medula 6ssea
extraida por meio de irrigagdo com meio de cultura suplementado contendo a-MEM,
10% de soro fetal bovino (Gibco, EUA), 50 ug/mL de gentamicina, 0,3 pg/mL de
fungisona, 5 pg/mL de acido ascérbico (Gibco, EUA), 7 mM de B-glicerofosfato
(Sigma, EUA) e 107 M de dexametasona (Sigma, EUA). Esse meio é chamado de
osteogénico por induzir a diferenciacéo osteoblastica e, assim, permitir a obtencéo
de osteoblastos, conforme descrito por . As culturas foram mantidas em garrafas de
75cm? a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO, e 95% de ar
atmosférico. As trocas do meio de cultura foram realizadas 3 vezes por semana.

Quando as culturas atingiram a subconfluéncia, o meio de cultura foi
removido e adicionada solu¢do de tripsina a 0,25% (Gibco, EUA), 1,3 mg/mL de
colagenase do tipo Il (Gibco, EUA) e EDTA a 1 mM (Gibco, EUA) para obtencéo de
suspensao de células, que foram subcultivadas em meio osteogénico em placas de

24 pocos na concentracdo de 2x10* células/poco. As respostas celulares avaliadas
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foram: proliferacdo celular, atividade de ALP, formacdo de matriz mineralizada e

expressao génica.

3.4 Avaliacao das respostas celulares

3.4.1 Proliferagao celular

A proliferagdo celular foi determinada aos 3, 7 e 10 dias pelo ensaio
colorimétrico MTT (Mitocondrial Tetrazolium Test). O MTT é um sal que é reduzido
em cristais de formazan (de cor purpura) por proteinases mitocondriais, ativas
apenas em células viaveis . Para isto, o0 meio de cultura foi removido e os pogos
foram lavados com solugéo salina tamponada com fosfato (PBS, Gibco, EUA)
aquecida a 37°C, preenchidos com 1 mL de meio de cultura contendo MTT a 10% (5
mg/mL) e incubados a 37°C por 4 h. A seguir, os sobrenadantes foram aspirados e
os cristais solubilizados utilizando 1 mL de uma solugédo de isopropanol acido (HCI
0,04 N em isopropanol). As placas foram agitadas por 5 min e uma aliquota de 150
ML de cada pocgo foi transferida para uma placa de 96 pocos. A absorbancia foi
avaliada por meio de um espectrofotdbmetro yQuant (Bio-Tek Instruments Inc., EUA)
e a proliferacao celular foi expressa como absorbancia, utilizando o comprimento de
onda de 570 nm e comparada entre as culturas obtidas de CTMs de ratos Wistar e

SHR.

3.4.2 Atividade de ALP
A atividade de ALP foi avaliada aos 7, 10 e 14 dias em lisados de células
através da liberacdo de timolftaleina pela hidrélise do substrato timolftaleina

monofosfato, utilizando um kit comercial (Labtest, Diagnostica SA, Brasil). Para
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obtencao dos lisados de células, o meio de cultura foi removido e os pogos foram
lavados com soluc¢do salina tamponada com fosfato (PBS, Gibco, EUA) aquecida a
37°C, preenchidos com 1 mL de solugéo de lauril sulfato de sédio 0,1% (Sigma,
EUA) e ao final de 30 min, a solugéo contida em cada pogo foi homogeneizada e 50
ML dessa solugao foram transferidos para os tubos de ensaio. Foram utilizados tubos
de ensaio branco, padréo e testes. Em todos os tubos foram adicionados 50 uL de
substrato (timolftaleina monofosfato) e 500 uL de tamp&o. No tubo padrdo foram
acrescentados 50 yL da solucdo padréo. Todos os tubos foram incubados a 37°C
por 10 min. Apds esse periodo, foram adicionados em cada tubo (branco, padréo e
testes) 2 mL do reagente de cor. Aliquotas de 150 pL da solugéo de cada tubo foram
transferidas para placas de 96 pocos (Corning, EUA) e a densidade o6ptica foi lida
em comprimento de onda de 590 nm no espectrofotbmetro pQuant (Bio-Tek). A
atividade de ALP foi calculada a partir da medida do tubo padrao, normalizada pela
quantidade de proteina total, obtida de acordo com o método descrito por e

expressa em pymolL de timolftaleina/h/mg de proteina.

3.4.3 Formagao de matriz mineralizada

Aos 17 e 21 dias, o meio de cultura foi removido e os pogos foram lavados
com solugéo salina tamponada com fosfato (PBS, Gibco, EUA) aquecida a 37°C e as
culturas foram fixadas com 2 mL de formalina 10% por 2 dias, desidratadas em
alcool etilico na sequéncia de 30%, 50%, 70% e 100%, sendo 1 hora de incubagéo
para cada concentragdo. Em seguida, foram coradas com vermelho de alizarina a
2%, pH 4,2, a temperatura ambiente por 15 min e novamente lavadas com PBS e
agua bidestilada. Para analise qualitativa, imagens macroscépicas das culturas aos

17 e 21 dias foram obtidas digitalmente com camera de alta resolugéo (Canon EOS
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Digital Rebel, 6.3 megapixels, com lente macro EF100 /2.8, EUA). Para a analise
quantitativa, foi realizada a extracdo do vermelho de alizarina: foram acrescentados
em cada poco 280 pL de acido acético a 10% e as placas, deixadas sob agitagao
suave por 30 min. A camada de células foi raspada e a solugdo transferida para
tubos de 1,5 mL e agitadas em vortex por 30 segundos. Em seguida, os tubos foram
aquecidos a 85°C por 10 min e transferidos para o gelo por 5 min. Na sequéncia, os
tubos foram centrifugados a 13000 g por 20 min e 100 uL do sobrenadante foi
transferido para placa de 96 pocgos (Corning, EUA) contendo 40 pL de hidroxido de
amoébnia a 10%. Por fim, a absorbancia foi medida em espectrofotbmetro pQuant
(Bio-tek) utilizando comprimento de onda de 405 nm. A formagdo de matriz

mineralizada foi expressa como absorbancia.

3.4.4 Expresséao génica

A expressdo génica foi avaliada aos 7, 10 e 14 dias através da reagdo em
cadeia da polimerase em tempo real (Real-time PCR). Para tanto, o meio de cultura
foi removido dos pocgos e foi adicionado o reagente Trizol LS (Invitrogen, EUA) a
temperatura ambiente, por 5 min, sob agitagao por pipetagem. A extracdo do RNA
total foi realizada através do kit SV Total RNA Isolation System (Promega, EUA), de
acordo com especificagbes do fabricante. Em seguida, o RNA total foi quantificado
em diferentes comprimentos de onda (260, 280, 230 e 320 nm) em
espectrofotometro Nanovue plus (GE Healthcare, EUA) e sua integridade avaliada
por meio de eletroforese em gel de agarose desnaturante a 1,5% (m/v). Os tampdes
para a realizacado da eletroforese foram preparados com agua previamente tratada
com dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma, EUA). Para o preparo da agua, foi

adicionado 1 mL de DEPC em 999 mL de agua deionizada, sendo esta mistura
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incubada a temperatura ambiente por 24 h e autoclavada por 30 min. O gel foi
preparado dissolvendo-se 3 g de agarose (Gibco, EUA) em 144 mL de agua DEPC.
Em seguida, a mistura foi aquecida a 65°C e, entdo, foram adicionados 36 mL de
formaldeido a 12,3 M (Merck, Alemanha), 7 uL de GelRed (Biotium Inc., EUA) e 20
mL de tampdo de corrida, constituido de 50 mM de acetato de sddio (Merck,
Alemanha), 5 mM de EDTA (Merck, Alemanha) e 100 mM de &cido 3-[N-
morfolino]propanosulfénico (MOPS, Sigma, EUA). A mistura foi despejada em
férmas adequadas para moldagem do gel. Para o preparo das amostras, foram
adicionados 3 pg de RNA total, 2 yL de tampao de corrida, 4 pL de formaldeido a
12,3 M e 10 pL de formamida (Merck, Alemanha). Esta mistura foi aquecida a 85°C
por 10 min e, posteriormente, submetida a resfriamento a 4°C por 5 min. Em
seguida, foi adicionado o tampéo de amostra, composto por 50% de glicerol (v/v),
0,25% de azul de bromofenol (m/v), 0,25% de xileno cianol (m/v) e 10 nM de EDTA
em agua DEPC. A eletroforese foi conduzida a 60 V durante 1 a 3 h, utilizando-se
tampao de corrida. Ap6s este periodo, o gel foi visualizado através de iluminagao
com luz ultravioleta a 300 nm. A integridade do RNA foi verificada pela visualizagéo
de duas subunidades (18S e 28S) do RNA ribossémico presentes em organismos
eucariotos. Em seguida, foi confeccionada a fita de cDNA a partir de 1 pg de RNA
total. Este procedimento foi feito no termociclador Mastercycle Gradient (Eppendorf,
Alemanha) por meio de reagdo com a enzima transcriptase reversa, utilizando-se o
kit High-capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, EUA).

Para realizagcdo da PCR em tempo real foi utilizado o sistema SYBR Green
(Applied Biosystems), no aparelho CFX96 (Bio-Rad, CA, EUA). Foi preparado um
mix composto por 7uL do reagente SYBR Green Master Mix que contém o fluorofuro

SYBR Green, a enzima polimerase AmpliTaq Gold, dNTPs e o fluoréfuro ROX,
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utilizado como referéncia passiva para normalizagdo dos niveis de fluorescéncia,
além dos demais componentes de tampao e 0,5 pL da solugédo contendo cada
primer (foward e reverse) com as concentragbes adequadas, somando 8 pL. Foi
preparado 2,5 uL da solugédo de cDNA com 2,5 uL de agua deionizada autoclavada,
totalizando 5 yL. Em cada pogo da placa de 96 pocgos (Bio Rad) foi adicionado 8 pL
do mix e 5 pL da solugdo de ¢ DNA, em triplicata, para cada primer selecionado.
Uma amostra negativa (agua) foi submetida a reagdo com cada par das sequéncias
dos primers utilizados. As reagbes de amplificagdo consistem em 2 min a 50°C, 10
min a 95°C, quarenta ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 min a 60°C (desnaturacéao e
extensdo). Os resultados foram analisados com base no valor de Ct (cicle threshold,
ou ciclo limiar), sendo este o ponto correspondente ao numero de ciclos em que a
amplificacdo das amostras atinge um limiar (determinado entre o nivel de
fluorescéncia dos controles negativos e a fase de amplificagcdo exponencial das
amostras), que permite a analise quantitativa da expresséo do fator avaliado. Como
controle enddgeno, foi avaliada a expressao do gene para a enzima gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH). A expresséo do controle endogeno foi utilizada
para a normalizacdo dos niveis de expressao do gene alvo. Os primers foram
desenhados utilizando o programa Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) e
apresentaram eficiéncia entre 95-105%.

A normalizagéo e quantificagao relativa da expresséo génica foram realizadas
pelo método comparativo de 29 | Utilizando esse método, os dados foram
representados como diferenca (em vezes) na expressao génica, tomando-se como
controle os 7 dias do gruo Wistar. O desenvolvimento do fenétipo osteogénico das
células foi avaliado pela expresséo génica de: 1) RUNX2; 2) OSX; 3) ALP; 4) BMP2 ;

5) BSP; 6) OC; 7) OPN; 8) COL, além dos receptores adrenérgicos 1 e 2 (Tabela



Tabela 1. Sequéncia dos primers para PCR em tempo real

Gene Sense pb
Antisense (pares de bases)
TGTGAACGGATTTGGCCGTA

GADPH ATGAAGGGGTCGTTGATGGC 93
CACAAACAACCACAGAACCAC

RUNX2 TTGCTGTCCTCCTGGAGAAA 56
CAAGAGTCGGATTCTAGGATTGGAT

0SX 208
CAAACTTGCTGCAGGCTGCT

AP CCAACTCATTTGTGCCAGAG ”
CAGGGCATTTTTCAAGGTCTC

BSP CTACTTTTATCCTCCTCTGAAACGGTT 202
GCTAGCGGTTACCCCTGAGA

P ATGGACGTCCCCCCTAGTGCTT o
CGGCCACCATGGTCGACCTTTA

oL CCAACGAGATCGAGCTCAGG o1
GACTGTCTTGCCCCAAGTTCC

N CGTTTTGACTCCAATCGCCC o
TGTGGCATCGGGATACTGTT

oo GCAGACACCATGAGGACCCT 153
CCGGAGTCTATTCACCACCTTACTG

Receptorf TCGTCACCAACCGGGCCTACG

1_

adrenérgic CGCGGAACACCCGGAGGTACA 96

(0]

Receptor AGCGTCTGGGCACTGAAAGCC

B2- 83

adrenérgico

GGGTGCCAGCAAGAAGTCGCT

3.4.5 Analise estatistica

30

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa Sigma Stat 3.5. Os

dados obtidos foram agrupados e tabulados para realizar a estatistica descritiva

(calculos de média e desvio-padréo) para serem representados na forma de

graficos. Foram realizados trés experimentos distintos utilizando em cada um deles

um pool de células da medula éssea de SHR e Wistar. As compara¢des dos dados

de proliferagéo celular e atividade de ALP foram feitas agrupando os resultados dos

trés experimentos (n=15). Para comparacgéao dos resultados da formacéo de matriz
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mineralizada (n=5) e expressao génica (n=3) foram utilizados os dados de um unico
experimento representativo dos trés ensaios. Os dados foram comparados por
Andlise de Variancia (ANOVA) com dois fatores de variagéo, linhagem de ratos e
tempo, e a interagéo linhagem x tempo, seguido pelo pos-teste de Tukey. O nivel de

significancia foi de 5%.

4 RESULTADOS

4.1 Proliferagao celular

Em ambos os grupos avaliados, a proliferagcéo celular foi crescente ao longo
dos tempos de cultura, atingindo o valor maximo aos 10 dias (Wistar: p=0,001 para
todos os periodos; SHR: 3 versus 7 dias p=0,02, 3 versus 10 dias p=0,001 e 7
versus 10 dias p=0,025). A comparacao entre os grupos mostrou que a proliferagcéo
celular no grupo SHR foi muito menor em todos os periodos comparada com Wistar

(p=0,001 para todos os periodos). Os dados foram apresentados na Figura 1A.

4.2 Atividade de ALP

O perfil da atividade de ALP foi diferente entre os grupos. Em Wistar, essa
atividade aumentou de 7 para 10 dias e diminuiu de 10 para 14 dias, havendo
diferenca entre todos os periodos (p=0,001 para todos os periodos). Em SHR, a
atividade de ALP aumentou ao longo dos tempos de cultura sem diferenga
estatisticamente significante entre 7 e 10 dias (p=0,083), mas com pico de atividade
aos 14 dias comparado com 7 e 10 dias (p=0,001). A comparagéo entre SHR e
Wistar mostrou que em culturas derivadas de SHR a atividade de ALP foi menor nos

trés periodos avaliados (p=0,001 para todos os periodos). Os dados estao
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apresentados na Figura 1B.

4.3 Formagao de matriz mineralizada

Ao final de 17 e 21 dias, a formagéo de matriz mineralizada foi detectada pelo
corante vermelho de alizarina em todas as culturas. Independentemente dos grupos,
as marcagdes eram mais acentuadas aos 21 do que aos 17 dias. Qualitativamente,
SHR apresentava marcag¢des menos acentuadas em comparagédo com Wistar. As
quantificagbes do vermelho de alizarina comprovaram que havia maior formagéo de
matriz mineralizada nas culturas derivadas de Wistar comparadas as SHR, tanto aos

17 como aos 21 dias (p=0,001 para os dois periodos). Os dados estdo apresentados

na Figura 1C.
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FIGURA 1. A) Proliferacdo de células osteoblasticas derivadas de ratos Wistar e SHR.

Wistar: 3<7<10 dias, p=0,001 para todos os periodos; SHR: 3<7<10 dias (3 versus 7 dias
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p=0,02, 3 versus 10 dias p=0,001 e 7 versus 10 dias p=0,025). B) Atividade de ALP das
células osteoblasticas derivadas de ratos Wistar e SHR. Wistar: 7<10>14 dias, p=0,001 para
todos os periodos. SHR: 7=10<14 dias (7 versus 10 dias p=0,083, outros periodos p=0,001).
C) Formagéo de matriz mineralizada por células osteoblasticas derivadas de ratos Wistar e
SHR. Wistar e SHR: 17<21 dias, p=0,01. Os dados sao representados como médias +
desvio padrdo (A e B n=15, C n=5). * indica diferenca entre Wistar e SHR dentro de cada

periodo (p=0,001).

4.4 Expressao génica

A expressao génica para RUNX2, OSX, ALP, BSP e COL, no geral, reduziu
de 7 para 14 dias em Wistar (p=0,001), como pode ser observado na Figura 2. Esse
padrdo foi mantido por SHR em todos os genes (p=0,001), porém os valores
observados foram reduzidos em todos os genes e na maioria dos periodos
analisados quando comparado com Wistar, exceto para RUNX2 e ALP aos 10 dias
de cultura. A expressao génica para OC nao mostrou diferenca estatistica entre os
grupos nos periodos inicial e final, sendo bastante reduzida sua expressao aos 10
dias em SHR (p=0,001). A expressao para BMP2 também mostrou menores valores
de expressao génica para SHR em todos os periodos (7 dias: p=0,003, 10 e 14 dias:
p=0,001). A OPN demonstrou expressao também reduzida para SHR em todos os
periodos (p=0,001). Os dados estéo apresentados na Figura 2.

O receptor adrenérgico B1 foi considerado como n&do expresso, pois sua
amplificacdo se deu apdés o Ct 30. Ja& o receptor adrenérgico 2, apresentou
expressao aumentada para SHR em todos os periodos avaliados. Os dados estéo

apresentados na Figura 3.
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FIGURA 2. Expressdo génica dos marcadores do fendtipo osteoblastico das células
osteoblasticas derivadas de ratos Wistar e SHR. A) RUNX2: Wistar: 7=10>14 dias (7 versus
10 p=0,643, para as outras comparacdes p=0,001). SHR: 7<10>14 dias, p=0,001 para todas
as comparagdes. B) OSX: Wistar e SHR 7<10>14 dias, p=0,001 para todas as comparacdes
dentro de cada grupo. C) ALP: Wistar 7=10>14 (7 versus 10 p=0,914, para as outras
comparagbes p=0,001). SHR: 7<10>14, p=0,001 para todas as comparagdes D) BSP:

Wistar: 7>10>14 dias, p=0,001 para todas as comparagdes. SHR: 7=10>14 dias (7 versus
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10 dias p=0,468, para as outras comparagdes p=0,001). E) COL: Wistar e SHR: 7<10>14
dias, p=0,001 para todas as comparagdes. F) BMP2: Wistar: 7<10>14 dias (7 versus 10 dias
p=0,001, 7 versus 14 dias p=0,022, 10 versus 14 dias p=0,003). SHR: 7=10=14 dias. G) OC:
Wistar: 7<10>14 (7 versus 14 p=0,616, para as outras comparag¢des p=0,001). SHR:
7<10>14 (7 versus 10 dias p=0,013, 7 versus 14 p=0,094, 10 versus 14 p=0,001). H) OPN:
Wistar: 7<10>14 (7 versus 10 dias e 7 versus 14 dias p=0,001, 10 versus 14 dias p=0,005).
SHR: 7<10>14 (7 versus 10 dias e 10 versus 14 dias p=0,001, 7 versus 14 dias p=0,898).
Os dados sao representados como médias * desvio padréo (n=3). * indica diferenga entre

Wistar e SHR dentro de cada periodo (p<0,002).
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FIGURA 3. Expressdo génica do receptor B2 adrenérgico em células osteoblasticas
derivadas de ratos Wistar e SHR. Wistar: 7>10=14 dias (7 versus 10 dias p=0,002, 7 versus
14 dias p=0,001, 10 versus 14 dias p=0,659). SHR: 7>10<14 dias (7 versus 10 dias p=0,05,
7 versus 14 dias p=0,002, 10 versus 14 dias p=0,001). Os dados séo representados como
médias * desvio padrédo (n=3). * indica diferenca entre Wistar e SHR dentro de cada periodo

(p=0,001).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foram observadas as diferencas fenotipica e genotipica
dos marcadores da diferenciagdo osteoblastica de CTMs obtidas da medula 6ssea
de SHR comparadas com Wistar. Para quase todos os parametros avaliados
mostraram valores reduzidos para o grupo SHR. O entendimento das alteragbes
presentes em osteoblastos desse modelo de hipertensdo essencial pode
significativamente contribuir para elucidar os varios prejuizos que essa patologia
gera para o organismo, especialmente para os tecidos mineralizados , incluindo o
tecido 6sseo.

No presente estudo, apesar de a proliferacdo celular exibir um padrao
crescente para ambos os grupos, foi drasticamente reduzida em células obtidas de
SHR em todos os periodos avaliados. Embora nesse estudo ndo se tenha
investigado os mecanismos que resultaram na menor proliferacao celular, talvez a
maior taxa de senescéncia das células derivadas de medula 6ssea de SHR possa
ter contribuido para a reducéo na taxa de proliferacéo.

A diferenciacdo osteoblastica € controlada por varios fatores de
transcricdo, incluindo RUNX2 e OSX . A expressao de RUNX2 em CTMs é essencial
para a diferenciagcéo osteoblastica como demonstrado pela auséncia de osteoblastos
maduros e esqueleto mineralizado em camundongos knockout para esse fator . OSX
€ expresso em osteoblastos que ja expressam RUNX2 e é essencial para a
diferenciacdo de células pré-osteoblasticas em osteoblastos maduros . Culturas
osteogénicas compreendem usualmente uma mistura de populag¢des, que varia de
células precursoras até osteoblastos totalmente diferenciados . A maior expressao
em periodos iniciais dos fatores de transcricdo RUNX2 e OSX, cruciais para a

diferenciagdo osteoblastica, sugerem culturas com predominancia de células em
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estagio mais avangado de diferenciagdo . Em nosso estudo, o grupo SHR nem
sempre apresentou menor expressao de RUNX2, mas é interessante observar que
nos periodos mais tardios a expressao de OSX foi sempre menor, o que evidencia
um atraso no processo de diferenciacdo dos osteoblastos derivados de SHR.
Considerando que a continua indugédo de BMP2 é essencial para gerar osteoblastos
maduros, podemos sugerir que essa via de sinalizagdo também esta contribuindo
para um prejuizo nos osteoblastos provenientes de SHR .

A ALP é importante para a deposi¢gdo mineral inicial por osteoblastos in vitro,
pois ela hidrolisa o B-glicerofosfato, disponibilizando fosfato para a mineralizagdo da
matriz extracelular . A ALP é expressa nas fases iniciais da formacao de cartilagem
e 0ss0, atinge o pico de expresséo nas fases intermediarias seguida por declinio nas
fases tardias . Em nosso estudo, o grupo Wistar apresentou esse padréo de
atividade de ALP como anteriormente descrito para osteoblastos derivados da
medula 6ssea e de osso alveolar . Contrario a esse padrdo, o grupo SHR
apresentou atividade de ALP crescente até os 14 dias, porém, em todos os
periodos, bem menor do que o Wistar. Tais observagdes foram corroboradas pela
analise da expressao génica de ALP, onde foi observado pico de expressao mais
tardio para SHR e nos periodos mais iniciais e finais menor expresséo desse gene
em SHR. Provavelmente como resultado dessa menor e atrasada expressao e
atividade da ALP juntamente com a menor expressdo génica de colageno, o
principal componente protéico da matriz extracelular do tecido 6sseo, a expressao
fenotipica final da diferenciagcdo osteoblastica, que é a formacdo de matriz
mineralizada, foi menor no grupo SHR. E interessante observar que a quantidade de
matriz mineralizada no grupo SHR aos 21 dias é similar aquela observada no Wistar

aos 17 dias. Esses resultados estdo de acordo com observacdes anteriores
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relatadas por Amaral (2013). Nesse estudo, também avaliamos a expressao génica
dos marcadores tardios da diferenciacdo osteoblastica BSP, OC e OPN, cujas
fungbes estdo ligadas ao controle do processo de mineralizagdo . Em geral, a
expressao desses genes também foi menor nos grupo SHR. Tais evidéncias indicam
que a diferenciacéo osteoblastica esta atrasada e diminuida em células derivadas de
SHR. Pelo menos em parte, essas alteragdes em osteoblastos derivados de SHR,
podem explicar algumas observagdes de prejuizo na qualidade 6ssea relatadas para
essa linhagem. .

Estudos tém avaliado o papel do tbnus simpatico do sistema nervoso na
regulacdo da massa Ossea por meio de neurotransmissores tais com epinefrina e
norepinefrina via inervagcdes das células 6sseas . Tem sido mostrado que o ténus
simpatico diminui a massa éssea tanto por reduzir a formagdo como por aumentar a
reabsorcao pela ativacado de receptores adrenérgicos beta-2 . Mesmo na auséncia
de tonus simpatico aumentado, esses receptores participam do controle da massa
Ossea . Portanto, como nossos resultados mostraram que osteoblastos derivados de
SHR apresentam maior expressao génica de receptores beta-2 e inferindo que isso
resulte em receptores funcionais, muito provavelmente isso explica porque esses
osteoblastos apresentam-se menos diferenciados e produzam menos matriz

mineralizada.
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6 CONCLUSAO

Tomadas em conjunto, as informagdes presentes em nosso trabalho permite concluir
que os osteoblastos diferenciados das CTMs de SHR apresentam redugéo ou atraso
nesse processo de diferenciacdo. Sugerimos ainda que a elevada expressdo dos
receptores B2 adrenérgicos possa ter atuado nesse prejuizo da diferenciacao

osteoblastica.
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