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DIFERENCIACAO OSTEOGENICA DE CELULAS MESENQUIMAIS DO

CORDAO UMBILICAL CANINO

RESUMO - o presente trabalho teve por objetivo isolar células mesenquimais
da geléia de Wharton do corddo umbilical canino e avaliar, in vitro, o efeito do
plasma rico em plaquetas (PRP) e da matriz 6ssea desmineralizada (MOD) na
diferenciacdo osteogénica destas células na auséncia de meio osteoindutor. As
células foram isoladas e caracterizadas como células mesenquimais
indiferenciadas com fendtipo semelhante a de fibroblastos e fendtipo
caracteristico confirmado pela citometria de fluxo com CD44+, CD105+,
CD271+, CD34- e CD45-; além da habilidade de diferenciacdo em adipdcitos,
condrécitos e osteécitos. Com excecdo do grupo controle (células
mesenquimais), em todos os grupos, G-PRP (células mesenquimais e PRP),
G-MOD (células mesenquimais e MOD) e G-PRP+MOD (células mesenquimais
e PRP + MOD), houve diferenciacdo osteoblastica com producdo de matriz
O0ssea mineralizada, confirmada pela coloracdo vermelho de Alizarina. A
dosagem de fosfatase alcalina (FA) aumentou aos 14 dias em todos 0s grupos,
com reducdo temporal subsequente. Proteinas 0sseas foram expressas na
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real e puderam confirmar a
diferenciacdo O6ssea em todos o0s grupos. A osteopontina teve sua maior
expressdao no G-PRP aos sete dias, seguido do grupo G-PRP+MOD; nos
demais momentos, o G-PRP+MOD apresentou maior expressao que os demais

grupos. A osteocalcina e 0 Runx2 estiveram expressas mais intensamente no
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G-PRP+MOD, ao final do experimento. Pode-se concluir que o PRP e a MOD
sdo capazes de promover osteoinducdo em células mesenquimais da geleia de

Wharton do cordé@o umbilical canino, com superioridade na presenca da MOD.

Palavras-chave: Cées, fator de crescimento transformador beta, osteogénese,

0SSO e 0ssos e plasma rico em plaquetas
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OSTEOGENIC DIFFERENTIATION OF MESENCHYMAL CELLS FROM

CANINE UMBILICAL CORD

SUMMARY - This study aimed to isolate MSCs from canine Wharton's jelly
umbilical cord and evaluate in vitro the effect of PRP and the MOD in
osteogenic differentiation of these cells in the absence of osteogenic medium.
Cells were isolated and characterized as undifferentiated mesenchymal cells
with a phenotype fibroblasts-like and characteristic phenotype of confirmed by
flow cytometry with CD44 +, CD105 +, CD271 +, CD34-and CD45-, plus the
ability to differentiate into adipocytes, chondrocytes and osteocytes. Except for
the control group (MSCs), in all groups, G-PRP (PRP and MSCs), G-DBM
(DBM and MSCs) and G-PRP + DBM (MSCs and PRP + DBM) was
differentiation osteoblastic with production of mineralized bone matrix confirmed
by Alizarin red staining. The measurement of alkaline phosphatase (AP)
increased up to 14 days in all groups. Bone proteins were expressed in the
polymerase chain reaction in real time and were able to confirm the
differentiation bone in all groups. Osteopontin had its greatest expression in G-
PRP to seven days followed by G-PRP + DBM, at other times the G-PRP +
DBM had higher expression than the other groups. The osteocalcin and Runx2
were expressed more intensely in the G-PRP + DBM at the end of the
experiment. It can be concluded that the PRP and DBM are capable of
promoting osteogenesis mesenchymal cells in Wharton's jelly of the umbilical

cord with canine, with advantage in the presence of DBM.



Key-works: Dogs, transforming growth factor beta, osteogenesis, bone and

bones and platelet rich plasma
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l. INTRODUCAO

Atualmente, inimeros pacientes, quer sejam homem ou animais, sofrem
de afeccdes Osseas e necessitam de intervencdes cirurgicas, onde os grandes
defeitos Osseos representam um dos maiores desafios para os cirurgides
(LORO, 2009; OLIVEIRA et al., 2010; SOUZA et al., 2012). Entre os
tratamentos existentes, a engenharia tecidual vem ganhando destaque com
alternativas estratégicas para a regeneracao 0ssea e trés componentes tém
sido postulados como essenciais: isolamento e expansao de osteoprogenitores
ou células-tronco, presenca de fatores osteoindutores apropriados € um meio
gue mimetize o ambiente propicio a regeneracdo 0ssea (HANDSCHEL et al.,
2010; PARTRIDGE et al.,, 2002). Entre eles, os fatores de crescimento
representam um dos elementos essenciais em combinacdo com células
osteoprogenitoras e estabilizacdo mecanica (DEVESCOVI et al., 2008).

Materiais biologicos tém sido testados para auxiliar nessas
intercorréncias, sendo alguns utilizados para corrigir defeitos 6sseos e outros
para recobrir implantes. Diante da relevancia desses materiais, a capacidade
osteoindutora e/ou osteocondutora vem sendo avaliada. Materiais autélogos ou
homologos frescos e/ou preservados representam alternativa com baixo custo,
facil execucéo e praticidade de uso clinico (SILVA et al., 2003; SOUZA et al.,
2012).

Citam-se, entre eles, a matriz 6ssea desmineralizada (MOD) que € rica
em proteinas 6sseas morfogenéticas com alto potencial osteoindutor in vivo. O
uso de enxertos 6sseos homélogos mineralizados e desmineralizados produz
resultados similares, embora o padrdao do primeiro seja osteocondutor, ao
passo que do segundo tenha efeito osteoindutor (SILVA et al., 2003).

O plasma rico em plaguetas (PRP) autégeno consiste numa
concentragédo de plaquetas em pequeno volume de plasma, obtido a partir da

centrifugacdo de sangue total. E utilizado na préatica clinica por estimular a
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reparacado 6ssea em diversas situagdes, por conter elevada concentracao de
fatores de crescimento (fator de crescimento derivado de plaquetas — PDGF,
fator de crescimento transformador beta — TGFB e fator de crescimento
semelhante a insulina - |IGF). Ainda, estdo presentes proteinas
osteocondutoras (fibrina, fibronectina e vitronectina), que servem de matriz
para migracdo celular, favorecendo a osteoconducdo e a osteointegracao
(HENDERSON et al., 2003; OBARRIO et al., 2000; PRADEEP et al., 2009;
SOUZA et al., 2012).

Estudos comparativos demonstraram que a utilizacgdo do PRP,
associada ou nao, a outros tipos de enxerto abrevia o tempo requerido para
consolidacédo 0ssea, com intensa neoformacdo 6ssea, maior invasao vascular e
melhor remodelamento do enxerto (GERARD et al., 2007; PRADEEP et al.,
2009; SANCHEZ et al., 2003; SOUZA et al., 2012).

Células osteoprogenitoras e células-tronco da medula Ossea foram
marcadas com anticorpos de receptores de membrana para PDGFs e TGF-
(MARX et al., 1998). Aléem disso, foi observada maior imunomarcacdo do
PDGF-B e TGF- B nos focos de fraturas experimentais de caes tratados com
PRP (SOUZA et al., 2012).

Estudos preliminares in vitro foram conduzidos na medicina e
odontologia humanas na tentativa de determinar a real acdo dos fatores de
crescimento na diferenciacdo de células mesenquimais em células ésseas
(SHAN et al., 2009), bem como, na mitogénese de osteoblastos e células do
ligamento periodontal (KAWASE et al, 2003; LEE et al, 2011;
MARKOPOULOU et al., 2009; OKUDA et al., 2003; PAPADOPOULOS et al.,
2003).

Células mesenquimais indiferenciadas podem ser embrionérias, do
corddo umbilical e da medula 6ssea (células adultas). Todas sdo pluripotentes,
entretanto, a capacidade de proliferagdo, auto-renovacédo e diferenciacéo
diminui com a idade, o que valoriza o uso de células embriogénicas diante de
sua potencialidade e alta capacidade em fornecer células osteoprogenitoras e
osteoblastos de forma ilimitada (HANDSCHEL et al., 2006). Entretanto, as
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células do corddo umbilical mostraram-se alternativa promissora em

substituicdo as células embrionarias no que se refere a regeneracdo Ossea
(HANDSCHEL et al., 2010).

Estudos experimentais em cées revelaram reparacdo 6ssea mais rapida
quando utilizadas células da medula Ossea em osteotomias do radio
(OLIVEIRA et al.,, 2010). In vitro, as células da medula 6ssea humana
diferenciaram-se em células 6sseas na presenca de meios osteoindutores
comerciais ou de matriz 6ssea liofilizada (LORO, 2009). As células do cordao
umbilical canino foram isoladas e mantiveram caracteristicas de células
mesenquimais indiferenciadas (SEO et al., 2009).

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo geral avaliar o
efeito osteoindutor, in vitro, da MOD e do PRP, isolados ou em associacéao,
sobre células mesenquimais indiferenciadas obtidas da geleia de Wharton do
corddo umbilical canino, na auséncia de meios osteoindutores. Sendo assim,
buscou-se associacdo promissora de facil obtencdo para uso clinico.
Hipotetizou-se que a associacdo do PRP e MOD promoveria maior
diferenciacdo osteoblastica em cultivo de células mesenquimais obtidas da

geleia de Wharton.



18

Il REVISAO DA LITERATURA

Tecido 0sseo

O tecido 6sseo é metabolicamente ativo e sofre continuo processo de
renovacao e remodelacdo. Assim, ele modifica sua estrutura em resposta aos
estresses internos e externos, aléem de possuir habilidade regenerativa e

adaptativa (PARALKAR et al., 2003; RAISZ, 1999).

O osso é composto de material organico (30%) no qual se incluem
células osteogénicas e a matriz organica, além de material mineral (70%) que
consiste de calcio e fosforo em forma de cristais de hidroxiapatita que,
associado ao colageno, responde pela dureza e resisténcia 0ssea. Trés tipos
de células (os osteoblastos, os ostedcitos e 0s osteoclastos) agem para a

manutencdo da atividade deste tecido especializado (RAISZ, 1999).

Os osteoblastos séo células cuboides, geralmente encontrados na forma
de folhetos unicelulares, que secretam matriz 6ssea ndo mineralizada ao longo
da superficie 0ssea. Os osteodcitos sdo células fusiformes resultantes do
aprisionamento de osteoblastos na matriz 6ssea recém produzida, estando
abrigados em lacunas individuais e responsaveis pela manutencdo da matriz.
Os osteoclastos sédo células moéveis, gigantes, extensamente ramificadas e,
geralmente, multinucleadas, muito préximas uma das outras, formando
camadas até proximo a superficie 0ssea. Realizam a reabsorcdo 6ssea no
momento de fraturas e continuamente na manutencdo do equilibrio do
metabolismo ésseo (DATTA et al., 2008; RAISZ, 1999).

Diferenciacé&o celular e fatores de crescimento

O adequado processo de reparacdo Ossea envolve a diferenciacdo
osteoblasticaque por sua vez € modulada por interagdes nas células
mesenquimais indiferenciadas (denominadas de osteoprogenitoras), a matriz

envolvida e grande quantidade de fatores solaveis, incluindo fatores de
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crescimento, interleucinas, &cido retindico, glicocorticéides, estrégeno,
horménios da paratiretide, vitamina D e tiroxina (DEVESCOVI et al., 2008;
RAISZ, 1999; SANDY et al., 1998).

As ceélulas mesenquimais indiferenciadas foram, originalmente,
identificadas por Alexander Friedenstein e colaboradores (1966) a partir de
células mononucleares da medula 6ssea de camundongos. Elas séo
encontradas em pequenas quantidades, mas podem ser isoladas e expandidas
por técnicas de cultivo celular. Quando induzidas, podem se diferenciar em
multiplas linhagens com grande potencial para o uso na regeneracao de
tecidos e orgaos (PREVSNER-FISCHER et al., 2011) (FIGURA 1). Elas podem
ser embrionarias, do corddo umbilical e da medula 0ssea (células adultas).
Todas, sem excecdo, sao pluripotentes, entretanto, sua capacidade de
proliferacédo, auto-renovacéo e diferenciacdo diminui com a idade do doador, o
gue destaca as células embrionarias para o uso em reconstrucdes 0sseas por
sua potencialidade e alta capacidade em fornecer células osteoprogenitoras e
osteoblastos de forma ilimitada (HANDSCHEL et al., 2006). As células do
corddo umbilical mostraram-se alternativa promissora as células embrionarias
no que se refere a regeneracdo 0ssea, em virtude da semelhanca entre as
mesmas (FIGURA 2) (HANDSCHEL et al., 2010; TROYER; WEISS, 2008).

Células mesenquimais
indiferenciadas

Neurdnios

N /%
)2 /” Células musculares
®) I

'\/‘z D N

Condrécitos @J ',

Osteoblastos
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FIGURA 1- Potencial de diferenciacdo das células mesenquimais em diferentes tipos celulares
(Fonte: modificado segundo MEREGALLI et al., 2011).

1- Sangue do corddo umbilical

2- Subendotélio da veia do corddo umbilical
3- Células perivasculares do corddo umbilical
4- Geleia de Wharton do corddo umbilical

5- Sub dmnio

1. Sangue do corddo

3. Perivascular umbilical

2 Subendotélio da veia
do corddo umbilical

4 |ntervascular

FIGURA 2- Locais de colheita de células mesenquimais do corddo umbilical (Modificado
segundo TROYER; WEISS, 2008).

Os principais fatores de crescimento com a¢ao no tecido 0sseo sdo: as
proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs), TGF-, PDGF, IGF-I, IGF-II, fator de
crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) (DEVESCOVI et al., 2008; MUSCHLER; MIDURA, 2002; ROSIER et
al.,, 1998; SANDY et al., 1998). A FIGURA 3 apresenta esquema com a
sequéncia dos fatores de crescimento requerida durante o processo de

reparacao ossea.
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FIGURA 3- Sequéncia dos fatores de crescimentos requeridos durante a regeneracao
O0ssea BMP: proteina 6ssea morfogenética; TGF-B: fator de crescimento transformador
beta; PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas; FGF: fator de crescimento de
fibroblasto; IGF: fator de crescimento semelhante a insulina. (Fonte: Modificado
segundo LIN et al., 2006).

Fatores de crescimento (FC) constituem-se em polipeptideos
especificos, presentes no plasma e em alguns tecidos, que regulam a
diferenciacdo e a proliferacdo celulares e, portanto, a regeneracdo e
cicatrizacao dos tecidos (WILTFANG et al., 2004).

Os osteoblastos produzem muitos desses FC que podem ter acao
paracrina (influenciam células vizinhas com diferentes fenétipos) ou autécrina
(influenciam células de sua origem e mesmo fenotipo) (DEVESCOVI et al.,
2008; MARX, 2004). Eles desempenham sua funcdo em concentracdes muito
baixas nos liquidos corporais, da ordem de picogramas. Ligam-se a receptores
na célula alvo e induzem sinal de transducéo intracelular que atinge o nucleo
gerando respostas por meio da inducéo da expresséo de genes (CHAUDHARY
et al., 2004; DEVESCOVI et al., 2008; MARX, 2004; SANCHEZ et al., 2003).

Os FC que atuam no tecido 6sseo tém origem local e/ou sistémica. Os
de origem local sdo secretados por células ésseas e se difundem no meio
extracelular ou sdo armazenados na matriz calcificada, sendo recrutados,
respectivamente, de forma imediata ou tardia em casos de injdria tissular. Os

FC locais e sisttmicos atuam nas fases de inflamagédo, reparo e
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remodelamento, durante a reparacdo 6ssea, exercendo func¢des importantes

que variam de acordo com cada fator de crescimento (MILLIS, 1999).

A presenca do PDGF e do TGF- 3 foi demonstrada no tecido 6sseo de
cdes por imunomarcagdo com O emprego de anticorpos monoclonais na
reparacao 0ssea de ostectomias radiais experimentais (SOUZA et al., 2012) .
Também foi identificada a presenca de receptores para esses fatores nas
células osteoprogenitoras da medula 6ssea (MARX, 2001; MARX et al., 1998).

O PDGF é sintetizado pelas plaquetas e estocado em granulos. E
também produzido por osteoblastos, macréfagos, células endoteliais e
fibroblastos. Ele € um polipeptideo dimérico, produto dos PDGF A e B. Existem,
portanto, trés formas de PDGF: AA, BB e AB. O PDGF BB € mais mitogénico
que o PDGF AB e esse, por sua vez, tem essa acao mais intensa que o PDGF
AA. As plaguetas e o soro séo ricos em PDGF AB e BB, enquanto os tecidos
periféricos (esqueléticos e ndo esqueléticos) contém principalmente PDGF AA
(CANALIS et al., 1991; RUTKOWSKI et al., 2008). Esse FC possui pronunciada
atividade mitogénica sobre células mesenquimais, incluindo fibroblastos e
osteoblastos. Estimula, ainda, a expressdo do TGF- [ proveniente de
macrofagos, além de angiogénese e quimiotaxia para macréfagos e
fibroblastos (ANITUA et al., 2004; CANALIS et al., 1991; MARX et al., 1998;
MILLIS, 1999; RUTKOWSKI et al.,, 2008). Apesar da sua potente acado
mitogénica e quimiotaxica, o PDGF foi indicado como possivel causador da
reducdo de diferenciacdo osteogénica em estudo in vitro com células da
medula Ossea, uma vez que maior proliferacdo reduz a capacidade de
diferenciacdo (GRUBER et al., 2004).

O primeiro fator de crescimento presente em ferimentos € o PDGF, e
estd presente mais intensamente na primeira semana da injuria (SOUZA et al.,
2012). Inicia o processo de reparagdo, incluindo a consolidagdo Ossea,
emergindo da degranulagcdo das plaguetas quando ocorre lesédo tecidual
(GARG, 1999; MARX et al., 1998).

O TGF- B, peptideo sintetizado por alguns tecidos, é considerado uma
superfamilia de fatores de crescimento e diferenciacdo (ANITUA et al., 2004,
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CANALIS et al., 1991; ROSIER et al.,, 1998). Age como fator de crescimento
multifuncional com acéo fisioldgica celular e na embriogénese dos tecidos. A
maior quantidade de TGF- B no organismo esta presente na matriz 6ssea
extracelular, produzido por osteoblastos. E encontrado, ainda, nas plaquetas,
além de fibroblastos e macréfagos (MARTINEZ; WALKER, 1999; MILLIS, 1999;
RUTKOWSKI et al., 2008).

O TGF-B é importante no recrutamento de ceélulas mesenquimais
indiferenciadas para formacdo de calo 0Osseo. Participa dos processos
inflamatorios e de reparacéo. Apresenta efeito mitogénico para fibroblastos e é
potente estimulador de colageno, fibronectina e producdo de proteoglicanos
pelos fibroblastos (MILLIS, 1999). Estd em maior quantidade na fase de
reparacdo O0ssea com intensa atividade osteoblastica (SOUZA et al., 2012).
Possui grande espectro de acédo de atividades celulares, incluindo controle da
proliferacdo e da atividade metabdlica de células precursoras mesenquimais
Osseas, diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos, além de
exercer potente acdo quimiotaxica para macréfagos (LIN et al., 2006;
MARTINEZ; WALKER, 1999). Um estudo revelou que o TGF-B induziu
formacdo cartilaginosa e o6ssea quando injetado pela via subperiosteal
(ROSIER et al., 1998). Outro, no entanto, comprovou que ele teve acdo na
diferenciacao inicial de condroblastos e osteoblastos, porém com efeito inibidor
sobre a diferenciacdo terminal destas células (DEVESCOVE et al., 2008). O
TGF-B pode influenciar negativamente a angiogénese, embora promova a
producdo das proteinas 6sseas da matriz (ANITUA et al., 2004; DEVESCOVE
et al., 2008).

O IGF é a unica proteina que possui receptor de superficie especifico. E
o menor dos FCs e estimula diretamente a formagdo de matriz 0ssea e
replicacdo de osteoblastos e seus precursores. Além de ser estocado nos
granulos das plaguetas, também é sintetizado por osteoblastos (ANITUA et al.,
2004).

As proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs) sdo produzidas por células
osteoprogenitoras, condrécitos e células endoteliais (BMP-2). Tém efeito
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condro e osteogénico, sendo a BMP-2 e BMP-7 as mais osteoindutoras. Suas
principais a¢bes sdo migracdo de células mesenquimais indiferenciadas,
inducdo da proliferacdo, diferenciac@o celular e sintese de matriz extracelular
(DEVESCOVE et al., 2008).

Em cultivo de células embrionarias humanas, as BMPs foram expressas
intensamente durante a diferenciacdo osteoblastica e por imunomarcacao foi
observado uma maior concentracado nas areas de agregacao de nodulos para
posterior formacdo 6ssea (KARNER et al., 2007).

Os fatores de crescimento podem interagir entre si e com outras
substancias, o que pode desencadear cascata de diferentes proteinas
sinalizadoras, tornando seu mecanismo de acdo complexo (SANDY et al.,
1998).

No momento da injuria ao tecido ésseo, fatores de crescimento sao
liberados da matriz 6ssea e o coagulo formado na fase inflamatoria propicia a
liberacdo dos fatores de crescimento contidos nos granulos das plaquetas
(TGF- B, PDGF, VEGF e IGF). A migracdo de células osteoprogenitoras €&
intensificada pelas BMPs, PDGF, FGF e VEGF e a diferenciacdo osteoblastica
€ modulada pelos fatores TGF- B, IGF, BMP-6, BMP-2 e BMP-7. O FGF e o
PDGF estimulam a proliferacéo de células do peridsteo nos estagios iniciais da
reparacao 6ssea. (ANITUA et al., 2004; BOLANDER, 1992; DEVESCOVE et
al., 2008).

Dereka et al. (2006) e Papadopoulos et al. (2003) avaliaram,
respectivamente, o efeito mitogénico do PDGF-BB e do FGF em combinacao
com diferentes enxertos, e observaram resultados positivos em estudos

preliminares com células do ligamento periodontal.

O efeito mitogénico dos FCs do PRP em osteoblastos humanos foi
demonstrado ao utilizar-se culturas comerciais previamente estabilizadas
(FERREIRA et al., 2005), e também em relato onde as células mesenquimais
foram extraidas de osso alveolar com doenca periodontal (MARKOPOULOU et
al., 2009).
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Estudos com BMP-2 e 7 demonstram incremento na diferenciacéo
celular, na atividade de marcadores osteogénicos e maior mineralizacdo 0ssea
em cultura (BHAT et al., 2008; CHAUDHARY et al., 2004). Linhagens de
células mesenquimais foram infectadas por adenovirus que carreia o0 gene
BMP-2 humano e, ap6s transducdo, tornaram-se células que expressam a
BMP-2, induzindo a diferenciacéo osteoblastica com formacao e mineralizacao
de matriz 6ssea (PARTRIDGE et al., 2002).

Plasma rico em plaquetas (PRP)

O PRP ¢é obtido pela centrifugacdo de sangue total resultando em
pequeno volume de plasma autdlogo com a presenca de FCs, além de
proteinas favorecendo osteoconducéo e osteointegracdo (HENDERSON et al.,
2003; MARX, 2004; OBARRIO et al.,, 2000). Por ser autégeno, impede a
transmissdo de doencas infecto-contagiosas e reacdes imunoldgicas
(OBARRIO et al., 2000).

Para ser eficiente, o PRP deve promover incremento de, no minimo,
338% no valor basal da contagem de plaquetas (MARX et al., 1998), com
contagem final acima de 1.000.000. Entretanto, concentracdes muito elevadas
nao demonstraram melhora na consolidacdo (MARX, 2001; MARX, 2004). Foi
demonstrado que a quantidade de plaguetas, bem como a concentracdo dos
FC contidos no PRP muda quando se comparam diferentes espécies
(DOLDER et al., 2006). Dos diferentes FC contidos nos granulos a das
plaguetas (MARX, 2001; SANCHEZ et al., 2003; WROTNIAK et al., 2007), o
TGF- 31 foi o mais abundante no PRP de ratos, ovelha e do homem (DOLDER
et al., 2006).

Estudos na odontologia foram conduzidos empregando-se o PRP,
principalmente em pequenos enxertos 6sseos na regido alveolar, em cirurgias
periodontais e maxilo-faciais com resultados clinicos positivos (GERARD et al.,
2006; THORN et al., 2004; VENDRAMIN et al., 2006). Também, foi observada
intensa reducd@o de osteite alveolar com o uso do PRP apoés extracdo dentaria
(RUTKOWSKI et al., 2007).



26

As plaguetas apresentam a desvantagem de ter vida média curta no
enxerto, considerando-se o tempo que jA permaneceram no sistema vascular.
Elas se fragmentam totalmente em torno de trés a cinco dias, e a atividade de
seus fatores se extingue entre sete a dez dias (MARX, 2004; SCARSO FILHO
et al., 2001).

O PRP pode ser obtido por diferentes protocolos necessitando de
equipamentos com altos custos (MARX, 2004; OBARRIO et al., 2000). Mas,
também pode ser obtido por técnicas relativamente simples e de custo mais
baixo, como centrifuga laboratorial comum (RUTKOWSKI et al., 2008). O
sangue a ser utilizado deve ser colhido em tubos contendo, preferencialmente,
citrato de sédio, como anticoagulante (CAMARGO et al., 2002).

A manipulacdo do sangue durante a centrifugacao deve ser realizada de
forma cuidadosa, asséptica e processada em rotacdo adequada para
assegurar a separacdo das células plaguetarias das demais presentes no
sangue, além de evitar ruptura ou danos as suas membranas. A centrifugacao
pode ser realizada de maneira Unica ou repetida, em duas etapas (SOUZA et
al., 2012).

Véarios autores utilizaram Gnica centrifugacdo alterando, entre eles, o
namero de rotacdes por minuto (rpm) e o tempo de centrifugacdo (CAMARGO
et al., 2002; MARCHESANO, 2005). Ha autores que utilizaram duas
centrifugacfes sequenciais com resultados igualmente positivos (DIAS et al.,
2002; OYAMA et al., 2004).

Apos a extracdo do PRP, com o auxilio de uma pipeta, deve-se adicionar
o gluconato ou cloreto de calcio 10% para induzir coagulacéo, formacéao de gel,
além da ativacdo das plaguetas (MARCHESANO, 2005; SOUZA et al., 2012),
porém, ao término de trés horas da centrifugagédo, apenas o PDGF mantém sua
concentragdo, com decréscimo consideravel do TGF- B (RUTKOWSKI et al.,
2008).

A concentragdo do PRP adicionado a cultura interfere na sua

capacidade mitogénica, sendo que baixas concentracdes intensificaram a
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proliferacdo de osteoblastos humanos em cultura (LEE et al., 2011;
MARKOPOULOQU et al., 2009).

O PRP contém FCs osteoindutores para células da medula 6ssea de
ratos, mas pode haver variacdo entre as diferentes espécies (DOLDER et al.,
2006). O PRP quando incubado em material de alginato, permite liberagcéao
gradual de seus fatores de crescimento e promove atividade osteoindutora in
vitro, quando utilizado em culturas de células mesenquimais da medula 0ssea
(LIN et al., 2006). In vivo, o PRP, associado a células mesenquimais da medula
0ssea, previamente expandidas em cultura, apresentou superioridade no tempo
de consolidacdo de falhas 6sseas no cranio de camundongos, quando

comparado ao grupo controle (MONTEIRO et al., 2012).

Matriz 6ssea desmineralizada (MOD)

A matriz extracelular do osso é composta por 90% de proteinas
colagenas (97% de colageno tipo | e 3% de colageno tipo V) e 10% de
proteinas ndo-colagenas (20% de osteocalcina (OCN), 20% de osteonectina,
12% de sialoproteinas, 10% de proteoglicanos, osteopontina (OPN),
fibronectina, fatores de crescimento, BMPs, entre outros, sendo todas elas
proteinas sintetizadas pelos osteoblastos (ANSELME, 2000).

O processo de desmineralizacdo 6ssea expde as BMPs, podendo ativa-
las. Entretanto, comparacGes clinicas utilizando enxertos homodlogos
mineralizados e desmineralizados produzem resultados similares, embora o
padrdo do primeiro seja osteocondutor, enquanto do segundo é considerado
osteoindutor (SCHWARTZ et al., 1998; SILVA et al., 2003). Quanto maior a
desmineralizacdo, ou seja, menor a quantidade de célcio residual, maior é o
potencial osteoindutor da MOD (TRAIANEDES et al., 2004; ZHANG et al.,
1997).

A desmineralizagdo ocorre por acdo de substéncias &cidas, e os
diferentes métodos para obtencdo da MOD (DEL CARLO et al.,, 2003;
SCHWARTZ et al., 1998), bem como a idade do doador podem interferir no

potencial osteoindutor da mesma, sendo menor em pacientes idosos
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(SCHWARTZ et al., 1998; TRAIANEDES et al., 2004; ZHANG et al., 1997),
bem como o método de esterilizacdo e o tipo de osso (DEVESCOVE et al.,
2008).

O mecanismo da desmineralizacdo pelo acido cloridrico é pouco
difundido, pois se trata de processo agressivo ao tecido 6sseo com intensa
destruicéo celular (DEL CARLO et al., 2003). Entretanto, a sua utilizacdo a 0,6
N mostrou-se eficiente, tornando-o viavel, de baixo custo, rapido e pratico, ndo
alterando o potencial osteoindutor da MOD (TRAIANEDES et al., 2004). Foi
observada formacdo éssea ectopica quando implantada em tecido mole de
coelhos, além de nao ter induzido reacéao inflamatoria do tipo corpo estranho
(DEL CARLO et al., 2003).

A incorporacdo de o0sso desvitalizado no hospedeiro depende de
neovascularizacdo e da disponibilidade de células mesenquimais
indiferenciadas. A eficacia da MOD em promover osteoinducdo in vivo foi
demonstrada no preparo de defeitos 6sseos para implantes (KIM et al., 2013) e
em falhas O6sseas de coelho quando, histologicamente, observou-se que 0s
canais vasculares e a lacuna do canal medular serviram de arcabouco para
penetracdo celular, determinando também osteoconducéo (SILVA et al., 2003).

Ha bancos de MOD comercialmente disponiveis, entretanto, existe
variacdo dos métodos de obtencdo, bem como, na maneira de esterilizacdo e
estocagem. A MOD pode ser obtida e congelada até sua utilizacdo
(SCHWARTZ et al., 1998), pode ser encontrada adicionada de sulfato de calcio
(AlloMatrix®) (KIM et al., 2013), de glicerol (Grafton Putty®) ou gelatina suina
(Osteofil®) (TAKIKAWA et al., 2003), bem como, acondicionada pura em etanol
70% (DEL CARLO et al., 2003; SILVA et al., 2003).

Marcadores de diferenciacdo 60ssea

Alguns genes alvo para a sinalizacao das BMPs sdo conhecidos, sendo
um deles o Runx2, denominado fator de transcricdo chave para indugao do
fendtipo osteogénico, e sendo o0 mais antigo marcador 0sseo conhecido
(KARNER et al., 2007).
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Além do Runx2 ser essencial para a diferenciacdo de células
mesenquimais em osteoblastos, também desempenha papel na ossificacdo
endocondral e age localmente inibindo a diferenciacdo de células
mesenquimais em adipdcitos e condrécitos (DATTA et al., 2008).

Durante a osteoblastogénese, as vias do TGF- e das BMPs modulam o
Runx2 (DATTA et al., 2008), e 0 aumento da sua expressao foi associado ao
aumento da espessura periosteal e do numero de osteoblastos maduros,
devido a administracdo BMP-2 (BHAT et al., 2008).

Os efeitos da superexpressdo de Runx2 sobre a mineralizacdo sé&o
melhorados quando as células sédo cultivadas nos meios de diferenciacao
osteoblastica contendo acido ascorbico, b glicerol-fosfato e dexametasona
(BHAT et al., 2008).

O Runx2 desencadeia a expressao génica de importantes proteinas da
matriz éssea como o colageno tipo I, OPN e OCN, em fase inicial de
diferenciacdo; além de manter suas acGes em fornecer préosteoblastos
(DATTA et al.,, 2008). Osteoblastos maduros sintetizam e secretam OCN e
outros componentes da matriz, como colageno tipo | e fosfatase alcalina (FA)
(RODRIGUES et al., 2012).

Proteinas 6sseas, como OPN e OCN, sdo mensuradas, pois suas
expressdes em culturas sdo os indicadores de diferenciacdo osteoblastica,
demonstrando diferenga entre grupos de células indiferenciadas que foram ou
nao expostas a meios osteoindutores (CHUNG et al., 2010; VIEIRA et al.,
2010).

A OPN indica formacg&o e organizagédo da matriz extracelular, enquanto,
a OCN é o marcador tardio, da fase final da mineralizagdo da matriz,
expressando especificamente a atividade de osteoblastos maduros (KARNER
et al., 2007). A deficiéncia de OCN estad relacionada com alteragcdo na
funcionalidade de osteoblastos e a reducéo da sua expressao no soro e nos
ossos foi relacionada a maior numero de fraturas da pelve em humanos
(RODRIGUES et al., 2012).
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lll. OBJETIVOS

Objetivos gerais

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo geral avaliar o
efeito osteoindutor, in vitro, da matriz 6ssea desmineralizada (MOD) e do
plasma rico em plaquetas (PRP), isolados ou em associacdo, sobre células
mesenquimais indiferenciadas obtidas da geleia de Wharton do cordéo

umbilical canino, na auséncia de meios osteoindutores.

Objetivos especificos

1. Isolar e caracterizar as células mesenquimais da geleia de Wharton de
corddes umbilicais caninos quanto a sua morfologia, fenotipo e genotipo,

além de avaliar a proliferacao celular in vitro;

2. Avaliar a capacidade da MOD com ou sem PRP em induzir a
diferenciacdo Ossea, pela quantificacdo da fosfatase alcalina e
visualizacdo dos depdsitos mineralizados de célcio, com a coloracédo de
vermelho de Alizarina em periodos determinados no curso de 21 dias

pos-cultivo;

3. Quantificar a expressdo genética dos marcadores osteocalcina,
osteopontina e Runx 2 pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo

real em periodos determinados no curso de 21 dias pés-cultivo.
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IV. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado nas dependéncias da Faculdade de Medicina
Veterinaria de Aracatuba da UNESP, junto ao Laboratério de Virologia Animal e
Cultivo Celular, do campus de Aracatuba. O referido trabalho foi analisado e
aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA)
seguindo as recomendacfes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) sob o protocolo 01301/2012.

Os meios empregados nos procedimentos de cultivo celular, solucdo de
antibidticos e antimicoticos, tripsina e soro fetal bovino foram adquiridos da
empresa Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA. A procedéncia dos demais
reagentes e solucdes utilizadas nos procedimentos laboratoriais apresenta-se
descrita no texto. Os plasticos relacionados aos procedimentos de cultivo
celular foram adquiridos da Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ,
USA.

Obtencdao das células mesenquimais do cordao umbilical

Durante cesariana eletiva realizada em cadela higida, foram colhidos
corddes umbilicais de quatro neonatos, com prévia autorizacdo do proprietario,
para obtencdo das amostras. O procedimento foi executado de maneira
asséptica, com a ligadura do corddo umbilical na extremidade préxima ao
neonato, bem como, a ligadura na extremidade mais distante (FIGURA 4). Os
corddes foram colocados, individualmente, em tubos conicos estéreis contendo
5 mL de meio Dulbecco’s modificado com mistura F-12 Ham (DMEN-F12) com
20% de soro fetal bovino (SFB) acrescido de solucdo de antibiotico e
antimicético (100 x), para entdo serem transportados até o laboratério. O
periodo entre a colheita dos corddes, acondicionamento dos mesmos nos

tubos conicos e transporte compreendeu um intervalo maximo de 60 minutos.
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FIGURA 4- (a). Visualizagdo do corddo umbilical canino “in situ”, apés a remocédo dos
neonatos do Utero por cesariana; (b). ligadura da porcéo fetal e 1/3 da por¢cdo materna do
corddo umbilical canino contendo: veias, artéria, substancia fundamental (geleia de

Wharton) e anexos placentérios. (Fonte: fotodocumentacéo dos autores).

Cultivo das células do corddo umbilical canino

Em capela de fluxo laminar, foram removidos, aproximadamente, 3,0 mL
de fluido localizado no espaco extravascular e perivascular (da artéria e veias
do corddo umbilical) correspondendo ao conteudo da geleia de Wharton ou
substancia fundamental. Este material foi misturado ao DMEM-F12, 20% de
SFB e solugéo de antibioticos e antimicéticos (100 x), em seguida, mantido em
estufa 5% de CO,, com 85% de umidade e a 37°C (FIGURA 5). Durante dez
dias consecutivos, o meio foi trocado e a migracédo das células mesenquimais
foi observada pela sua capacidade de aderéncia ao plastico da garrafa de
cultivo celular. Apés este periodo, os cordbes foram removidos e as células
remanescentes mantidas por mais cinco a sete dias, até a completa
confluéncia do tapete celular. Todas as trocas do meio foram realizadas

diariamente.
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FIGURA 5- (a). Porcdo do corddo umbilical isolada para a obtencdo de células endoteliais,
substancia fundamental no espaco perivascular; (b). Remogdo asséptica das células
endoteliais, substancia fundamental e conteldo perivascular para o inicio do isolamento das
células mesenquimais caninas; (c). Aspecto do corddo em garrafas de cultivo celular apés a

remocéo da geleia de Wharton (Fonte: fotodocumentagéo dos autores).

Caracterizacao das células mesenquimais caninas oriundas da geleia de
Wharton

As células foram mantidas em cultivos individualizados (n=4),
correspondentes aos quatro cordfes umbilicais, com trocas diarias do meio
DMEM-F12 acrescidos de SFB, antibioticos e antimicéticos (100 x), na primeira
semana. No momento em que as monocamadas apresentavam 100% de
confluéncia, foi realizada a primeira passagem (P). Esse procedimento foi
executado com adicdo de 0,5 mL de tripsina-EDTA 0,25% até o momento de
desprendimento da superficie do plastico e, assim, transferidas para novas
garrafas até a décima passagem. Nesse momento, foram realizadas as
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Y

caracterizagcdes quanto a morfologia, proliferacdo, fenétipo, capacidade de

diferenciacao e cariotipo.

Para a caracterizacdo quanto a morfologia, foi realizada a visualizacao
em microscopio invertido, com posterior fotodocumentacdo das monocamadas,
nos primeiros dias apés cultivo; este procedimento foi repetido até a décima
passagem. A proliferacdo celular foi obtida por calculo de “doubling-time”, que
consiste, primeiramente, na padronizacdo da concentracdo inicial de 1 x 103
células/cm? em cada garrafa de 25 cm? (BD, Falcon™). As passagens foram
repetidas por dez vezes e o tempo entre as mesmas foi de sete dias, até que o
tapete celular estivesse confluente. As contagens realizadas em cada
passagem (P1 até P10) seguiram a seguinte formula: DT = CT (n+1)/CD (nf/ni),
onde DT (“doubling time”), CT (“culture time”) e CD (“cell duplication”). Os
valores de CT correspondem ao numero da passagem acrescidode 1 (n+1) e
os valores de CD ao numero final (nf) dividido pelo namero inicial de células
contatas por citometria de fluxo acustica. A contagem foi realizada apos a
remocao das ceélulas com tripsina EDTA 0,25% e levadas ao citbmetro somente
para a contagem de eventos (células)/mL.

A andlise de citometria de fluxo acustica (Attune®, Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) foi empregada, na décima passagem, para a
fenotipagem das células mesenquimais para 0s seguintes marcadores
celulares:

- CD34: fator de adeséo celular, também atua mediando a ligacao
de células mesenquimais hematopoéticas a matriz
extracelular;

- CD45: fator de diferenciacdo de células linfocitarias;

- CD44: receptor para acido hialurénico, podendo interagir com
osteopontina, coladgenos e metaloproteinases, sendo
também marcador de células linfoides;

- CD105: fator de angiogénese, endoglina;

- CD271: presente em células multipotentes embrionérias.
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Para tanto, as células foram removidas do plastico na décima passagem
com adicdo de tripsina EDTA 0,25%, e ap6s a centrifugacdo (500 x g) por 5
minutos, o “pellet” foi ressuspendido em 4% de paraformoldeido e submetido a
andlise, segundo descrito por Cardoso et al. (2012). A fenotipagem foi
conduzida com anticorpos monoclonais adquiridos para espécie humana que
interagem com o0s receptores caninos, na diluicdo 1:50 em tampdo PBS
adicionado de Tween 20 (Sigma-Aldrich®). Todos os anticorpos monoclonais
foram acoplados ao FITC (isotiocianato de fluoresceina) com excitagdo em
espectro 280 nm (filtro BL1-A).

Conforme descrito por Seo et al. (2009), as células oriundas do cordéo
umbilical canino foram isoladas e caracterizadas para confirmagcdo da origem
celular de linhagem pluripotente, diante de sua capacidade de se diferenciarem
em ostedcitos, condrdcitos e adipdcitos. Esse procedimento seguiu o protocolo
descrito por Cardoso et al. (2012) para células mesenquimais bovinas. Para
tanto, os “kits” comerciais STEMPRO® “adipogenic, condrogenic, and ostegenic
differentiaion” foram empregados segundo as recomendacdes do fabricante
(GIBCO®, Grand Island, NY, USA).

Para visualizacdo da diferenciacdo osteoblastica, apos 14 dias, as
monocamadas induzidas foram fixadas com paraformoldeido 4% durante 15
minutos e, em seguida, lavadas com agua ultra-pura e deixadas secar a
temperatura ambiente. Os depdsitos de mineralizacdo Ossea foram
identificados pela coloracdo vermelho de Alizarina. Para tanto, na diferenciacéo
em adipdcitos as monocamadas também foram fixadas com o mesmo fixador e
coradas com solucédo de Oil Red 0,3% (0.3% Oil Red em pé dissolvido em 60%
de isopropanolol), durante 10 minutos (Sigma-Aldrich). Apés, as células foram
submetidas a lavagem com isopropanolol a 60% e deixadas secar, em
temperatura ambiente, para visualizacdo. Por fim, a diferenciacdo em
condrocitos foi observada apds a inducdo, fixando as monocamadas, a
exemplo do que foi informado anteriormente. E, apdés a completa secagem,

realizou-se a coloragdo com Safranina O que possui afinidade por
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glicosaminoglicanos. Todas as imagens foram realizadas em microscépio
invertido IX 70 (Olympus®, Tokyo, Japan).

Para realizacdo da analise do cariotipo, as culturas foram adicionadas de
1pg/mL de colcemid (Sigma-Aldrich®) por duas horas consecutivas. Em
seguida, as células no sobrenadante foram removidas e lavadas trés vezes
consecutivas com solucao fixadora (3 partes metanol:1 parte acido acético). As
células que estavam no estagio de metafase foram submetidas a solucdo de
KCl 3M gelada e, por contato, espalhadas na lamina de vidro aquecida, o que
promove o rompimento das células, com espalhamento dos cromossomas.
Para identificacdo, as laminas foram coradas com Giemsa e 0s padrdes
morfologico e numérico avaliados, considerando o que é observado para a
espécie canina (Canis familiaris, LINNAEUS, 1758) em microscopio invertido 1X
70 (Olympus). Ato continuo, as imagens foram digitalizadas no software

AxioVision 4.8 (Carl Zeiss®, Oberkochen, Germany).

Preparo do plasmarico em plaquetas (PRP)

O céo doador de sangue para obtencao do PRP foi submetido a exames
fisico geral e especifico, bem como, laboratoriais (com contagem manual de
plaquetas), para atestar sua saude. Tratava-se de uma cadela de seis anos de

idade, sem raca definida e castrada ha quatro anos.

Foi realizada colheita asséptica de 24,0 mL de sangue por venopungao
da jugular em tubo estéril, contendo 6,0 mL de citrato de sodio como
anticoagulante, para o preparo do PRP. Separou-se uma aliquota do sangue
para a contagem total de plaquetas basal, submetendo o restante a primeira
centrifugagéo (160 x g por 20 minutos). Em seguida, todo o sobrenadante,
juntamente com a capa leucocitéria, foi transferido para outro tubo para
realizacdo da segunda centrifugacdo (400 x g por 15 minutos), obtendo-se
volume final de 2,0 mL de PRP (FIGURA 6). Ao final do processamento, nova
contagem manual de plaquetas foi realizada para confirmagdo da contagem
final de 1.2 x 10%/mm?.
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Inicialmente, utilizou-se o0 método adotado por Souza et al. (2012) no
qual, ap6s a primeira centrifugacdo, houve transferéncia de todo o
sobrenadante juntamente com a capa leucocitaria mais 2,0mm da camada de
hemacias para a segunda centrifugacdo. O PRP obtido neste procedimento
piloto foi citotoxico, ocasionando 100% de morte. A partir deste resultado,
padronizou-se apenas 0 uso do plasma e da capa leucocitaria. E, com vistas a
se padronizar em qual concentracdo o PRP seria utilizado, outro estudo piloto
foi conduzido. Para tanto, foi realizado ensaio com trés concentracbes
diferentes (5%, 10% e 20%). E dentre elas, a de 5% apresentou maior

proliferacéo celular apos 72h da adicdo do PRP as culturas.

Desta forma, o PRP final foi subdividido em aliquotas iguais e adicionado
as culturas de décima passagem, na concentracdo de 5% referente ao volume
de meio, mais o cloreto de calcio 10% (25ul/0,5ml de PRP). A concentracao de
5% foi definida, corroborando os resultados de Markopoulou et al. (2009), pois
nesta concentracdo observou-se maior proliferacdo de células mesenquimais

indiferenciadas da geleia de Wharton proveniente de cordao umbilical.

FIGURA 6- Imagem ilustrativa do preparo do PRP em laboratério até sua utilizagao. (a).
Separacéo do plasma sobrenadante juntamente com a capa leucocitaria para segunda
centrifugacéo. (b). Sedimentacao apds a segunda centrifugacao, com visualiza¢do do

PRP no fundo do tubo. (Fonte: fotodocumentacéo dos autores).
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Obtencédo da matriz 6ssea desmineralizada (MOD)

Para preparar a MOD, foram colhidos os radios de um céo higido de
aproximadamente um ano de idade, pesando 5,0 Kg. O animal deu entrada no
Hospital Veterinario “Luiz Quintiliano de Oliveira”, UNESP, Aracgatuba, vitima de
atropelamento e que veio a 0bito em poucas horas. Com autorizagéo prévia do
proprietario, procedeu-se a colheita de ambos os radios apds preparo asseptico
dos membros toracicos. Todo o tecido mole foi dissecado do 0sso, sem uso de
qualquer produto quimico. Os ossos foram desmineralizados segundo Del
Carlo et al. (2003) por imersdao em acido cloridrico 0,6N, em temperatura
ambiente, sendo considerado totalmente desmineralizado quando se
apresentou macio, transparente e flexivel. A desmineralizacdo ocorreu em,
aproximadamente, 20 dias. Este método de descalcificacdo foi escolhido, por
apresentar facilidade e rapidez na execucdo. Além disso, apesar deste acido
promover reducdo da viabilidade celular, estudar participacdo das células
O0sseas remanescentes ndo era objetivo do presente estudo. O que se
pretendia era a liberacdo das BMPs pela MOD. A MOD foi seccionada em
fragmentos de 4,0 mm de espessura no sentido transversal ao eixo longo do
0Sso e estocada em etanol 70%, em temperatura ambiente por, no minimo, 30
dias, até o momento da sua utilizacdo. Antes da sua adicdo as placas de
cultivo, os fragmentos foram lavados com solugédo PBS e mantidos “over night”
em solucdo de antibidticos e antimicoticos, como profilaxia a infeccdo das
culturas. Os fragmentos foram, entdo, colocados nas garrafas de cultivo sem
qualquer tipo de material que o mantivesse aderido ao plastico, mantendo-se,
portanto, flutuante no interior da garrafa. Observou-se que a MOD, a partir do
sétimo dia, sedimentava em algum espaco da garrafa, mantendo-se, assim, até

o final da observacgéo proposta neste estudo (21 dias).

Grupos Experimentais

Apbés a padronizacdo das células mesenquimais caninas, foram

constituidos quatro grupos experimentais:
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- 1) G-controle: grupo de células mesenquimais indiferenciadas;

- 2) G-PRP: grupo de células mesenquimais indiferenciadas com
PRP 5%;

- 3) G-MOD: grupo de células mesenquimais indiferenciadas com
adicédo de MOD;

- 4) G-PRP+MOD: grupo de células mesenquimais indiferenciadas
com adi¢cdo de PRP + MOD.

Para cada grupo constituido, procederam-se seis repeticbes com 0s

ensaios descritos subsequentemente.

Para cada avaliacdo, foram utilizadas placas de cultivo com seis pocos,
todas contendo DMEM-F12 (3,0 mL/orificio) adicionado de suplemento B-27
XenoFree® (50x) (GIBCO®), em substituicdo ao SFB. As células mesenquimais
do corddo umbilical na concentracdo de 1 x 10° células/mL estavam na décima
passagem e foram utilizadas para os quatro experimentos. A primeira troca de
meio ocorreu apos quatro dias de cultivo, seguida de duas trocas semanais,
onde foi trocada apenas metade do volume de meio. Devido ao objetivo de se
avaliar o potencial osteoindutor do PRP e da MOD, nao foi adicionado meio
osteogénico em qualquer grupo. Os momentos de avaliacdo quanto aos
parametros adotados foram: sete, 14 e 21 dias apds o inicio do cultivo. Nesses
momentos foram avaliadas: atividade da fosfatase alcalina no sobrenadante
das monocamadas, coloracdo das células aderidas com vermelho de Alizarina,
remocao de células e sobrenadante para avaliar a expressdo RNA mensageiro
dos genes OPN, OCN e Runx 2 pela técnica de PCR em tempo real (“real time

polymerase chain reaction”).

Coloracao pelo vermelho de Alizarina

Apds os periodos de sete, 14 e 21 dias, as células foram fixadas com
paraformoldeido 4% e o depdsito de mineralizacdo O0ssea detectado com a

coloracéo de vermelho de Alizarina. A coloracao foi realizada para visualizagéo
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da formacgdo de granulos de depdsitos de célcio para a mineralizacdo da matriz
0ssea, em todos 0s grupos. As imagens foram obtidas no microscépio invertido
IX 70 (Olympus, Tokyo, Japan) e as imagens capturadas para andlise. O
procedimento geral da coloragéo seguiu 0 protocolo descrito anteriormente.

Dosagem da atividade da fosfatase alcalina (FA)

A FA foi mensurada nos mesmos periodos (sete, 14 e 21 dias) apds o
inicio dos cultivos, nos diferentes grupos. Para tanto, o sobrenadante foi
removido, transferindo-se 50 puL em triplicata para uma placa de ELISA 96
cavidades (NUNC™) e adicionados 50 uL do substrato para-nitro-fenil-fosfato
de sodio (60 mmol/L) diluidos em tampéao glicina pH 10,5 na concentracao final
1 mg/mL (Sigma-Aldrich®). A leitura foi realizada em um leitor de microplacas
(Multiskan®, Labsystems, NY, USA) utilizando-se um filtro de 405 nm. Os
resultados foram calculados apos a determinacdo do ponto de corte, que foi
estabelecido pela média aritmética dos valores de densidade Optica dos

controles negativos (células sem inducdo) adicionado 3 x o desvio padrao.

Expressdo mRNA dos genes osteopontina, osteocalcina e Runx 2 pela

técnica reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

O RNA foi extraido utilizando-se um “kit” comercial pelo método do
TRIZOL®, segundo instrucdes do fabricante (GIBCO®), sendo suas
concentracfes determinadas por leitura da absorvancia a 260, 280 e 320 nm
por espectrofotometria. O RNA extraido foi mantido a -80°C até o seu
processamento.

Para amplificagdo do RNA, foi utilizado o “Enhanced Avian RT First stand
synthesis kit” para a producdo de uma fita complementar cDNA (Sigma-
Aldrich®). Em um tubo foram adicionados 5,0uL de amostra, 1,0uL de
Deoxynucleotide mix, 1,0uL de Oligo (d+)23 e 3,0uL de H,O. Apds, a mistura
foi levada ao termociclador por 10 minutos na temperatura de 70°C. Com o
término do ciclo, a amostra foi resfriada e centrifugada (spin) e entao,
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adicionada de 2,0uL de “Buffer for Eamv-RT”, 1,0uL de “Enhanced avian RT” ,
1,0uL de RNase “inhibitor” e 6,0uL de H2O. A mistura foi novamente levada ao
termociclador, por 50 min, a temperatura de 46°C. A reacado de “polymerase
chain reaction” foi conduzida segundo o Kit Jumpstart (Sigma-Aldrich®). Para
tanto, 10,0pl de cDNA foi adicionado em um tubo contendo 25,0pL mix, 1,0uL
de cada “primer” (Tabela 1), 1,5 pL de MgSO4 (25 mM) e 11,0uL de agua
ultrapura. As condi¢cdes da reacdo foram: 5 min a 94°C, 1 minuto a 94°C, 1
minuto a 56° C, 1 minunto 72° C, repetidos 40 vezes. A extensao final foi
conduzida a 72° C por 10 minutos.

Para a reacdo PCR em tempo real utilizou-se “Power SYBR® Green
PCR Master Mix” (Applied Biosystems®) seguindo protocolo do fabricante, em
equipamento “StepOne Real Time PCR System” (Applied Biosystems™). As
condi¢cbes bem como o volume por reacdo, seguiram as recomendacdes do

fabricante sem qualquer alteracéo.

Calculo da expresséo génica relativa

Os resultados foram expressos em valores de Ct “cycle threshold™ (
namero de ciclos necessarios para atingir o limiar de deteccao). A beta-actina
canina foi considerada para a expressao basal nos ensaios. Para o calculo da
expressdo génica relativa, foi utilizado o método 2*4“", onde AACt foi obtido
pela razdo entre o ACt dos diferentes alvos nos grupos estudados (sete, 14 e

21 dias pdés-cultivo) e o ACt da expressao do gene padréo (beta-actina canina).
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Tabela 1- Conjunto de “primers” utilizados na amplificacdo PCR em tempo real

Gene Sequéncia primer (5-3’) Amplificacéo
Osteopontina  Sequéncia CATATGATGGCCGAGGTGATAG 114
Reverso CAAGTGATGTGAAGTCCTCCTC
Osteocalcina  Sequéncia GAGGGCAGCGAGGTGGTGAG 134
Reverso TCAGCCAGCTCGTCACAGTTGG
Runx2 Sequéncia TGGGAGAGGTACCAGATGGG 152

Reverso TCTTGCCTCGTCCACTCCGG

Runx2 = Fator de transcricéo 2
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Analise estatistica

Para andlise estatistica, foi realizada Andlise de Variancia (ANOVA) com
medidas repetidas e teste de Tukey para comparacdo de médias entre 0s
grupos e andlise de regressdo para comparar 0s momentos em cada grupo. O
nivel de significancia adotado foi de 5% (P<0,05), empregando-se o programa
SAS (Statistical Analysis System; Cary, NC, USA).

V. RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferentes tecidos vém sendo utilizados como fontes de células
mesenquimais indiferenciadas. Alguns autores ja realizaram a caracterizagdo

destas células oriundas de tecido adiposo de cdes (CHUNG et al., 2010;
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GUERCIO et al., 2013; VIEIRA et al., 2010), da medula 6ssea (CHUNG et al.,
2010), da membrana e fluido amnidticos (PARK et al., 2012; URANIO et al.,
2011), de células do corddo umbilical (SEO et al., 2009) e oriundas da geleia
de Wharton, conforme o presente trabalho e a revisdo de Troyer e Weiss
(2008).

Na fase de isolamento e expansdo, as ceélulas indiferenciadas
demonstraram morfologia tipica de células mesenquimais, sendo fusiformes e
alongadas semelhantes a fibroblastos, durante todas as passagens (FIGURA
7). Mantiveram sua caracteristica de aderéncia ao plastico, conforme
descreveram Seo et al. (2009), que também estudaram células isoladas do
cordao umbilical canino e, o que também foi observado por Uranio et al. (2011),
qgue isolaram células dos anexos fetais (fluido amniético, amnio e matriz do
cordao umbilical).

Conforme descrito por Troyer e Weiss (2008), é importante que apos
expansao e diversas passagens, as células mesenquimais mantenham suas
caracteristicas pluripotentes com potencial de diferenciacdo em ostedcitos,
adipdcitos e condrécitos. Este resultado foi reproduzido neste estudo e,
confirmado por caracterizacdo fenotipica das células mesenquimais caninas
isoladas da geleia de Wharton apds a décima passagem (FIGURA 8).

A diferenciacdo foi induzida apés a décima passagem e confirmada por
coloracbes especificas sendo, respectivamente, Vermelho de Alizarina para
tecido 6sseo (CHUNG et al., 2012; SEO et al., 2009; SCHWARZ et al., 2011),
“Oil Red” para adipdcitos (VIEIRA et al., 2010) e Safranina O, que consiste em
coloracdo que possui afinidade por glicosaminoglicanos (FIGURA 8). Outras
coloracbes também podem ser utilizadas de maneira efetiva para a
confirmacédo da diferenciacéo celular, como a de “von Kossa” para tecido 6sseo
(VIEIRA et al., 2010) e o azul de toluidina para condrécitos (SEO et al., 2009;
VIEIRA et al., 2010).

A caracterizagcdo molecular por citometria de fluxo para CD34, CDA45,
CD44, CD105 e CD271 seguiu conforme o que foi descrito por Seo et al.
(2009), Troyer e Weiss (2008) e Uranio et al. (2011). Neste procedimento,
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observou-se positividade para marcadores de células mesenquimais (CD44,
CD105 e CD271) e negatividade para marcadores fenotipicos de células
hematopoiéticas (CD34 e CD45). Tais resultados atestam a pureza do cultivo, e
afirmam que a colheita da geleia de Wharton deu-se de forma adequada,
permitindo apenas o isolamento de células mesenquimais sem a contaminacao
por células de origem hematopoiética (FIGURA 7C). Em contrapartida, os
resultados diferem dos achados de Vieira et al. (2010) que demonstraram
positividade para CD34 em 10% das células isoladas do tecido adiposo.

Alteracbes cromossdmicas podem ocorrer ao longo das passagens e,
por este motivo, foi realizada, em todas as amostras, a avaliacdo do cari6tipo.
Os dados desse trabalho corroboram o que descreveram Seo et al. (2009),
Uranio et al. (2011) e Vieira et al. (2010), e permitiu a confirmacao de que, ao
longo das passagens, ndo houve alteracdo do niumero de cromossomos e que
se tratava de material genético de mamifero da espécie canina (Canis
familiaris, Linnaeus, 1758), cujo numero total era de 39 cromossomos (n= 39).
Isto foi observado em todas as passagens, ndo sinalizando qualquer tipo de
alteracdo em numeros ou estrutura (FIGURA 8D). A semelhanca, notou-se
aumento na contagem de células a cada nova passagem (FIGURA 7D).

Quanto a colheita da geleia de Wharton do corddao umbilical canino, nédo
se encontram Obices em obté-la, o que permitiu o cultivo das células
mesenquimais nela contida. Cada vez mais, buscam-se métodos de colheita
inbcuos ao doador e, neste estudo, o material colhido €, via de regra,
descartado apos a cesariana. A colheita da geleia de Wharton possibilitou o
isolamento de células mesenquimais que, posteriormente, podem ser utilizadas
na terapia celular. Resultados semelhantes foram obtidos com a colheita de
membrana amniética (PARK et al., 2012; URANIO et al., 2011), liquido
amnidtico (URANIO et al., 2011) e corddo umbilical (SEO et al., 2009). Os
anexos fetais representam fonte de elevada quantidade de células
indiferenciadas (URANIO et al., 2011). Outros tecidos para colheita de células
mesenquimais indiferenciadas, como tecido adiposo e medula 6ssea (CHUNG
et al., 2010; SCHWARZ et al., 2011; VIEIRA et al., 2010), também podem ser
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adquiridos sem prejuizos ao cado doador durante procedimentos cirlrgicos
rotineiros.

Diferentes tecidos se constituem em fonte de obtencdo de células
indiferenciadas, mas ressalta-se que o potencial de diferenciacdo é maior,
guanto mais jovem for a célula. Células embrionarias e do corddo umbilical tém
maior potencial de diferenciacdo, quando comparadas a células adultas, a
exemplo daquelas obtidas do tecido adiposo e medula 6ssea (HANDSCHEL et
al., 2006). As células colhidas da geleia de Wharton apresentam caracteristicas
que as assemelham das células embrionarias, pois possuem maior potencial

de diferenciacdo, além de serem menos imunogénicas, 0 que reduz os riscos

ao receptor, tornando-a atrativa como fonte de células para terapias celulares
(TROYER; WEISS, 2008).
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FIGURA 7- Caracterizagdo morfologica das células mesenquimais indiferenciadas caninas
provenientes da geleia de Wharton do corddo umbilical: (a) Aspecto das células aderidas apo6s
cinco dias de cultivo inicial coradas com hematoxilina Harris; (b) Aspecto alongado, fusiforme
das células apds a décima passagem; (c) Citometria de fluxo acustica das células na décima
passagem revelando o fenétipo na décima passagem; (d) contagem do namero de células em

cada passagem confirmando aumento das mesmas.
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FIGURA 8- Caracterizagdes fenotipica e genotipica das células mesenquimais caninas isoladas
do cordao umbilical apés a décima passagem. (a) Diferenciagdo em ostedcitos com depdsitos
de calcio pela coloragdo da Alizarina; (b) Diferenciagdo em condrécitos com a coloragdo da
Safranina O revelando os glicosaminoglicanos; (c) Diferenciagdo em adipdcitos confirmado
pela coloracdo “Oil red” com depdsitos lipidicos em vermelho; (d) Cariétipo das células
mesenquimais compativel com Canis familiaris (n=39).

O protocolo de obtencdo do PRP utilizado permitiu adquirir uma
concentragdo plaquetaria 6tima corroborando o que descreveram Dias et al.
(2002) e Oyama et al. (2004). Estes autores utilizaram protocolos com rotagéo
e tempo de centrifugacdo idénticos. Mesmo ndo se removendo a camada mais
profunda do tubo, correspondente a 2,0mm da camada de hemécias, conforme
descrito por Souza et al. (2012), a contagem final de plaquetas atingiu o
incremento minimo necessario para que o PRP seja eficiente (>1.000.000/mm?®)
(MARX, 1998). Ressalta-se que, no presente estudo, foi utilizada para tal,
centrifuga laboratorial comum, constituindo-se, portanto, de procedimento de

facil execucdo e de baixos custos; comprovando tratar-se de técnica factivel
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para a aplicac@o na rotina clinica. Ao contrario do que Obarrio et al. (2000) e
Marx (2004) descreveram, quando utilizaram equipamentos de elevado custo
para tal fim.

A preparacdo do PRP ocorreu, imediatamente, antes de sua adicdo as
placas de culturas para assegurar a concentracdo maxima dos fatores de
crescimento, uma vez que, ao término de trés horas apos a centrifugacdo ha
reducdo da quantidade de FC, principalmente do TGF-B (RUTKOWSKI et al.,
2008).

O processo de desmineralizagcdo aqui utilizado mostrou-se eficaz, cuja
consisténcia final da MOD possibilitou a obtencdo de fragmentos de igual
espessura, com menor interferéncia quanto ao que seria liberada de BMPs em
cada garrafa de cultivo. Salienta-se, que tal processo nao interferiu na sua
capacidade osteoindutora in vitro, & semelhanca ao que fora observado in vivo
por Del Carlo et al. (2003) e Traianedes et al. (2004). Obteve-se
descalcificacado 6ssea rapida, de forma que pode ser implementada na rotina
cirargica hospitalar, a partir de bancos de MOD. Outro fato interessante refere-
se a preservacdo da MOD em etanol 70% até a sua utilizacdo. Esta solucéo
mostrou ser eficaz no processo de preservacédo, salientando-se que também foi
eficaz em coibir o crescimento de microorganismos com potencial risco de
contaminacgao das culturas, sendo o mesmo observado em estudo clinico onde
nao foram observadas infeccdes no foco do defeito 6sseo tratado (SILVA et al.,
2003).

A MOD foi mantida solta na garrafa de cultivo, o que permitia a sua
movimentacdo, sob flutuacdo, no meio de cultura. Nas observacdes diarias
notou-se que, na primeira semana, ela se encontrava flutuando sobre o meio
de cultivo, tornando-se submersa em torno de 14 dias e, consequentemente,
menos moével, porém nao aderida ao plastico, aos 21 dias. Quando fragmentos
0sseos, com 0 mesmo objetivo, sdo depositados de maneira a permanecerem
fixos nas garrafas, ha descricdo de migracdo celular para as trabéculas 6sseas
do enxerto (LORO, 2009). Algumas formas de apresentagbes comerciais da
MOD diferem sé&o apresentadas em po ou sob a forma de géis (KIM et al.,
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2013; SCHWARTZ et al., 1998; TAKIKAWA et al., 2003). Salienta-se que se a
tivéssemos utilizado desta forma, inviabilizaria as condicBes experimentais que
foram idealizadas, uma vez que haveria total dissolu¢do imediata no meio de
cultura, com perdas subsequentes durante as trocas.

A morfologia das células, observada por microscépio invertido, foi
diferente entre os grupos aos 21 dias. Sabe-se que 0s osteoblastos sdo células
cuboides, responsaveis pela producédo de matriz 6ssea, e foi possivel perceber
que as ceélulas dos grupos com adicdo da MOD apresentavam-se mais
cuboides e menos alongadas, sugerindo maior diferenciacdo do que o grupo
PRP (FIGURA 9). Este resultado deve-se, provavelmente, a acdo das BMPs da
MOD corroborando trabalho anterior que verificou morfologia cuboide em
cultivo de células mesenquimais humanas da medula éssea tratadas com
BMP-7, enquanto o grupo tratado apenas com dexametasona apresentou
morfologia semelhante a fibroblastos (CHAUDHARY et al., 2004).

No que se refere a avaliagdo com a coloracdo Vermelho de Alizarina,
demonstrou-se que, com excecdo do grupo controle, todos 0s grupos
experimentais apresentaram diferenciacdo osteoblastica com producédo de
matriz mineralizada ao final de 21 dias, sem a adicdo de meios osteoindutores.
Entre os grupos, o G-PRP+MOD foi 0 que apresentou coloracdo menos
intensamente distribuida pela placa, seguida pelos grupos G-PRP e G-MOD,
gue obtiveram coloracdo mais intensa (FIGURA 9).

Quanto ao uso isolado de PRP (G-PRP), sabe-se que o efeito
mitogénico dos FC contidos nas plaquetas ja foi demonstrado em células
tronco e em culturas comerciais de osteoblastos (DEREKA et al, 2006;
FERREIRA et al., 2005; GRUBER et al., 2004). Todavia, o efeito osteoindutor do
PRP traz resultados controversos. Os resultados aqui obtidos corroboram Lin et
al. (2006), que verificaram osteoindugdo apdés uso de PRP incorporado a
hidrogel em cultura de células mesenquimais humanas. Resultados positivos
também foram encontrados utilizando células da medula 6ssea de ratos e PRP
(DOLDER et al., 2006). Entretanto, divergem de resultados nos quais ha
diminuicdo de diferenciacdo osteobldstica (GRUBER et al., 2003). A
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metodologia de obtencédo do PRP interfere na concentracdo das plaquetas e na
quantidade dos FC, portanto, a falta de padronizacdo da técnica pode justificar
tais divergéncias nos resultados (GRUBER et al., 2003; LIN et al., 2006). Outra
hipétese refere-se a capacidade de diferenciacdo das células mesenquimais
utilizadas, uma vez que, no presente trabalho, foram utilizadas células
indiferenciadas obtidas da geleia de Wharton do corddo umbilical, que
sabidamente tém potencial de diferenciacdo superior as células da medula
O0ssea (HANDSCHEL et al., 2006), uma vez que apresentam semelhanca com
células embrionarias que possuem alta capacidade de diferenciacdo (TROYER,;
WEISS, 2008).

No grupo G-MOD, a coloracdo Vermelha foi mais intensa que nos
demais grupos, o que demonstra, de maneira qualitativa, a maior producéo de
matriz mineralizada pelos osteoblastos. As BMPs contidas na MOD
(SCHWARTZ et al., 1998) sdo as provaveis responsaveis por este resultado
superior, corroborando o estudo que verificou aumento da espessura periosteal
e do numero de osteoblastos maduros devido a administragdo BMP-2 (BHAT et
al., 2008). Loro (2009), ao estudar o uso de osso humano liofilizado, também
obteve diferenciacédo de células mesenquimais indiferenciadas em tecido 6sseo
funcional, sem a adicdo de meios osteoindutores.

No G-PRP+MOD a coloracdo vermelho de Alizarina foi menos intensa
gue no grupo que utilizou a MOD isoladamente. Entretanto, a coloracao estava
concentrada em locais especificos por toda a placa, com forte intensidade de
cor nestes nddulos de mineralizacdo. Isto pode ter dificultado a comparacéo
visual entre grupos e nao, necessariamente, indicar que o G-PRP+MOD tenha
tido menor diferenciacdo osteogénica que o G-MOD. Karner et al. (2007)
também verificaram a coloragdo com vermelho de Alizarina localizada em
alguns pontos das placas tratadas com meios osteogénicos. Nestes mesmos
pontos de mineralizacdo os autores confirmaram, por imunoistoquimica, grande
guantidade de BMPs aglomeradas. Hoemann et al. (2009) observaram
mineralizacdo em foco e difusa em células mesenquimais, na dependéncia da

guantidade de meio osteindutor, havendo mais ndédulos quanto maior a
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guantidade de dexametasona. Possivelmente, a associacdo do PRP com a
MOD forneceu as células indiferenciadas maior quantidade de FCs
osteoindutores.

N&o se detectou a presenca FA no grupo controle, em todos os
momentos. Nos demais grupos houve aumento da mesma até os 14 dias, com
pico de sua producéo, seguido de decréscimo aos 21 dias, quando se observou
maior mineralizacéo.

A dinamica da producéo de FA entre 0os grupos seguiu 0 mesmo que foi
observado quanto a mineralizacdo, sendo, discretamente, maior no G-MOD
guando comparado a sua associacdo ao PRP aos 21 dias. Este resultado foi
semelhante ao observado em um estudo que demonstrou que o PRP pode
promover o decréscimo na atividade da FA, apesar do aumento de calcio na
cultura. O PDGF foi implicado como possivel causador desta reducédo, pois em
placas onde sua ac¢éao foi suprimida a diferenciacdo osteoblastica ocorreu mais
intensamente (GRUBER et al., 2004). O FGF-II antagonizou a atividade da FA
induzida pela BMP-7 em cultivos de células mesenquimais humanas
(CHAUDHARY et al., 2004). O PRP desempenhou efeito na estimulacédo inicial
do crescimento celular e para o inicio da mineralizacdo da matriz (DOLDER et
al., 2006) (FIGURA 9). A atividade da FA ndo € sempre condizente com a
intensidade da mineralizacdo, estudos mostram incremento da mensuracao de
FA, sem tdo pouco, acréscimo na mineralizacdo da matriz (HOEMANN et al.,
2009). Marcadores mais especificos de maturidade osteoblastica, como células
transgénicas com fluorescéncia para colageno tipo I, foram testados e se
mostraram mais sensiveis uma vez que a atividade da FA, bem como
coloragcdes para mineralizacdo, quando utilizadas isoladamente, ndo sao
suficientes para demonstrar esta maturacao (REPIC et al., 2013). A atividade
da FA em cultura é necessaria para mineralizagdo da matriz, entretanto, ndo é

suficiente para desencadear a produgcéo da mesma (HOEMANN et al., 2009).
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FIGURA 9- Fotomicrografias, contraste de fase microscépio Olympus IX-70 (Tokyo,
Japdo) aumento x 20, visualizando a coloracdo Vermelho de Alizarina confirmando
deposicdo e mineralizagdo da matriz extracelular. Grafico da mensuracédo da fosfatase
alcalina (absorvancia nm, filtro 405nm) em cultivo de células mesenquimais
indiferenciadas do corddo umbilical canino nos diferentes grupos sem adi¢cdo de meios
osteoindutivos, ao longo do tempo. G-Controle: Células mesenquimais; G-PRP: células
mesenquimais mais PRP; G-MOD: células mesenquimais mais MOD e G-PRP+MOD:

células mesenquimais mais PRP e MOD.

Todos os grupos tratados expressaram OPN e OCN, que séo proteinas
que indicam formacdo e maturacdo da matriz extracelular (VIEIRA et al., 2010)
(FIGURAS 10, 11 e 12). Aos sete dias, a OPN teve sua maior expresséo no G-
PRP, seguida do G-PRP+MOD, corroborando Dolder et al. (2006) que referem
que o PRP é o responsavel pelo inicio da mineralizacdo da matriz nos
primeiros oito dias. Aos 21 dias, houve superioridade do G-PRP-MOD em
relacéo aos demais que demonstraram reducdo da sua expressdo. A OCN, um

marcador tardio de diferenciacdo, aos sete dias apresentou maior expressao no
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G-PRP, enquanto que aos 21 dias sua expressado foi muito semelhante em
todos os grupos. Nota-se que todos o0s grupos tratados apresentaram
expressao de marcadores de osteogénese, 0 que € condizente com a presenca
de diferenciacdo osteoblastica nos mesmos. Essses resultados sao
semelhantes aos trabalhos que confirmaram ostegénese com a expressao
destas proteinas em células mesenquimais adultas (CHUNG et al., 2010;
DOLDER et al., 2006; ISHIDA et al., 2013), do corddo umbilical (SEO et al.,
2009; VIEIRA et al., 2010) e embrionarias (KARNER et al., 2007).

Observou-se a expressao de Runx2 apenas nos trés grupos tratados,
sendo maior aos 21 dias no G-PRP+MOD, seguida do G-MOD e do G-PRP,
com diferenca estatistica entre eles (Tabela 2) (FIGURAS 10, 11 e 12). Avia de
diferenciacdo do TGF-B e BMP esta ligada a expressdo do Runx2 (DATTA et
al., 2008) e, desta forma, a liberacdo das BMPs contidas na MOD, bem como a
do TGF-B pelos granulos alfa das plaquetas do PRP favoreceram este

resultado.

Nos momentos inicias (sete e 14 dias), a expressao de Runx2 no G-
PRP+MOD também foi estatisticamente superior aos demais, entretanto, o G-
PRP foi superior ao G-MOD (Tabela 2). Tal fato se torna mais claro, quando da
comparacao dos momentos em cada grupo, pois nota-se que houve expressao
sempre crescente nos grupos G-MOD e G-PRP+MOD, diferentemente ao que
ocorreu no G-PRP, que apresentou aumento inicial com valores maximos aos
14 dias, seguido de sua reducéo (FIGURA 13).

Ao se analisar o comportamento das trés proteinas mensuradas,
observou-se que, no G-PRP, tanto as proteinas da fase inicial de diferenciacéo
(OPN e Runx2), como a de fase tardia (OCN), apresentou-se com alta
expresséao logo aos sete dias. Aos 21 dias ha reducéo de todas, especialmente
da OPN. No G-MOD, apenas a OPN e o Runx2 foram expressos em
guantidades constantes aos sete e 14 dias, enquanto a OCN teve discreta
expressdo nestes momentos e consideravel aumento aos 21 dias. O G-

PRP+MOD comportou-se de modo semelhante ao G-MOD aos sete dias, mas
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logo aos 14 dias houve aumento da OCN e a expressao das trés proteinas
continuou aumentando até os 21 dias. (FIGURAS 10, 11 e 12). Estes
resultados podem ser explicados, pois a liberacdo do TGF- pelos granulos alfa
das plaquetas ocorre mais precocemente (MARX, 2004) quando comparado a
liberacdo mais lenta das BMPs pela MOD (ANITUA et al., 2004).

Tabela 2 Média (X) e desvio padréao (s) da expressdo RNAm referente
ao Runx 2 segundo o grupo e momento de avaliacéo.

Grupo (X +5s)

Dias G-PRP G-MOD G-PRP+MOD G-controle

7 0,868 + 0,013 Bb 0,562 + 0,004 Cb 0,977 £ 0,018 Ab 0,117 + 0,008 Da
14 0,955 + 0,005 Aa 0,562 + 0,004 Bb 0,977 £ 0,018 Ab 0,117 + 0,008 Ca
21 0,868 + 0,013 Cb 0,983 £ 0,005 Ba 1,232 £ 0,008 Aa 0,117 + 0,008 Da

" Médias seguidas de letras distintas, mailisculas na linha e mindsculas na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05)

G-PRP grupo Plasma rico em plaquetas; G-MOD grupo matriz 6ssea desmineralizada; G-PRP+MOD grupo plasma rico
em plaquetas associado a matriz 6ssea desmineralizada.
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FIGURA 10 — Expressao do mRNA das proteinas Osteopontina, Osteocalcina e Runx
2, em cultura de células mesenquimais indiferenciadas do corddo umbilical canino, nos
diferentes grupos, aos 7 dias pds cultivo.
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FIGURA 13- Gréfico da analise de regressao da expressdo de RNAm

Runx2 (fator de transcricdo 2) em cultura de células mesenquimais

indiferenciadas do corddo umbilical canino, nos diferentes grupos, sem

adicdo de meios osteoindutivos, ao longo do tempo.

Esses resultados de maior expresséo nos grupos onde ha associagédo da

MOD corroboram com os resultados da superexpressao de Runx2 sobre a
mineralizacdo de células cultivadas nos meios de diferenciacdo osteoblastica
(BAHT et al., 2008) e com suplementacéo de BMP-2 (ISHIDA et al., 2013).
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A eficacia dos fatores de crescimento e da terapia génica na reparagéo
O0ssea vem sendo comprovada, mas estas modalidades terapéuticas tém
elevado custo, o que dificulta qualquer aplicacdo clinica em larga escala
(DEVESCOVI et al., 2008). Desta forma, o uso de materiais biol6gicos
autologos ou heterélogos e de facil obtengcédo, como o PRP e a MOD, pode
trazer beneficios para pacientes com transtornos na reparacdo 0ssea. Estudo
in vivo demonstrou a eficacia da associacdo de células mesenquimais
indiferenciadas expandidas em cultura e PRP na consolidagdo oOssea de
camundongos (MONTEIRO et al.,, 2012). Estudos clinicos deverédo ser
realizados a fim de se verificar os mesmos resultados positivos aqui

observados podem ser reproduzidos no ambiente bioldgico ndo controlado.
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VI. CONCLUSOES

Com base nos resultados, e nas condi¢des aqui adotadas, pode-se concluir
que:

1. As células mesenquimais da geleia de Wharton de corddes umbilicais
caninos foram isoladas e caracterizadas quanto a sua morfologia,

fendtipo e cariotipo.

2. A MOD e o PRP, isolados ou em associacdo, induziram a diferenciacao
O0ssea de células mesenquimais indiferenciadas colhidas da geleia de
Wharton do corddo umbilical canino sem a adicdo de meios

osteoindutores;

3. A expressdo génica de marcadores 0sseos por RT-PCR permitiu a
confirmacdo da diferenciacdo 6ssea, bem como inferir a superioridade
do grupo com adicdo da matriz 6ssea desmineralizada (G- PRP+MOD)

em relacdo aos demais.
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