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RESUMO



SANTOS, LF. Atuagdo da ocitocina no processo de diferenciacdo osteoblastica de
ratas senis. 2014. 84 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2014.

RESUMO

Ocitocina (OT) é horménio peptidico sintetizado no hipotalamo e armazenado
na neurohipofise. A literatura evidencia atuacdo anabdlica da OT no esqueleto de
animais jovens. Em nosso laboratério estamos realizando pesquisas para estudar a
acao da OT no metabolismo Osseo, durante o envelhecimento. Analisamos
inicialmente o processo de remodelacdo é6ssea alveolar em ratas com 24 meses e
detectamos acao importante da OT na maior formacao éssea nesses animais, 0 que
nao foi observado em animais com 12 meses. Esses resultados evidenciaram a
necessidade de investigacdo da acdo da OT, visando a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na maior formagao éssea em organismos senis, no periodo
caracterizado pela aciclicidade estral (estropausa — 24 meses) comparado com
organismos adultos com ciclo estral regular (12 meses). Nesse estudo foi avaliada a
influéncia da idade (12 e 24 meses) e a acdo da OT associada a indutores
osteogénicos classicos durante a diferenciagdo em linhagem osteogénica de células-
tronco mesenquimais (CTMs) a partir do estroma da medula éssea de fémures de
ratas Wistar, com 12 e 24 meses. Quatro grupos de cada idade foram formados,
sendo: MC (meio de crescimento); MO (meio de crescimento suplementado com
indutores osteogénicos); MCO (meio de crescimento + OT); MOO (meio de
crescimento suplementado com indutores osteogénicos + OT). O ensaio com
vermelho de alizarina demonstrou mineralizagao bioldgica a partir do 17° dia no grupo
com 12 meses em ambos os grupos osteogénicos (MO e MOO), porém a adicéo de
OT (MOO) promoveu a mineralizagao a partir do 14° dia. No grupo de 24 meses nao
foi detectada mineralizagdo em nenhum dia experimental no grupo MO, porém a
adicdo de OT no meio (MOO) promoveu a mineralizagdo a partir do 17° dia. As
escalas de expressdao génica de osterix, ocitocina e receptor de ocitocina foram
menores no grupo 24 meses que no grupo 12 meses, assim como as proteinas de
matriz analisadas (sialoproteina 6ssea, osteopontina e osteocalcina) e esses genes
foram mais expressos nos grupos tratados com OT, em ambas as idades, e o
receptor de ocitocina apenas no grupo 12 meses. PGE; mostrou aumento no grupo
MO em relagdo a MOO, em ambas as idades. Neste estudo demonstramos a acao
anabdlica da OT, estimulando células de animais, com esqueleto maduro, na
antecipacao (12 meses) e promog¢ao (24 meses) do fendtipo mineralizante,
evidenciando promessa de terapia para controle da osteoporose.

PALAVRAS CHAVE: Envelhecimento; osteogénese; ocitocina; 0sso e 0ssos.



ABSTRACT



SANTOS, LF. Action of oxytocin in the process of osteoblast differentiation in
senescent rats. 2014. 84 f. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia,

Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2014.

ABSTRACT

Peripheral oxytocin (OT) has been shown to have direct effects on the skeleton,
and to provide stimulus for the activity of osteoblasts, as an anabolic factor affecting
bone mass. The effects of OT can vary with age. Here we evaluated the effects of OT
on the differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells, in 12- and 24-months-
old Wistar female rats. Four treatment groups were formed for each age group: control
(C) (growth medium); osteogenic medium (OM); control + oxytocin (C+OT) (growth
medium + oxytocin) and osteogenic medium + oxytocin (OM+OT). Alizarin Red assay
was performed and in cells from 12-month-old rats mineralization was detected on day
17 in OM. However, the addition of OT to osteogenic medium (OM+OT) provided
biological mineralization on day 14. In cells from 24-month-old acyclic rats, the OM
subgroup showed no mineralization; in the OM+OT subgroup mineralization was
detected on day 17. Osterix, matrix protein (bone sialoprotein, osteopontin and
osteocalcin) and oxytocin gene expression was lower in the 24-month-old than the 12-
month-old group; these proteins were increased by OT. The oxytocin receptor was up-
regulated only in the 12-month-old group and PGE; showed an increase in the OM
group than in the OM + OT group in both age groups. These findings suggest that OT
shows different, differentiation-dependent actions, and is important in the biological
mineralization performed by osteoblasts, mainly in cells of bone marrow mesenchymal
stem cells from acyclic 24-month-old rats highlighting oxytocin as a potential therapy
for control of osteoporosis.

KEY WORDS: Aging; Osteogenesis; Oxytocin; Bone and bones.
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1 - INTRODUGAO

Os avancos da ciéncia e descobertas de tratamentos nos ultimos anos
propiciam a populacdo mundial aumento na expectativa de vida e consequente
aumento no numero de pessoas com mais de 60 anos, onde, no ano de 2050 no
Brasil, a projegcao é que haja 105 mil mulheres a mais que homens na populagao

acima de 60 anos (Figura 1).

Piramide Etaria Absoluta Piramide Etdria Absoluta

HOMENS MULHERES HOMENS MULHERES

Fig. 1 — Piramide etaria absoluta, demonstrando proje¢cdo de aumento da populagao idosa
nos anos de 2010 e 2050. Disponivel em: http://www.ibge.gov.br.

Com isso, temos enfrentado desafios significativos na area da saude e no
tratamento das doencgas crénicas e degenerativas que acompanham a terceira idade
como, por exemplo, a diabetes, hipertensdo, problemas vasculares, artrite,
osteoporose e outras (AMADEI et al., 2006; KINSELLA; HE, 2009). A osteoporose
atinge uma em cada quatro mulheres na menopausa e, apds os 65 anos, uma em
cada trés, sendo que a reducdo da massa O0ssea apOs a menopausa apresenta
relagdo primaria com o funcionamento ovariano (MELTON, 2000).

Dentre as doengas citadas acima, realizamos estudos experimentais (COLLI,
2012; COLLI et al., 2012; GARCIA, 2012) que visam o conhecimento e a

compreensao dos mecanismos envolvidos com o decréscimo da massa Ossea e


http://www.ibge.gov.br/
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comprometimento da estrutura, bem como na utilizacdo de farmacos e terapias que
possibilitem o controle e prevencdo da doencga, resultando em qualidade de vida
melhor do portador e envelhecimento saudavel.

Na fase adulta a estrutura esquelética € mantida através da remodelagao
Ossea, processo fisiologico importante para a manutengdo da integridade do
esqueleto e mecanismo para fornecer ions calcio e fosfato, os quais podem ser
liberados ou conservados dentro do esqueleto (KONG; PENNINGER, 2000).
Fisiologicamente, este processo consiste na remogao de quantidade de
componentes 6sseos, seguida imediata pela formagdo (MANOLAGAS et al., 2002),
ou seja, ha interagdo constante das atividades dos osteoblastos e osteoclastos,

células que executam essa fungao respectivamente (BARLOW et al., 2010)

Os osteoblastos sao responsaveis pela produgao da matriz organica do tecido
o0sseo (MARKS; POPOFF, 1988) e encontram-se dispostos em camada continua, na
superficie da matriz 6ssea ndao mineralizada produzida por eles mesmos. Estas
células 6sseas originam-se de células tronco mesenquimais (CTMs) e fatores de
transcricdo tais como Runx2 (DATTA et al., 2008; DUCY et al., 1997) e osterix
(KARSENTY, 1999; NAKASHIMA et al.,, 2002) parecem influenciar tanto a
diferenciacdo de CTMs em células osteoprogenitoras, quanto a diferenciacédo de
células osteoprogenitoras em pré-osteoblastos, sendo que nesse processo de
diferenciacao ha a participacdo cronolégica de proteinas como fosfatase alcalina,
sialoproteina Ossea, osteopontina, osteocalcina e proteina morfogénica Ossea
(DUCY et al., 1997; KARSENTY, 1999; KOMORI, 2003; YAMAGUCHI et al., 2000).

Osteoclastos sdo células multinucleadas com tamanho entre 50 a 100 um,
capazes de degradarem a matriz 6ssea mineralizada, sendo estas células

multinucleadas com tamanho entre 50 a 100 ym (MANOLAGAS, 2000; VAANANEN,
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2005). Estdo localizados em cavidades de reabsorgcdo da superficie Ossea,
denominadas lacunas de Howship e possuem a enzima fosfatase acida resistente ao
tartarato (TRAP) no seu citoplasma (MINKIN, 1982). Varios fatores ativadores dos
osteoclastos ja foram identificados, entre eles, a interleucina 1 (IL-1), IL-6 e IL-11, 0
fator de necrose tumoral a (TNF- a), o fator estimulante da colénia de mondcitos (M-
CSF), receptor ativador do fator nuclear Kappa-B (RANK) e seu ligante - RANKL. No
final dos anos 90, Hofbauer (1999) relatou a acédo do RANKL e RANK como fatores
principais envolvidos na génese dos osteoclastos. RANK esta presente em
precursores de osteoclastos e a interacao de RANKL e RANK resulta em inibigcdo da
apoptose dos osteoclastos e estimulacdo na diferenciagdo e ativacido dessas
células, promovendo assim a reabsorgao 6ssea. Observam-se efeitos antagdnicos
quando RANKL se liga a osteoprotegerina (OPG), bloqueando a diferenciagao
celular dos osteoclastos e preservando a integridade éssea (KWAN TAT et al.,
2004).

No inicio da remodelagdo Ossea, células precursoras de osteoclastos, sao
recrutadas respondendo a sinais fisicos captados por mecanoreceptores e sinais
hormonais, concentrando-se na superficie 6ssea que sera reabsorvida, fundem-se e
se diferenciam em osteoclastos multinucleados, que irdo degradar tanto os
componentes minerais quanto os organicos, através da secreg¢ao de enzimas acidas
e hidroliticas, liberando entdo fragmentos colagenosos além de minerais (DATTA et
al., 2008). Sabe-se que osteoclastos sofrem apoptose, possivelmente induzida pelo
fator transformador de crescimento B (TGF- ), responsavel também pela atracao
dos osteoblastos (MEGHJI, 1992; WATTS, 1999). Os osteoblastos, recrutados para
a cavidade de reabsorgao, atuam preenchendo-a com matriz recém sintetizada e

secretada conhecida como ostedide, a qual €& posteriormente sera molde para
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deposi¢ao mineral (DATTA et al., 2008). Ainda neste processo, os osteoblastos sao
envoltos pela matriz que eles préprios sintetizaram tornando-se ostedcitos, ou seja,
células terminalmente diferenciadas constituindo mais de 90% das células do osso
adulto (KNOTHE-TATE et al.,2004).

Portanto, o controle da proliferacao e diferenciacdo das células 6sseas bem
como de suas atividades esta sob a acido de diversos fatores sistémicos, locais e
ambientais, cuja acdo combinada e frequentemente simultdnea € indispensavel para
a manutenc¢ao da homeostase do tecido 6sseo (RAISZ; RODAN, 1998)

Alteracbes no processo de remodelacdo Ossea podem levar, entre outras
desordens, a osteoporose (NAJJAR et al., 1977). Alguns fatores tais como a menor
secrecdo de estrogeno (Ez) na mulher menopausada (CARDOSO NETO et al.,
2006), estao relacionados com o desequilibrio entre reabsor¢céo e formagéo 6ssea e
a ocorréncia de osteoporose ja que o E, tem sido estabelecido como um dos
principais horménios para a manutencao da massa 6ssea e a sua deficiéncia como
causa de diminuicdo da massa o0ssea decorrente de aumento da remodelagao dssea
que ocorre de maneira desarmoénica, havendo maior reabsorcdo em relacdo a
formacado 6ssea. Riggs e colaboradores (2002) realizaram estudos ao longo das
ultimas décadas e verificaram relacdo entre a deficiéncia de E, e a patogénese da
diminuigcado 6ssea em mulheres pds—menopausa.

A literatura apresenta conjunto de acdes desencadeadas pelo E, sobre a
linhagem de osteoblastos (SPELSBERG et al., 1999), osteoclastos (NAKAMURA et
al., 2007; OURSLER et al.,1994) e outras células da medula éssea tais como células
T e B (ONOE et al.,2000; WEITZMANN et al.,2006). Além disso, ha informagdes da
atuacao inibidora do E; na formacgao de citocinas pro-reabsor¢cao, TNF-a, IL-1, IL-6,

MCS-F, prostaglandina E, (PGE;) e RANK-L (CLOWES et al., 2005) bem como no
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aumento da produgédo de fatores anti-reabsortivos tais como fator TGF-f (OURSLER
etal., 1991) e OPG (HOFBAUER et al.,1999). Estudo de nosso laboratério (GARCIA,
2012) demonstrou osteopenia acentuada em ratas senis castradas comparadas a
ratas que receberam cirurgia ficticia (sham) de remoc&o dos ovarios (Figura 2). A
diminuicdo da massa 0ssea, constatada no estudo citado, pode estar relacionada
com a diminuicdo da concentragcdo de E;, decorrente da castracdo, ja que E;

desempenha acgao anabdlica no tecido ésseo.

Fig. 2- Microtomografia 6ssea do colo do fémur de ratas de 18 meses (A) sham-

ovariectomizadas e (B) ovariectomizadas no 15° més (GARCIA, 2012).

Além disso, estudos tém demonstrado a existéncia de controle central na
formacdo o6ssea destacando a ocitocina (OT), cujos receptores (OTR) foram
detectados em osteoblastos e osteoclastos humanos (COPLAND et al., 1999;
AMLING et al., 2001; COLUCCI et al., 2002; PETERSSON et al., 2002). A OT é um
horménio peptidico sintetizado no hipotalamo e armazenado na neurohipdfise,
classicamente relacionado com os processos fisiolégicos que acompanham a
gravidez e lactacao, estando envolvido nos processos de contragao uterina e ejecao
de leite. Embora suas agdes fisioldogicas mais amplamente investigadas estejam
relacionadas a reproducao, incluindo os processos de lactagao e cuidados maternos,
OT também parece participar em varios outros processos fisiolégicos, devido a

constatacdo de receptores para OT em mioblastos, ovarios, testiculos, timo,
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coragao, rim, adipocitos, osteoclastos e osteoblastos (CROWLEY e ARMSTRONG,
1992; ZINGG e LAPORTE, 2003).

Alguns estudos nas ultimas décadas demonstram agdes da OT no processo
de remodelacédo 6ssea, com atividade em prol a formagédo éssea (TAMMA et al.,
2009; COLAIANNI et al.,, 2011; BERANGER et al., 2014). Em precursores
osteoblasticos e em osteoblastos humanos, a ativacdo dos receptores de OT
promove aumento na sintese de prostaglandina E; que é substancia descrita por
aumentar formagao 6ssea, apos estimulo com OT (COPLAND et al., 1999). Grupos
de pesquisadores como o de Elabd (2007; 2008) e Tamma (2009) evidenciaram
participagdo de OT no processo de remodelagdo éssea em animais jovens. Elabd e
colaboradores (2007; 2008) verificaram que injecao intramuscular de OT promoveu
melhora na densidade mineral 6ssea e que a supressao do hormdnio ou de seus
receptores, em camundongos machos e fémeas jovens, provocou redugdo da
formacao 6ssea. Colaianni e colaboradores (2011) relataram que a administragcéo
de 17B-estradiol estimulou aumento da secrecao de OT por osteoblastos e que o
esteréide também pode induzir a expressao de OTR em osteoblastos. Os efeitos da
OT no reparo de defeitos 6sseos, bem como na prevengao da osteoporose pos-
menopausa, onde ha diminuicdo nas concentragdes de estrogeno, demandam mais
estudos para melhor compreensao. Em ratas senis, com idade correspondente a
faixa etaria de maior incidéncia de menopausa e pdés-menopausa na mulher,
informacbes pertinentes a acdo da OT sobre o metabolismo 6ésseo sao
desconhecidos.

Estudo realizado (COLLI, 2012) em nosso laboratério analisou o processo
de remodelagao Ossea alveolar de ratas com 12 e 24 meses apds administracao de

OT, com metodologia semelhante a utilizada pelo grupo de Colaianni (2011).
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Constatamos aumento na formagdo 6ssea no reparo alveolar das ratas com 24
meses tratadas com OT, comparando com grupo que recebeu apenas solugao
fisiologica. Entretanto, nas ratas de 12 meses o tratamento com OT n&o

desencadeou alteragao significativa no processo de reparo 6sseo (Figura 3).
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Fig. 3- Formagao dssea no terco médio do alvéolo de ratas intactas com 12 e 24 meses,
que receberam duas injecoes intraperitoniais com intervalo de 12 horas de solugéo
fisiolégica (grupos SF) ou ocitocina (grupos OT), destacando a maior formacado &ssea

alveolar no grupo 24/0OT quando comparado a 24/SF. N= 8 animais/grupos (COLLI, 2012).

Portanto, torna-se importante a investigagdo dos mecanismos celulares
envolvidos na formagao 6ssea em resposta a OT, visando a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na maior formacao 6ssea em organismos senis, em periodo
caracterizado pela aciclicidade estral (estropausa — 24 meses) comparado com

organismos adultos exibindo ciclo estral regular (12 meses).
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2- OBJETIVOS:

Nosso objetivo geral foi avaliar a influéncia da idade e a acdo da OT associada
a indutores osteogénicos classicos durante a diferenciagdo em linhagem osteogénica
de CTMs do estroma da medula 6ssea de ratas Wistar com 12 e 24 meses de idade.
Objetivos especificos:

1- Quantificagdo da viabilidae celular no 3°, 7°, 14° e 21° dias do processo de
diferenciacao, através da técnica do MTT;

2- Atividade da fosfatase alcalina e a proteina total 3°, 7°, 14° e 21° dias do
processo de diferenciacio através de métodos colorimétricos;

3- Expressao génica de proteinas de matriz éssea (Opn, Osc, Bsp e Bmp2) no
14° dia do processo de diferenciacao via Real Time PCR,;

4- Mineralizagao biolégica no 17° e 21° dias do processo de diferenciagdo em
linhagem osteogénica pela técnica do Vermelho de Alizarina;

5- Expressao génica do receptor de ocitocina (Oxtr) e ocitocina (Oxt) no 14° dia
do processo de diferenciacdo em linhagem osteogénica via Real Time PCR.

6- Determinacédo das concentragcdes plasmaticas de OT dos animais doadores

das CTMs.
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3- METODOLOGIA
3.1- Animais

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com os
principios éticos na experimentagdo animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagcdo Animal (COBEA). O protocolo experimental do presente trabalho foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (processo 00981-2012) da
Faculdade de Odontologia da UNESP, campus de Aragatuba.

Para este trabalho foram utilizadas ratas Wistar (Rattus norvergicus albinus),
com 12 e 24 meses, mantidas em gaiolas coletivas (quatro animais/caixa) em
ambiente com temperatura em 22 + 2°C, com ciclo de luz controlada (12/12 h), ragao
comercial (Presence® Ratos e Camundongos, Paulinia, SP, Brasil) e agua ad libitum,
provenientes do biotério central da FOA/UNESP, foram selecionadas apds a analise
do ciclo estral.

O esfregacgo vaginal de todos os animais foi colhido para verificagdo do ciclo
estral, por volta das 9 h da manha, segundo a técnica de Long e Evans (1922) e
analisado a fresco ao microscoépio optico, durante 15 dias.

Os animais de 12 meses utilizados neste estudo exibiram ciclos estrais com
fases distintas: metaestro, diestro, proestro e estro, o que reflete ritimicidade na
producao dos hormdnios ovarianos, ou seja, ciclicidade reprodutiva e animais de 24
meses que apresentaram irregularidade no ciclo estral, refletindo alteracdo na

ritmicidade na producao dos horménios ovarianos (LEFEVRE; MCCLINTOCK, 1988).

3.2 - Protocolo de obtencgao e cultura de células-tronco mesenquimais (CTMs)
Para obter e isolar CTMs foi utilizado o protocolo descrito por Wang e

colaboradores (2012), com adaptacdes. A extracao e isolamento das CTMs de ratas



34

com 12 e 24 meses ocorrem apos decapitagao (necessario utilizar este método, pois
anestésicos interferem na dosagem plasmatica de ocitocina) para coleta sanguinea e
remocido asséptica dos ossos. Apds a dissecacgao, limpeza e retirada de todos os
tecidos moles aderentes as epifises dos ossos a medula foi lavada com 10 mL de
meio essencial minimo (MEM, Sigma Aldrich™, St. Louis, MO, USA) suplementado
com 25 mM de NaHCO3; (MERK, Germany), 4 mM de L-glutamina (Sigma Aldrich™),
10% de soro fetal bovino inativado (SFB, Gibco, Grand Island, NY, USA), 50 yg/mL
de penicilina/estreptomicina (Gibco), 10 ug/mL de sulfato de gentamicina (Gibco) e

0,25 ug/mL de fungizone (Gibco), com pH 7,4, utilizando seringa de 20 mL com uma

agulha acoplada (Figura 4).

Fig. 4- Demonstracdo de extragédo da medula proveniente dos animais de 12 e 24 meses. (A)
Limpeza e remocgao de tecidos moles; (B) Remogao das epifises do fémur; (C) Lavagem do

conteudo medular com meio de cultura em seringa acoplada com agulha.

As células liberadas foram coletadas e entdo desagregadas por meio de
repetidas aspiragdes dos segregados da medula através de agulha de calibre de 20
mm, centrifugadas (1000 x g, 4 min, 4°C) e mantidas em frascos de 75 cm? (Corning
Inc., USA) contendo 15 mL de meio. O meio de cultura foi trocado a cada 3 ou 4 dias
e durante todo o tempo de cultivo as células sdo mantidas a 37 °C e atmosfera

umidificada contendo 5% de CO, e 95% de ar atmosférico.
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Na subconfluéncia da cultura primaria (7-10 dias), o meio de cultura foi
removido e em seguida adicionado solugdo de tripsina a 0,25% (Gibco), para
obtencdo de suspensdo celular. Apos centrifugagcdo (1000 x g, 4 min, 4°C), o
sobrenadante foi desprezado e o sedimento de células foi ressuspenso,
homogeneizado e posteriormente utilizado no plaqueamento dos experimentos de
diferenciacdo osteogénica na densidade de 3 x 10* células/mL em placas de
poliestrieno de 24 pogos (TPP, Barcelona, Espanha).

3.2.1 - Diferenciagao celular

Apos as células atingirem a confluéncia de 70-80% nos pogos, se iniciou a
inducdo osteogénica correspondendo o dia 0 experimental, para cada idade foram
determinados os seguintes grupos experimentais:

e MC = Meio de crescimento*;

¢ MO= Meio osteogénico™;

e MCO= Meio de crescimento + OT***;
e MOO= Meio osteogénico + OT.

* Meio de crescimento € o meio de cultivo comum a todos os grupos, composto
por: meio essencial minimo (MEM — Sigma), suplementado com 25 mM de NaHCO;
(MERK), 4 mM de L-glutamina (Sigma Aldrich™), 10% de soro fetal bovino (Gibco),
50 ug e 50 Ul/mL de Estreptomicina/Penicilina (Sigma), 10 ug/mL de Sulfato de
Gentamicina (Sigma) e 0,25 pg/mL de Fungizone (Gibco).

** A diferenciacao celular foi induzida através da adicao de meio osteogénico
proveniente da suplementacdo do meio de crescimento com 50 pg/mL de acido

ascorbico (Sigma), 10 mM B-glicerofosfato (Sigma) e 10 M dexametasona (Sigma).
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***Q estimulo das culturas celulares é realizado com a adigao de 100 nM de
ocitocina (Sigma Aldrich™), diluida em tamp&o PBS, nos meios de crescimento e
osteogénico (grupos MCO e MOOQO) (COPLAND et al., 1999; TAMMA et al., 2009).

O meio de cultura foi trocado a cada 3 ou 4 dias e durante todo o tempo de
cultivo as células foram mantidas a 37° C em atmosfera umidificada contendo 5% de

CO, e 95% de ar atmosférico.
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3.3 - Avaliagao do processo de diferenciagcao osteoblastica
3.3.1 Analise indireta da quantidade de células pelo método do MTT

A quantidade de células viaveis foi avaliada apos o término de cada periodo (3,
7, 14 e 21 dias) da adicdo do meio osteogénico pelo método colorimétrico do MTT-
Formazan. Esta andlise baseia-se na reducéo do sal de MTT {3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-
2,5-difenil-2H-brometo tetrazolina} em cristais de formazan pelas células viaveis e
determinagao espectrofotométrica do produto formado. O MTT, quando incubado com
células vivas, tem seu substrato quebrado pela succinato desidrogenase, enzima do
ciclo de Krebs ativa em mitocéndrias viaveis, e o sal de tetrazolina (MTT),
hidrossoluvel e de cor amarela, é convertido em cristais de formazan, de cor azul
escura. Somente células viaveis possuem esta capacidade o que indica atividade
mitocondrial e consequente viabilidade celular (MOSSMANN, 1983).

Apos os periodos determinados, o0 meio de cultura foi removido e solucéo
contendo 1mL de solu¢do de MTT (0,5 mg de MTT/mL de meio de cultura sem SFB)
foi adicionada em cada pogo. Apds a incubacao por 3 h a 37°C, o meio foi removido e
o formazan intracelular foi liberado pela solubilizagdo com 1 mL de etanol. As placas
foram agitadas por 5 min antes de mensurar as absorbancias das amostras em leitora
®

de microplacas a 570 nm (Spectramax 190 Microplate Reader supllied with Softmax

Pro data Acquistion & Analysis Software, CA, USA).

3.3.2. Proteina total

A quantificagao proteica foi realizada pelo método de Lowry e colaboradores
(1951), a partir de lisado celular obtido através da adigao de solugéo de SDS 1 mg/mL
(dodecil sulfato de sédio, Sigma Aldrich™) apés 3, 7, 14 e 21 dias da adigdo do meio

osteogénico.
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Apos a remogao do meio de cultura os pogos foram lavados com PBS (Gibco)
gelado de 8 a 10°C, foi adicionado 1,5 mL de solu¢do de SDS e realizadas sucessivas
aspiragdes e raspagens com o intuito de lisar as células. A dosagem de proteina total
ocorreu através da adigdo de solugbes de carbonato de sodio (MERK) a 2% em
hidroxido de sédio (MERK) 0,1M (reagente A) com sulfato de cobre (MERK) 0,5% em
citrato de sédio (MERK) 1% (reagente B) que formam o reagente C, apds adi¢do da
amostra nos tubos de ensaio, adicionou-se o reagente C e os tubos foram mantidos
em repouso durante 10 minutos apos agitacdo. Em seguida foi acrescentada solugao
diluida de Folin Ciocalteau (Sigma Aldrich™) em H,O ultra-pura (1:1). Nos tubos do
branco, foi adicionada solugdo de SDS. Albumina (Sigma Aldrich™) 0,1% foi usada
como padrao. Apds 30 min a absorbancias foram mensuradas em comprimento de
onda de 660 nm em leitora de microplaca e a concentragao de proteina total, em

Mg/mL, foi calculada a partir de curva padréao.

3.3.3. Atividade da fosfatase alcalina

A atividade da fosfatase alcalina foi avaliada nos mesmos lisados celulares
obtidos para a analise citada acima, apds 3, 7, 14 e 21 dias da adicdo do meio
osteogénico. A reacado para determinagcao da atividade enzimatica ocorreu por meio
da liberacao de timolftaleina pela hidrélise do substrato de timolftaleina monofosfato,
baseado no método de Roy (1970), utilizando kit comercial (Labtest, Lagoa Santa,
MG, Brasil). O principio desse kit envolve a liberagdo de p-nitrofenol e fosfato
inorganico a partir de p-nitrofenil fosfato em meio alcalino, reagcado da qual participa a
enzima fosfatase alcalina. Para isso séo utilizados tubos de ensaio branco, padréo e
testes. Em todos os tubos sao adicionados 50 pL de substrato e 0,5 mL de tampao
dietanolamina a 0,3 mmol/mL, pH 10,1. Nos tubos padrbes sao acrescentados 50 uL

da solugdo padrédo. Os tubos sdo mantidos a 37°C por 2 min. Em seguida, séo
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adicionados, em cada tubo teste, 50 pL do lisado de células dos mesmos pocgos
utilizados para medida da proteina total. Os tubos sao mantidos a 37° C por 10 min.
Ap0Os esse periodo € adicionado em todos os tubos (branco, padréo e testes) 2 mL do
reagente de cor (Na2CO3 0,09 mmol/mL e NaOH 0,25 mmoL/mL) e em seguida a
absorbancia € mensurada em leitora de placas utilizando-se o comprimento de onda
de 590 nm e a atividade da fosfatase alcalina através de curva padrao.

A atividade de FAL (U/mg de proteina total) foi calculada a partir da medida do
tubo padrao, normalizada pelo conteudo de proteina total determinada a partir do

mesmo lisado celular.

3.3.4 Detecgéo e quantificagcao da mineralizagao da matriz extracelular

Nos dias 14° 17° e 21° foram realizadas as detecgbes da mineralizagao
através do método do vermelho de alizarina (GREGORY et al., 2004). Para esta
analise, os pogos foram lavados 2 vezes com PBS e preenchidos com formol
tamponado neutro a 10% por 30 min. Apos este periodo, foram lavados com H,O
destilada e aplicada a solugao de alizarina (Sigma) a 2% a temperatura ambiente por
15 min, que cora em vermelho as areas de mineralizagao ricas em calcio. Apds
repouso de 30 min, o excesso de corante foi removido e as placas lavadas com e as
placas mantidas semi-abertas a temperatura ambiente até a secagem total. Os pocos
foram analisados e as imagens representativas de cada grupo experimental foram
escaneadas (scanner HP scanjet 5590).

A quantificacdo da mineralizagdo foi realizada de acordo com o método
descrito por Gregory (2004). Brevemente, 450 uL de acido acético a 10% (v/v) foram
adicionados a cada pogo corado com vermelho de alizarina (Sigma). As amostras
foram mantidas a temperatura ambiente por 30 min sob agitagdo. Apds esse periodo,

400 pL da solucao de cada pogo foram transferidas para tubos e foram adicionados
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150 pL de hidréxido de aménio em cada tubo para neutralizar o acido e esta solucéo
transferida para placa de 96 pocos para a leitura das absorbancias a 405 nm em leitor

de placa. Os dados foram expressos pela densidade 6ptica.

3.4 - Expressao génica
3.4.1 - Extracao e quantificagao do RNA total e transcri¢cao reversa

A extracdo de RNA total das células foi realizada por meio da adicdo do
reagente de Trizol LS (Invitrogen™, Carlsbad, CA, EUA). Para isso, apds remogao do
meio de cultura contido nos pogos, foi adicionado 1 mL do reagente Trizol LS
(Invitrogen™) que permaneceu a temperatura ambiente, por 10 min, para posterior
raspagem do pogo com ponteira, e obtengao de suspensao celular. Essa suspenséao
foi acondicionada em tubos eppendorfs DNase/RNase free.

A seguir, foi realizado o isolamento do RNA usando reagentes convencionais,
aos quais foram adicionados 200 uL de cloroférmio (MERK Millipore, Darmstadt,
Alemanha) para cada mL de Trizol LS. Os tubos foram vigorosamente agitados por 30
s, e logo apds, mantidos em repouso a temperatura ambiente, por 5 min.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 4°C e 13000 g, por 15 min e as
fases aquosas superiores recolhidas em tubos de 1,5 mL e mantidas em banho de
gelo picado.

Para precipitacdo do RNA, foram adicionados 3 mL de isopropanol (MERK
Millipore), para cada mL de fase aquosa coletada. As amostras foram estocadas a
20°C negativos (overnight) e os tubos foram centrifugados a 4°C e 13000 g, por 15
min, para obtencao dos precipitados que, posteriormente, foram dissolvidos em etanol
a 75% (MERK Millipore) e novamente centrifugados a 4°C e 10000 g, por 10 min.
Apos lavagem com etanol a 75%, as amostras foram deixadas por 5 min vertidas em

papel absorvente para evaporagao do etanol sobressalente. Os precipitados formados
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foram dissolvidos em 20uL de H,O ultrapura tratada com DEPC (dietilpirocarbonato,
Applied Biosystems Life Technologies) e armazenados em freezer -80°C.

Aliquotas de 2 yL de cada amostra de RNA total obtido, foram entéo, diluidas
em 98 pL de H>O destilada Ultra pura DNAse/RNAse free (Invitrogen Life
Technologies) para quantificagdo do RNA das amostras em leitora de placa onde
foram consideradas comprimentos de onda de 280 e 260 nm.

Com o propdsito de eliminar a contaminagéo por DNA gendmico foi realizado
tratamento com DNase | (Sigma) onde foram adicionados em cada 8 pyL de amostra
(2,5 pyg de RNA), 1 yL de DNase | e DNase Buffer 10x e ap6s centrifugagdo e
incubagéo por 10 min a 70°C foi adicionada a solugéo de parada (Stop Solution) e os
tubos armazenados em -20°C.

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir do RNA tratado, por
reacao de transcri¢cao reversa, com a adigdo de 1 uL Oligo DT, 1 uL de dNtp mix (10
mM cada) e 10 yL do RNA tratado com DNase, os tubos foram incubados a 65°C por
5 min. Apds foram adicionados 4uL Buffer 5x, 2uL de DTT (0,1 M) e 1y L HO
ultrapura tratada com DEPC por tubo, seguido de incubagéo a 42°C por 2 min. Apos 1
ML de Superscript 1| (SuperScript® Il First-Strand Synthesis SuperMix for q-PCR,
Invitrogen) foi adicionada e os tubos incubados a 42°C por 50 min seguidos de 15 min

a 70°C. As amostras entao foram transferidas para tubos novos e armazenadas a 4°C.

3.4.2.- Real Time PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real)

A expressao quantitativa do RNAm para os diferentes alvos foi realizada por
meio de reagcdes de PCR em tempo real, utilizando-se o sistema Tagman® (Applied
Biosystems, Life Technologies, EUA) em StepOne™ plus Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Life Technologies, United Kingdon). Para esta reacao foi

utilizado primers e sondas inventoriados marcadas com fluoréforo FAM
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disponibilizados pela mesma empresa: Ocitocina (Oxt - Rn00564446_g1); Receptor
de Ocitocina (Oxtr - Rn00563503_m1); Osteocalcina (Ocn - Rn00566386 g1);
Osteopontina (Opn- Rn00563571_m1); Sialoproteina Ossea (Bsp - Rn00561414_m1);
Osterix (Osx — Rn02769744 s1) and Proteina morfogénica éssea tipo 2 (Bmp2 —
Rn90931). Também foi realizada a amplificagcdo do gene constitutivo com primers e
sonda inventoriado: B-actina (Actb -Rn00667869_m1), utilizado como controle positivo
da reagcdo. Uma amostra negativa (H,0O) foi submetida a reagdo com cada par das
sequéncias dos primers utilizados

Aliquotas de 2 uL do DNAc, nas diluigées 1:8 (Opn, Ocn, Bmp2,Actb) e 1:1
(Oxt, Oxtr, Actb) sintetizado a partir do RNAm foram utilizadas juntamente com
reagentes Tagman® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems Life
Technologies), em volume final de reacdo de 10 uL. A reacdo de amplificagado
compreende de 2 min a 50°C, 10 min a 95°C, e 40 ciclos de 15 s a 95°C a 1 min e
60°C, conforme recomendado pelo fabricante. Os resultados foram analisados com
base no valor de Ct (cicle threshold — ou ciclo limiar), sendo este o ponto
correspondente ao numero de ciclos a partir do qual a amplificagéo atinge limiar que

permite a andlise quantitativa da expressao do fator avaliado.

A determinagao dos niveis de expressao dos genes alvo foi realizada pela
quantificacdo relativa (RQ), utilizando-se a equagdo RQ = 2% (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). Para a RQ de cada amostra, foi utilizado o valor de Ct (cicle
threshold ou ciclo limiar), definido apds a reagao, sendo este o ponto correspondente
ao numero de ciclos onde a amplificagao atingiu dado limiar detectado, que permitiu a
analise quantitativa da expressao do fator avaliado. O valor do Ct do gene alvo é
subtraido do valor do Cr do normalizador (Actb) e resulta no valor de ACr; o valor

de ACt do gene alvo é, entdo, subtraido do valor do AC+ do calibrador (grupo MC de
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cada idade), e € encontrado o valor de AAC+. Este valor foi utilizado na féormula do

nivel de expressdo FC = 2 4%

(normalized fold change relative to calibrator), onde o
numero 2 representa a somatoria da eficiéncia do gene alvo e do normalizador,
considerando que ambos o0s genes possuem 100% de eficiéncia (LIVAK;

SCHMITTGEN, 2001). Uma amostra negativa (agua) foi submetida a reagdo com

cada par das sequéncias dos primers utilizados.

3.5.- Prostaglandina E; (PGE3):

A determinacdo da concentracdo de PGE, no sobrenadante das células
provenientes dos animais de 12 e 24 meses nos 7° e 14° dias experimentais foi
realizada através de ELISA (ensaio imuno-adsorvente ligado a enzima). Kit comercial
(Prostaglandin E, EIA Kit-Monoclonal, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI,

USA) foi utilizado de acordo com as especificagdes do fabricante.

3.6.- Ocitocina plasmatica:

A dosagem de OT foi realizada por radioimunoensaio de duplo anticorpo no
laboratério de Neuroendocrinologia da FMRP/USP, sob a orientagédo de Prof. Dr. José
Antunes Rodrigues. Aliquotas de 250 uL de plasma forma pipetadas em tubos aos
quais foram adicionados 500 uL de acetona a 40C. Em seguida, foi realizado agitacéo
por 1 minuto e centrifugagdo (3000 rpm). O conteudo sobrenadante foi vertido em
tubos com adigao de 1 mL de éter de petrdleo a 40C. Apds 1 minuto de agitacao, a
fase superior foi aspirada e a inferior foi liofilizada e armazenada a -200C. No
momento da realizagao do radioimunoensaio, o material liofilizado foi descongelado e
ressuspendido em solugao tamponanda em volume correspondente a 40% de volume
do plasma utilizado (100 uL). Todas as amostras foram dosadas no mesmo ensaio € a

dose minima detectada foi de 0,8 pg/mL.
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3.7 - Analise Estatistica:

Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism®, versédo 5.0
para Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA) e submetidos a Two-
way ANOVA seguida pelo pos-teste de Bonferroni. Para a andlise estatistica das
concentragbes plasmatica de ocitocina, foi utilizado o teste t de Student. Os dados
foram expressos como média + EPM (erro padrédo da média) e o nivel de significancia
utilizado é de 5% (p < 0,05) para todas as comparagdes. Os dados foram expressos
como média + EPM (erro padrdo da média) e o nivel de significancia utilizado é de 5%

(p < 0,05) para todas as comparagdes.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Quantidade de células viaveis:
Ao término de cada periodo (dias experimentais), as células de todos os
grupos, cultivadas em placas de 24 pocgos, foram submetidas ao teste de converséo

do MTT em cristais de formazan (MOSSMANN, 1983).

Os resultados obtidos nos 3°, 7°, 14° e 21° dias experimentais no grupo de
células provenientes de ratas ciclicas com 12 meses, evidenciaram aumento gradual
até o 14° dia no grupo MC (Fig. 5). Entretanto, no 21° dia do grupo MCO, ocorreu
reducédo na quantidade de células viaveis. Os grupos com MO apresentaram valores
significantemente menores que nos grupos com MC, sendo que a adicédo de OT

potencializou esta diminuicdo aos 14 dias de cultivo celular.
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Fig. 5: Quantidade de células viaveis em culturas de CTMs da medula éssea de ratas com 12

meses distribuidas nos grupos meio de crescimento (MC) e osteogénico (MO) com adi¢ao de
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ocitocina (MCO; MOO). *p<0,05 vs MC; *p<0,05 vs MCO; *p<0,05 vs MO. Resultados
expressos em Média £ EPM.

Ao final do 3° 7°, 14° 21° e 28° dia, grupo de células provenientes de ratas
aciclicas de 24 meses apresentaram aumento gradual da quantidade de células
viaveis. Observa-se que ao longo do periodo analisado nos grupos que nao tiveram
inducao a diferenciagdo (MC e MCO), apresentaram valores estatisticamente maiores
em comparagao aos grupos MO e MOO. Além disso, a adicdo de OT ao meio de
crescimento potencializou esse aumento, a partir do 14° dia, inclusive quando
comparado a MC. Os grupos MO e MOO, ndo demonstraram diferengas na

quantidade de células viaveis em nenhum dia experimental, quando comparados

entre Si. (Fig. 6).
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Fig. 6: Quantidade de células viaveis em culturas de CTMs da medula 6ssea de ratas com 24
meses distribuidas nos grupos meio de crescimento (MC) e osteogénico (MO) com adigéao de
ocitocina (MCO; MOO). *p<0,05 vs MC; *p<0,05 vs MCO. Resultados expressos em Média +
EPM.
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Quando comparamos os valores obtidos, observamos que a escala de reducao
do MTT a formazan, correspondente quantidade de células viaveis, é praticamente a

mesma em ambas as idades experimentais.

4.2 - Proteina total

Essa dosagem foi realizada através do método de Lowry e colaboradores
(1951) no grupo de células provenientes de ratas ciclicas de 12 meses no término do
3°, 7°, 14° e 21° dias e no grupo de células provenientes de ratas aciclicas de 24

meses no término do 3°, 7°, 14°, 21° e 28° dias.

O grupo 12 meses apresentou aumento gradativo na dosagem proteica até o
14° dia. No 7°, 14° e 21° dia os grupos tratados com meio osteogénico (MO e MOO)
apresentaram menor quantidade de proteinas que os grupos controles (MC e MCO)
(Fig. 7). No 14° dia o grupo meio de crescimento (MC) mostra-se aumentado também
em relagdo ao meio de crescimento com OT (MCO) e MOO apresenta menor

quantidade proteica em comparag¢ao a MO e MCO ainda no 14° dia.
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Fig. 7: Proteina total em culturas de CTMs da medula éssea de ratas com 12 meses
distribuidas nos grupos meio de crescimento (MC) e osteogénico (MO) com adicao de
ocitocina (MCO; MOO). *p<0,05 vs MC; #p<0,05 vs MCO; *p<0,05 vs MO. Resultados

expressos em Média + EPM.

No cultivo de CTMs proveniente de ratas aciclicas com 24 meses, o conteudo
proteico foi maior nos grupos que receberam tratamento com OT (MCO e MOOQO) em
relagdo aos grupos que nao receberam OT (MC e MO), no 3° dia (Fig. 8). Os
resultados referentes ao 14° dia sdo antagdnicos nos meios que receberam adigao de
OT, isto é, nas células cultivadas no meio de crescimento (MCO), o conteudo proteico
foi maior enquanto que nas células do meio osteogénico (MOO) a concentragao de
proteinas foi menor. Esse padrdo de resposta se repetiu nos 21° e 28° dias. Além
disso, no 28° dia a concentragao de proteinas foi menor no meio osteogénico (MO)

quando comparado com o grupo MC.
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Fig. 8: Proteina total em culturas de CTMs da medula éssea de ratas com 24 meses
distribuidas nos grupos meio de crescimento (MC) e osteogénico (MO) com adicdo de
ocitocina (MCO; MOO). *p<0,05 vs MC; #p< 0,05 vs MCO; *p<0,05 vs MO. Resultados
expressos em Média + EPM.

4.3 - Atividade da fosfatase alcalina

Foi realizada analise da atividade da FAL, no grupo de células provenientes de
ratas ciclicas com 12 meses no término do 3°, 7°, 14° e 21° dias e no grupo de células
provenientes de ratas aciclicas com 24 meses no término do 3°, 7°, 14°, 21° e 28°
dias.

O grupo de 12 meses apresentou, no 7° dia experimental, aumento significante
na atividade da FAL no grupo de células cultivadas no meio de crescimento com OT
em relagao as cultivadas no MC e MOO (Fig. 9). Outras diferengas sdao encontradas
somente no 21° dia, onde a atividade especifica da FAL foi maior no grupo meio

osteogénico com OT (MOO) em comparagao aos demais grupos. Observa-se também
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que a administracdo de OT no meio de crescimento desencadeou diminuicdo

significante na atividade da enzima FAL.
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Fig. 9: Atividade da fosfatase alcalina em culturas de CTMs da medula 6ssea de ratas com 12
meses distribuidas nos grupos meio de crescimento (MC) e osteogénico (MO) com adicao de
ocitocina (MCO; MOO). *p<0,05 vs MC; #p<0,05 vs MCO; "p<0,05 vs MO. Resultados

expressos em Média £ EPM.

O cultivo de CTMs provenientes de ratas aciclicas com 24 meses, no 3° dia em
meio osteogénico com (MOO) ou sem (MO) adicdo de OT, apresentou atividade
enzimatica menor (Fig. 10). Destacamos que as células do MO apresentaram menor
atividade durante todo o periodo de analise. Entretanto, no meio osteogénico com
adigao de OT (MOO) ocorreu aumento gradativo na atividade enzimatica até o 21°dia,
com diminuic&o significante no 28° dia. Nos grupos MC e MCO a atividade especifica

de FAL apresenta diminui¢ao gradual a partir do 14° dia.
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Fig. 10: Atividade da fosfatase alcalina em culturas de CTMs da medula dssea de ratas com
24 meses distribuidas nos grupos meio de crescimento (MC) e osteogénico (MO) com adicéo
de ocitocina (MCO; MOO). *p<0,05 vs MC; #p< 0,05 vs MCO; "p<0,05 vs MO. Resultados

expressos em Média £ EPM.

Quando observamos a escala de atividade de FAL em ambas as idades
experimentais, verificamos que o grupo de células de ratas com 24 meses apresenta
menor atividade desta enzima quando comparado com o grupo de células de ratas

com 12 meses, em cada sub-grupo de acordo com o dia experimental.

4.4 - Mineralizacao bioldgica
Para constatarmos a real indugao da diferenciacdo de CTMs em osteoblastos

maduros, o método utilizado foi a coloragdo com vermelho de Alizarina que cora em
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vermelho, sitios de mineralizagdo. No grupo de células provenientes de ratas ciclicas
de 12 meses essa coloragdo foi realizada no 14°, 17° e 21° dias. No grupo de células
provenientes de ratas aciclicas de 24 meses a coloracéo foi realizada nestes mesmos

dias, incluindo um dia a mais, o 28° dia.

No grupo de células de ratas ciclicas com 12 meses, a mineralizacao foi
detectada a partir do 17° dia no meio osteogénico sem OT (MO) (Fig. 11 A e B).
Entretanto, a adicdo de OT no meio osteogénico (MOOQO) propiciou mineralizacao

biolégica a partir do 14° dia.
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Fig. 11: (A) Mineralizacao biolégica do grupo 12 meses nos 14°, 17° e 21° dias experimentais.
Imagens capturadas através de scanner. (B) Quantificagdo da mineralizacao pela técnica do
vermelho de alizarina em culturas de CTMs da medula éssea de ratas com 12 meses
distribuidas nos grupos meio de crescimento (MC) e osteogénico (MO) com adicdo de
ocitocina (MCO; MOO). *p<0,05 vs MC; #p< 0,05 vs MCO; "p<0,05 vs MO. Resultados

expressos em Média £ EPM.

No grupo de células provenientes de ratas aciclicas com 24 meses, a
mineralizagdo ocorreu somente no grupo de células cultivadas em meio osteogénico
que recebeu OT (MOO). Destacamos que a mineralizagao foi detectada a partir do
17° dia e ndo no 14° dia, como ocorreu na cultura de células provenientes de animais

com 12 meses. Portanto, a partir do 17° dia as células do meio osteogénico tratadas
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com OT (MOOQO) apresentam mineralizagdo, esta que se evidencia também no 21° e
28° dia de experimentos. O grupo meio osteogénico sem OT (MO) ndo apresentou

mineralizacdo em nenhum dos dias experimentais (Fig. 12 A e le'a)
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Fig. 12: (A) Mineralizacdo bioldgica do grupo 24 meses nos 14° 17° 21° e 28° dias
experimentais. Imagens capturadas através de scanner. (B) Quantificagdo da mineralizagédo
pela técnica do vermelho de alizarina em culturas de CTMs da medula dssea de ratas com 24
meses distribuidas nos grupos meio de crescimento (MC) e osteogénico (MO) com adicao de
ocitocina (MCO; MOO). *p<0,05 vs MC; #p< 0,05 vs MCO; *p<0,05 vs MO. Resultados
expressos em Média £ EPM.

4.4 - Deteccao de adipécitos

Pela ndo constatacdo de mineralizagao do grupo MO, no grupo de 24 meses,
foi realizada a detecgao de adipdcitos através da coloragdo com Oil Red O, corante
que tem afinidade por precipitacdes de triacilglicerdis, no 28° dia experimental. A
técnica consiste em fixacao da cultura com formalina a 10% por 30 min, seguindo de
lavagens com agua e incubacdo com isopropanol 60%. No tempo de incubacao

prepara-se a solucao de trabalho Oil Red O, que foi diluido em isopropanol (0,3% de
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Oil Red O) e posteriormente € diluido em agua destilada (3:5) formando o reagente de
trabalho. Foi realizada incubacdo de 15 minutos e lavagens para retirada do excesso
de corante, foi realizada contra coloragdo com Hematoxilina filtrada. Apds lavagem
com agua foi feita a captura de imagens com camera digital acoplada a microscépio

optico de luz invertida,

As vesiculas intracelulares de lipidios em adipdcitos maduros apresentam-se
como manchas vermelhas brilhantes enquanto os nucleos corados aparecem em azul

violeta.

Podemos observar no grupo MO algumas vesiculas intracelulares de lipidios,

porém a presenca destas é mais evidente no grupo MOO (Fig. 13).
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Fig. 13: Coloragao com Oil Red O aos 28 dias do grupo 24 meses evidenciando em vermelho
as vesiculas de triacilgliceréis. Imagens capturadas em microscépio de luz invertida em dois

aumentos (20x e 40x).
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4.5 - Prostaglandina E;
Analise da concentragdo de prostaglandina E2 (PGE;) foi determinada no
sobrenadante proveniente dos 7° e 14° dias experimentais da cultura de CTMs dos

animais de 12 e 24 meses, através de ELISA.

Comparados com MC, MO mostrou aumento significativo de PGE,, tanto no 7°
tanto no 14° dia no grupo de 12 meses [Figura 14 (A)]. No grupo de 24 meses 0 grupo
MO s6 demonstrou aumento em relagdo a MC no 7° dia [Figura 14 (B)]. Entretanto
MOO apresentou diminui¢do nas concentragbes de PGE, em comparagao ao grupo

MO em ambas idades nos dias analisados.
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Fig. 14. Determinagédo da concentragao de prostaglandina E,, por ELISA, no sobrenadante de
culturas de CTMs de ratas de 12 meses (A) e 24 meses (B) no 7° e 14° dias experimentais
distribuidas nos grupos meio de crescimento (MC) e osteogénico (MO) com adigédo de
ocitocina (MCO; MOO). *p<0,05 vs MC; #p< 0,05 vs MCO; "p<0,05 vs MO. Resultados

expressos em Média £ EPM.
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4.6 - Real time PCR

A expressao génica foi realizada através da técnica de Reagdo em cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR). Os alvos avaliados foram ocitocina ( Oxt), receptor
de ocitocina (Oxtr), osterix (Osx), Sialoproteina 6ssea (Bsp), osteopontina (Opn),
osteocalcina (Ocn) e proteina morfogénica 6ssea tipo 2 (Bmp2). Os experimentos
foram realizados com amostras coletadas no 14° dia experimental de todos os grupos
experimentais. O controle enddgeno utilizado foi B-actina e o grupo MC de cada idade
foi a amostra calibradora.

No grupo MO, das células provenientes dos animais de 12 meses, ocitocina foi
mais expressa em relagdo ao seu controle (MC) e o tratamento com ocitocina
amplificou essa expressao no grupo osteogénico (MOOQO) [Figura 15 (A)]. Ja no grupo

24 meses, OT foi expressa apenas no grupo MOO [Figura 15 (B)].
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Fig. 15. Expressao génica de ocitocina (Oxt) no 14° dia experimental da cultura de CTMs da
medula dssea de ratas de 12 meses (A) e 24 meses (B) distribuidas nos grupos meio de
crescimento (MC) e osteogénico (MO) com adi¢ao de ocitocina (MCO; MOO). *p<0,05 vs MC;

#p< 0,05 vs MCO; *p<0,05 vs MO. Resultados expressos em Média + EPM
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Receptor de ocitocina (OTR) foi expresso no grupo MOO das células
provenientes dos animais de 12 meses [Figura 16 (A)], ja no grupo 24 meses n&o foi

detectada a expresséo génica de OTR [Figura 16 (B)].
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Fig. 16. Expressao génica do receptor de ocitocina (Oxtr) no 14° dia experimental da cultura
de CTMs de ratas de 12 meses (A) e 24 meses (B) distribuidas nos grupos meio de
crescimento (MC) e osteogénico (MO) com adigao de ocitocina (MCO; MOO). *p<0,05 vs MC;
#p< 0,05 vs MCO; *p<0,05 vs MO. Resultados expressos em Média + EPM.

Para analisar os estagios finais do processo de diferenciagdo osteoblastica,
verificamos a expressdao de mRNA do Osterix (Osx). O grupo 12 meses demonstrou
aumento significante na expressédo génica deste marcador, nos grupos osteogénicos
(MO e MOO), e esse aumento foi mais evidente no grupo MOO [Figura 17 (A)]. No

grupo de células provenientes dos animais de 24 meses nao houve diferencas

significante a expressao deste marcador [Figura 17 (B)].
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Fig. 17. Expressao génica de osterix (Osx) no 14° dia experimental da cultura de CTMs de
ratas de 12 meses (A) e 24 meses (B) distribuidas nos grupos meio de crescimento (MC) e
osteogénico (MO) com adicdo de ocitocina (MCO; MOO). *p<0,05 vs MC; *p< 0,05 vs MCO;
*p<0,05 vs MO. Resultados expressos em Média + EPM.

Durante o processo de mineralizagdo as proteinas de matriz sdo expressas
pela maquinaria osteoblastica e o aumento da concentracdo dessas proteinas se
traduz em melhor qualidade de osso organico formado (LIAN & STEIN, 1995).
Portanto, faz-se necessario a analise dessas proteinas como marcadores do processo
de diferenciacao.

Neste estudo, a sialoproteina 6ssea (Bsp), osteopontina (Opn) e osteocalcina
(Ocn) demonstraram aumento exponencial na expressdo génica em ambas idades
nos grupos MOO em comparagdo aos grupos MO, apesar de a resposta ao estimulo
com OT ter ocorrido em menores escalas no grupo de células provenientes de
animais de 24 meses, quando comparado as de 12 meses (Figura 18). A expressao
de proteina morfogénica éssea tipo 2 (Bmp2) foi maior no grupo MO em comparacgéao
a MC e o tratamento com OT amplificou essa resposta (MOO) no grupo de células
provenientes dos animais de 12 meses [Figura 18 (G)]. No grupo 24 meses 0s grupos
osteogénicos apresentaram aumento em relagdo ao controle, porém o grupo MO

apresentou maiores expressdes de Bmp2 quando comparado a MOO [Figura 18 (H)].
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Fig. 18. Expressao génica das proteinas de matriz no 14° dia experimental. Expressao de

sialoproteina 6ssea (Bsp), osteopontina (Opn), osteocalcina (Ocn) e proteina morfogénica
0ssea (Bmp2)na cultura de CTMs de ratas de 12 meses (A, C, E, G) e 24 meses (B, D, F,H)

distribuidas nos grupos meio de crescimento (MC) e osteogénico (MO) com adicdo de
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ocitocina (MCO; MOO). *p<0,05 vs MC; *p< 0,05 vs MCO; *p<0,05 vs MO. Resultados

expressos em Média £ EPM.

4.7 - Ocitocina plasmatica

A determinacado das concentragdes plasmaticas de OT tem sido sugerida como
uma nova proposta no pré-diagnostico de osteoporose (ELABD et al., 2008).
Investigamos as concentragdes deste hormbnio nos animais doadores de ambas as
idades. O grupo de animais senis de 24 meses apresentou concentragdes
plasmaticas de OT maiores quando comparadas aos animais adultos de 12 meses

(Figura 19).

2.0

1.54

OT (pg/mL)
5

0.5+

0.0
12 meses 24 meses

Fig. 19. Concentracdo plasmatica de ocitocina (OT) de ratas de 12 meses e 24 meses.

*p<0,05 vs 12 meses. Resultados expressos em Média £ EPM (t-test)
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5 — DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse estudo sugerem agdo importante da OT no
processo de mineralizagéo bioldgica realizada pelos osteoblastos, principalmente em
células diferenciadas das CTMs provenientes de ratas aciclicas com 24 meses. Nas
células provenientes de ratas ciclicas, com 12 meses, a OT antecipa o processo de
mineragao bioldgica.

OT periférica foi evidenciada como importante horménio para a homeostase do
tecido 6sseo, devido a suas ag¢des anabdlicas. Receptores de ocitocina (OTR) foram
encontrados em osteoblastos e sua interagdo com ligante esta intimamente
relacionada com a promog¢ao do fenétipo de osteoblasto mineralizado (TAMMA et al.,
2009). OT pode ser produzida pelos osteoblastos da medula éssea em resposta ao
estimulo positivo do estrogeno (E;), estimulando a formacdo d&ssea, por vias
autécrinas e paracrinas (COLAIANNI et al., 2011; COLAIANNI et al., 2012). Estudos
como o de Tamma e colaboradores (2009) evidenciam efeitos positivos da OT no
metabolismo 6sseo de fémeas jovens e resultados de nosso laboratério, demonstram
diferenca na resposta ao estimulo da OT de acordo com a idade do animal (COLLI et
al., 2012) o que esta intimamente relacionado com as concentracbes de E;
circulantes.

O E; atua tanto in vivo quanto in vitro no controle da atividade osteoblastica
(HOLZER et al., 2002). Nos osteoblastos, o esterdéide ovariano estimula a expressao
dos genes que codificam a fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina,
osteonectina e osteoprotegerina (ERNST et al., 1988; ROBINSON et al., 1997; QU et
al., 1998). Dessa forma, o E; € importante para a sintese e mineralizagdo da matriz

o0ssea (TOMKINSON et al., 1998; BLAND, 2000) além da modulagdo exercida na



65

sintese de OT (COLAIANNI et al., 2011). Essas informagdes s&o pertinentes ao
analisarmos todos os resultados, devido as diferengas entre o0s animais
experimentais, onde ha menor concentracdo de E; circulante nos animais de 24
meses (9,3 pg/mL), quando comparados aos animais de 12 meses (227 pg/mL)
(COLLI, 2012).

Foi analisada a expressao génica de Oxt em todos os cultivos celulares, sendo
o aumento detectado, no grupo 12 meses, nos meios osteogénicos (MO e MOO) em
relagdo aos seus controles (MC e MCO) (Fig.9). Entretanto, nas células dos animais
de 24 meses foi possivel observar a expressao de OT no grupo MOO, sugerindo uma
regulacao positiva promovida pela adi¢ao de ocitocina no meio.

A expressao de Oxtr (Fig.10) foi detectada apenas no grupo osteogénico
tratado com OT nas células de animais adultos, ndo sendo evidenciada em nenhum
grupo das células provenientes de ratas senis, sugerindo diminui¢ao a capacidade de
resposta a estimulos externos que é caracteristica do envelhecimento (SETHE et al.,
2006). Essa caracteristica de menor responsividade ao estimulo da OT no grupo de
células de ratas senis se repete em varios resultados.

Nesse estudo, a analise dos resultados obtidos referentes a quantidade de
células viaveis sugere que nao ha associagcao da idade do animal doador e aumento
na quantidade de células (Fig. 5 e 6). Entretanto, estando aciclicos os animais
doadores com 24 meses ha alteragdo na secregcédo e também na ritimicidade da
secrecao do esterdides. Esse padrao é diferente do que ocorre nos animais ciclicos
(ratas com 12 meses).

Com a evolugao dos dias experimentais foi possivel observar nas células de
ratas com 12 meses, através da técnica da reducdao do MTT, aumento gradual da

quantidade de células até o 14° dia em todos os grupos, exceto no grupo MOO, onde
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ocorreu diminui¢do, assim como os grupos tratados com meio osteogénico em
relagdo ao seus controles, assim como descrito por Lian e Stein (1995) que
demonstram que conforme ocorre a diferenciacdo, as quantidades de células viaveis
diminuem e no 14° dia observamos mineralizagdo no grupo MOO, e no 17° no grupo
MO.

O cultivo das CTMs oriundas de ratas aciclicas com 24 meses evidenciou
relagdo tempo dependente no aumento da quantidade de células em todos os grupos
experimentais (Fig. 5 e 6). A OT adicionada ao grupo controle (MCO) promoveu
aumento significativo nesta taxa em comparagcédo ao meio sem OT (MC), sugerindo
atuacao do horménio no processo de aumento de quantidade de células, no grupo de
CTMs de animais velhos, assim como descrito por Petersson e colaboradores (2002).
Entretanto, nos grupos de células mantidas em meio osteogénico (MO) com ou sem
adicao de OT, pode ser verificado menor quantidade celular quando comparado com
os grupos do meio de crescimento. Possivelmente pelo fato do inicio da diferenciagao
(LIAN; STEIN, 1995), mesmo no grupo MO, onde né&o foi constatado mineralizagéo,
que é marcador dos estagios finais da diferenciagédo, sugerimos que as células deste
grupo, tenham se mantido em fendtipo pré-osteoblastico.

Esses resultados sao interessantes, pois ao analisarmos o perfil de quantidade
de células viaveis das células oriundas de animais com 12 meses (Fig.5) e de animais
com 24 meses (Fig.6), mantidas em meio osteogénico, € possivel verificar aumento
pequeno e gradativo na cultura de células de animais mais velhos. Esse padrao é
independente da adicdo de OT e nao foi observado na cultura das células dos animais
com 12 meses. E de conhecimento que a quantidade de células viaveis esta
relacionada com o numero de cristas mitocondriais e quantidade da enzima succinato

desidrogenase para essa analise. Essa enzima localiza-se na membrana interna das
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cristas mitocondriais e faz a conversado do MTT em cristais de formazan. Desta forma,
guanto maior for o numero de cristas mitocondriais, maior a quantidade dessa enzima
(MENZIES et al., 2002). Nao verificamos diferenca na redu¢cdo do MTT entre as
culturas de células dos meios osteogénicos (MO e MOO). Portanto, no cultivo de
CTMs provenientes de ratas velhas a quantidade celular ndo foi alterada pela adigao
de OT no meio osteogénico.

A fosfatase alcalina € marcador dos estagios anteriores ao processo de
mineralizagdo, sendo um dos resultados de seu aumento a hidrolise do j-
glicerofosfato liberando fosfato inorganico para mineralizacdo e quando ha
diferenciagado ha diminui¢do na quantidade celular (LIAN; STEIN, 1995). Isto pode ser
observado no grupo das células dos animais com 12 meses, principalmente no 14°
dia, porém o aumento de FAL nao foi evidenciado, sendo possivel este ter ocorrido no
intervalo dos dias experimentais 7° e 14°. Com base nos dados constata-se que a OT
aplicada ao meio osteogénico promoveu aceleragdo na mineralizagdo, que no meio
osteogénico sem esse tratamento ocorreu somente no 17° dia.

No grupo de células provenientes de animais com 24 meses a analise da
atividade da FAL das células cultivadas em MOO, evidencia aumento dessa atividade
no periodo entre o 14° e 21° dias, pois estas células apresentaram mineralizagao
biolégica a partir do 17° dia experimental. A mineralizagdo promovida por OT é
condizente com as agbes anabdlicas relatadas para este hormbnio em ratos jovens
(ELABD et al., 2007; 2008) e senis (COLLI et al., 2012).

Como evidenciado, a mineralizacdo biolégica ocorreu nos dois grupos de
idades experimentais, inferindo que o aumento de fosfatase alcalina, se existente,
ocorreu nos intervalos experimentais dos dias analisados. Porém, existem estudos

que demonstram mineralizagdo bioldgica independente da acdo da FAL, esses
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estudos evidenciam a atuagdo da pirofosfatase (FERREIRA et al., 2013). Futuros
estudos com essa enzima e outros marcadores sdo necessarios com células
provenientes de animais nessas idades que podem apresentar uma quantidade de
pirofosfato endogeno.

Copland e colaboradores (1999) demonstraram que o tratamento com 100 nM
de OT foi capaz de induzir aumento nas concentracbes de PGE, em osteoblastos
diferenciados e em CTMs. Neste estudo demonstramos que PGE; aumentou nos
grupos MO comparado com os grupos MC nos 7° e 14° dias, no grupo de 12 meses, e
apenas no 7° dia no grupo de 24 meses. Entretanto MOO apresentou diminuicdo em
comparagao aos grupos MO em ambas as idades e nos dias experimentais
analisados. Concluimos que nos grupos MOO a adi¢gao de OT pode ter promovido o
aumento de PGE; nos dias iniciais do processo de diferenciagao, ja que a OT atua
por esse mecanismo e que foi capaz de induzir a mineralizagdo no 14° dia (12 meses)
e no 17° dia (24 meses). As células dos grupos de 12 e 24 meses, apresentaram
diferentes perfis na concentragdo de PGE,;, como diminuicdo e aumento,
respectivamente, nos grupos MOO durante o periodo analisado. Isso evidencia dano
nos mecanismos de sintese de PGE; nas células provenientes dos animais senis,
durante o envelhecimento.

Para a diferenciacdo de CTMs em osteoprogenitores ha a participacdo de
diversos fatores de transcrigdo como Osterix sendo fator de transcricdo que participa
dos estagios finais da diferenciacdo osteoblastica (NAKASHIMA et al., 2002). Esse
fator esta aumentado nos grupos osteogénicos das células dos animais de 12 meses
principalmente no grupo com adigcdao de OT (MOOQO), indicando efeito da OT de up-
regulation deste marcador, o que pode explicar a antecipacdo do processo de

mineralizac&do ocorrido neste grupo experimental. Ja no grupo de células provenientes
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de animais de 24 meses, a expressdao deste marcador ndo foi evidenciada em
nenhum grupo, sugerindo que as células que mineralizaram aos 17 dias, estejam
sendo estimuladas a diferenciacéo de forma independente a Osx (Fig.17).

Varios estudos indicam que durante o envelhecimento as CTMs perdem o
potencial de diferenciagao, inclusive em osteoblastos (LIAN; STEIN, 1995; SETHE et
al., 2006; ASSUMDA; CHASE, 2011; KIM et al., 2012). Na presenga do meio
osteogénico as células advindas de ratas senis, ndo demonstraram perfil de
osteoblastos, tanto pela ndo mineralizagao, tanto pela ndo expressdo das proteinas
de matriz como osteopontina e osteocalcina, que € uma proteina marcadora dos
estagios finais da diferenciagdo osteoblastica (NAKASHIMA et al., 2002). Porém a
adicdo de OT (MOO) foi capaz de promover a mineralizagdo e aumento na expressao
das proteinas de matriz, indicando acdo anabdlica crucial deste hormbnio nessas
células derivadas de animais senis (Fig. 18).

Nas células provenientes dos animais de 12 meses, OT antecipou o processo
de mineralizacdo biolégica, que ocorreu no 14° dia ap6s adigdo dos indutores
osteogénicos. Ja no grupo osteogénico sem adigdo de OT (MO), a mineralizagao foi
evidenciada apenas no 17° dia. A expressao génica das proteinas de matriz foi
aumentada no grupo MOO, em comparacdo a MO (Fig. 18) demonstrando que
mesmo com a antecipagcao da mineralizagao, a qualidade da matriz formada é melhor,
pelo aumento das proteinas de matriz (LIAN; STEIN, 1995).

Quando analisamos a expressao génica das proteinas de matriz nao
colagenosas, comparando as taxas de expressdo entre as idades experimentais,
observamos que a expressdo ocorre em menores escalas no grupo de células

advindas de animais senis, evidenciando o comprometimento da maquinaria celular
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que as células deste grupo apresentou devido a idade do organismo doador
(ASUMDA; CHASE, 2011; KASSEM; MARRIE, 2011).

Dentre as proteinas de matriz que participam do processo de diferenciacéo,
BMP2 ¢é essencial para a maturacdo osteoblastica (CANALIS et al., 2003) e
diminuicdo na expressao desta proteina esta relacionada ao envelhecimento (ROSS
et al., 2000). No grupo de células de animais de 24 meses, essa proteina foi menos
expressa no grupo MOO quando comparado a MO, porém a mineralizagdo ocorreu
apenas no grupo MOO, demostrando atuagdo da OT independente da expressao
desta proteina. Ja no grupo das células provenientes dos animais de 12 meses, a OT
amplificou a expressdo de Bmp2 o que demonstra melhora no processo de maturagao
osteoblastica, promovido pela OT (Fig.18 G e H).

A atuacdo da OT como possivel indutor de diferenciacdo de CTMs em
osteoblastos (ELABD et al., 2008) pode ser constatado em nosso trabalho, pois nos
grupos com meio osteogénico que receberam o tratamento com OT, tanto de 12
quanto no grupo 24 meses, ocorreu a mineralizagdo que é evidenciada somente
quando temos osteoblastos maduros (LIAN; STEIN, 1995). Esse padrao de resposta
foi influenciado pela idade dos animais doadores, pois na cultura de células
provenientes de animais com 12 meses foi detectado taxa de mineralizagdo no 14° dia
e na cultura das células dos animais com 24 meses, foi verificado taxa de
mineralizagcado no 17° dia. Além disso, nossos resultados sugerem dependéncia de OT
para a mineralizagao das células de animais senis.

Com a nao ocorréncia da mineralizagao no grupo das células de animais com
24 meses, mantidas por 28 dias em MO, decidimos realizar a coloracdo com Oil Red
O, que cora vesiculas intracelulares de triacilgliceréis (Fig.13). Foi verificada a

ocorréncia de vesiculas lipidicas nas células cultivadas no MO e MOO, em diferentes
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quantidades. Esse resultado pode ser decorrente da caracteristica destas células
provenientes de ratas com 24 meses. Sabe-se que o potencial adipogénico sofre
alteragdes apds o envelhecimento em varios tecidos, inclusive na medula éssea, e
que esse potencial de diferenciacdo das CTMs em adipocitos possivelmente esta
mais relacionado ao metabolismo e sinais hormonais do que a propriedades das
CTMs (KNAWA, et al. 2013). E com o envelhecimento o equilibrio de diferenciacéo
das CTMs é aumentado a favor a adipogénese (BETHEL et al., 2013). Porém nossos
resultados de mineralizagdo e expressao génica de proteinas de matriz no grupo
MOO demonstram que os estimulo de OT foi capaz de induzir a osteogénese, mesmo
este grupo apresentando maior marcagao de triacilglicerdis.

Elabd e colaboradores (2008) apresentam conjunto de resultados que
concluem que as concentragdes de OT plasmatica pode ser marcador de dano 6sseo,
onde menores concentragdes de OT sdo encontradas em fémeas Wistar de 11 meses
apos ovariectomia. Nossos resultados demonstraram que com o envelhecimento
ocorre aumento nas concentragbes de OT no plasma, o que nao alterou de maneira
benéfica o metabolismo das CTMs provenientes dos animais de 24 meses, onde nao
foi constatado mineralizagéo biolégica no grupo MO, concluindo que a OT plasmatica
€ dependente da idade do animal e que pode nao estar relacionada com o déficit no
metabolismo 6sseo que acompanha o envelhecimento. Esses dados corroboram com
dados anteriores de nosso laboratério (COLLI, 2012), onde maiores concentragdes de
OT sao encontradas nos animais de 24 meses, e esses animais apresentam menor
formacao 6ssea quando comparados aos animais de 12 meses, sem administracao

de OT exogena.
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6- CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram acgao anabdlica da ocitocina no
processo de diferenciagdo de osteoblastos provenientes de ratas Wistar de 12 e 24
meses, chamando a atencdo nas acgdes da OT estimulando as células de animais
com esqueleto maduro a aumento do conteudo Osseo, constatados pela
mineralizagéo e proteinas de matriz. E também para o fato de induzir a diferenciacao
de osteoblastos para fendétipo mineralizante nas células dos animais senis. Nossos
resultados reafirmam a OT como promessa de terapia potencial para controle da
osteoporose, porém investigagdes dos mecanismos de sinalizagdo celular sao
necessarios, para elucidar os efeitos da OT na diferenciagdo de osteoblastos

provenientes de organismos naturalmente envelhecidos.
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ANEXO A

Parecer de aprovacao do comité de ética no uso de animais:
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Comiteé de Etica no Uso de Animais (CEUA)
Committee for Ethical Use of Animals (CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto "Atuagdo da ocitocina no processo de diferenciagao
osteoblastica de ratas senis” sob responsabilidade da Pesquisadora RITA CASSIA MENEGATI
DORNELLES e colaboragdo de Leandro Figueiredo dos Santos e Monique Patricio Singulani esta
de acordo com os Principios Eticos da Experimentacio Animal (COBEA) e foi aprovado pelo

CEUA, de acordo com o processo 00981-2012.

CERTIFICATE

We certify that the research “Action of oxytocin in the process of osteoblast
differentiation in senescent rats”, process number 00981-2012, under responsibility of RITA
CASSIA MENEGATI DORNELLES and with collaboration of Leandro Figueiredo dos Santos and
Monique Patricio Singulani agree with Ethical Principles in Animal Research (COBEA) and was

approved by CEUA.
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