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RESUMO

RAMGOS, C. C. Terapia celular associada a proteina morfogenética 6ssea para o
tratamento de defeito de calvaria murina em ratos. [Cell therapy associated with
bone morphogenetic protein for the treatment of murine calvarial defect in rats].
2014. 76 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2014.

O tecido 6sseo € considerado um tecido complexo e possui alta capacidade de
reparagao espontanea quando lesionado. Entretanto, em algumas patologias esta
capacidade pode estar comprometida por diversos fatores extrinsecos e intrinsecos
ao organismo. Em decorréncia de sua capacidade plastica, o uso de células-tronco
para terapia celular regenerativa tem se tornado uma importante ferramenta no
tratamento de lesbes 6sseas e de doencas decorrentes da perda da densidade
mineral 6ssea (DMO). Em contraste, o uso da Proteina Morfogenética Ossea (BMP)
ganhou grande destaque pela sua eficacia em tratar doencas ésseas de carater
cronico e, quando associadas a células-tronco, trouxe um melhor resultado para tais
desordens. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a associagao de
célula-tronco mesenquimal de medula 6ssea (MSC — Mesenchymal Stem Cells) e
BMP-7 na regeneracdo 6ssea a partir de defeito désseo induzido na calvaria murina
no 60° dia de tratamento. Foram realizadas imagens radiograficas da calvaria e,
apos os dias estipulados, o material foi coletado para analise de microscépica. Os
~ dados obtidos sugerem que o modelo de regeneragao 6ssea proposto foi apropriado
para avaliar a resposta terapéutica usando MSC e BMP-7, onde o cultivo e pré-
diferenciacdo de MSC com BMP-7 produziu melhores resultados do que os outros

tratamentos realizados.

Palavras-chave: Regeneragdo 6ssea. Célula-tronco. Proteina Morfogenética Ossea.

Calvaria.



ABSTRACT

RAMQOS, C. C. Cell therapy associated with bone morphogenetic protein for the
treatment of murine calvarial defect in rats. [Terapia celular associada a proteina
morfogenética ¢ssea para o tratamento de defeito de calvaria murina em ratos).
2014. 76 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2014.

Bone tissue is considered a complex tissue and has high capacity for spontaneous
recovery when injured. However, in some conditions this capacity can be
compromised by several extrinsic and intrinsic factors to the body. Due to its plastic
capacity, the use of stem cells for regenerative cell therapy has become an important
tool in the treatment of bone injuries and diseases resulting from loss of bone mineral
density (BMD). In contrast, the use of Bone Morphogenetic Protein (BMP) has gained
wide attention for its effectiveness in treating bone diseases were chronic and
brought a better outcome for such disorders when associated with stem cells. Thus,
the present study aimed to evaluate the association of bone marrow mesenchymal
stem cells (MSC) and BMP-7 in bone regeneration from bone defects induced in
murine calvaria on the 60™ day of treatment. Radiographic images of the calvaria
were performed and after the stipulated days the material was collected for
microscopic essays. The data obtained suggest that the proposed model of bone
regeneration was appropriate to assess the therapeutic response using MSC and
BMP-7, where the pre cultivation and differentiation of MSCs with BMP-7 produced

better results than the other treatments performed.

Keywords: Bone regeneration. Stem cell. Bone Morphogenetic Protein. Calvaria.
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1 INTRODUGAO

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo, extremamente duro, porém com
grande plasticidade, apresentando um complexo metabolismo  sendo
constantemente renovado. Contém 99% do calcio do organismo e funciona como
uma reserva desse ion, cuja concentragdo no sangue deve permanecer constante,
para funcionamento normal do organismo, além de possuir um potencial de
reparacao envolvendo ions, células, horménios, proteinas e fatores nutricionais
(ROSS; REITH; ROMRELL, 1993; JUNQUEIRA; CARNEIRO. 2004).

Disturbios 6sseos sdo problemas clinicos e sociais relevantes, com sérias
consequéncias clinicas. Frequentemente os pacientes apresentam limitacbes para
exercer normalmente suas atividades profissionais, sociais e de lazer, e apresentam
uma afecgao emocional importante (COOK et al., 1999).

A resisténcia 6ssea diminui gradualmente com a idade. Isso, juntamente com
0 aumento do risco de quedas, torna as fraturas mais comuns nos idosos, seguidas
das criangas, pois geralmente elas tem menor consciéncia de riscos. As fraturas
podem ser caracterizadas em varios tipos, variando desde uma rachadura minima
na superficie do osso, uma divisdo parcial até uma quebra total do osso (BONE et
al., 2008). O principal motivo das fraturas em idosos se explica pelo efeito marcante
da idade sobre a densidade mineral 6ssea (DMO). Uma mulher perde
aproximadamente metade do seu osso trabecular e 35% de seu 0sso cortical
durante sua vida. A maior causa desta perda Ossea relacionada & idade é
provavelmente um decréscimo de formacédo éssea em nivel celular, resultado da
eficiéncia diminuida dos osteoblastos (RIGGS: MELTON, 1986).

A osteoporose € considerada uma doenca silenciosa, que manifesta sintomas
apenas quando ocorre fratura. As fraturas, geralmente, ocorrem apos trauma
minimo, durante alguma atividade cotidiana. E uma doenca definida como uma
desordem esquelética sistémica caracterizada pelo comprometimento na resisténcia
0ssea, que predispde o maior risco de fraturas. A resisténcia dssea reflete a
integragao de dois aspectos principais, que sao a densidade mineral e a qualidade
6ssea (LEITE et al, 2008). Uma melhor qualidade de vida de pacientes com
osteoporose tem sido alvo de estudos nos ultimos anos, com o intuito de determinar

as mudangas necessarias para obtengdo do bem-estar do paciente.
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A descalcificacéo 6ssea, dentre diversos fatores, pode também ser devida a
uma producdo excessiva de paratorménio (hiperparatirecidismo), 0 que provoca
intensa reabsorcdo 6ssea e deposicdo anormal de sais de calcio em varios o6rgéos,
principalmente nos rins e na parede das artérias (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).
Considerando a miss&o da terapia celular, um ramo da medicina regenerativa cujo
objetivo é a recuperagdo de tecidos e 6rgdos lesados por meio da introdugéo de
novas células capazes de colonizar as areas afetadas e restabelecer a fungéo
previamente perdida, quer a doenca seja degenerativa, congénita, traumatica ou por
injuria (HENG et al., 2004) cujo tratamento clinico atual apresenta respostas lentas
ou insatisfatorias, a terapia celular para recuperacdo éssea parece ser uma boa
proposta em casos de dificil regeneracdo. Assim, busca-se regular o processo de
regeneracéo de células e tecidos lesados por meio do implante de células-tronco
(MOTA; SOARES; SANTOS, 2005).

Por fim, o uso de BMPs (Proteinas Morfogenéticas Osseas — Bone
Morphogenetic Proteins) tem sido de extrema importancia devido a sua atividade no
desenvolvimento e capacidade de induzir a formac&o dssea ectopica, podendo ser
consideradas fatores de diferenciacéo ou morfogenéticos, representando uma classe
distinta de fatores de crescimento, estimulando a proliferagéo celular e que estéo
associadas ao reparo tecidual (REDDI, 1994).

Considerando-se todas essas informagdes, faz-se necessario a pesquisa de
novos tratamentos e uma melhor compreens@o da patogenia da osteoporose para
aperfeicoamento da terapéutica clinica.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta terapéutica de regeneracdo Ossea em calvaria murina,
implantadas com Células-tronco Mesenquimais de Medula Ossea (MSC -
Mesenchymal Stem Cells) previamente induzidas in vitro com Proteina
Morfogenética Ossea (BMP).

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cultivar MSC de rato com BMP-7 e induzir a pré-diferenciacéo 6ssea

Avaliar o perfil de expressao génica das MSC pré-diferenciadas com BMP-7

Realizar os defeitos nas calvarias murinas e submeter os animais ao
tratamento com BMP-7, MSC e BMP-7 combinados no momento da implantacéo
e MSC pre-diferenciada com BMP-7.

e \Verificar qual o melhor tratamento para defeito ésseo em calvaria murina por
avaliagdo macro e microscopica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo € o constituinte principal do esqueleto, serve de suporte para
as partes moles e protege os 6rgaos vitais, como os contidos nas caixas cranianas,
toracica e no canal raquidiano. Aloja e protege a medula 6ssea, formadora das
células do sangue. Proporciona apoio aos musculos esqueléticos, transformando
suas contragdes em movimento Uteis, e constitui um sistema de alavancas que
amplia as forcas geradas na contragdo muscular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).
Além dessas fungdes, os ossos funcionam como depésito de caicio, fosfato e outros
jons, armazenando-os ou liberando-os de maneira controlada, para manter
constante a concentragdo desses importantes ions nos liquidos corporais
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O osso é um tecido dindmico, sendo constantemente renovado, isto &, o 0sso
mais velho é reabsorvido e continuamente depositado como novo osso. Compde-se
de 90% de matriz extracelular e 10% de agua, sendo a matriz composta de 60 a
70% de mineral inorganico (KERR et al., 2007).

O tecido 6sseo é formado por células e um material extracelular calcificado,
sendo um tipo especializado de tecido conjuntivo. As células que compreendem
esse tecido sdo os ostedcitos, que estdo presentes em lacunas e cavidades no
interior da matriz, os osteoclastos, que sdo células grandes, moéveis e
multinucleadas, que absorvem o tecido 6sseo e participa dos processos de
remodelacéo dos 0ssos e os osteoblastos, que produzem a parte orgénica da matriz
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Os osteoblastos s&o capazes de concentrar fosfato de célcio, participando da
mineralizacdo da matriz (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004) e convertem o tecido
cartilaginoso em osso enquanto uma nova cartilagem é formada no interior da placa
epifisaria por células chamadas de condrécitos (CURI, PROCOPIO, 2011).

Nas placas de crescimento epifisarias os condrécitos s&o tipicamente

arredondados sem processos ramificados, o que é caracteristica de células 0sseas.
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Situam-se isolados no interior da matriz que secretam. A medida que crescem e
tornam-se maduros, as células cartilaginosas se hipertrofiam, tornando-se
intensamente vacuoladas e degeneram quando a matriz circundante é calcificada.
Quando os vasos sanguineos estdo ausentes, o suprimento nutritivo alcanca essas
células por difusdo através da substancia fundamental (ROMER; PARSONS, 1985).

A invaséo dos vasos sanguineos e a migragéo dos osteoblastos progenitores,
a partir da medula, resultam na substituicdo da cartilagem calcificada por osso
verdadeiro. A proliferagdo dos condrocitos, na borda epifisaria da placa de
crescimento é contrabalancada pela degeneragéo celular na extremidade diafisaria,
de modo que, no individuo que cresce normalmente, a espessura da placa de
crescimento permanece constante @ medida que as epifises sdo empurradas cada
vez mais para diante pela haste 6ssea que se alonga (CURI; PROCOPIO, 2011).

Nos ossos longos, como fémur e a tibia, sua estrutura esta dividida em
epifise, metéfise e diafise. Na extremidade desses ossos esté a epifise, que consiste
de 0sso esponjoso coberto por uma fina camada de osso compacto. A diafise ou
corpo forma um cilindro oco, denominado de cavidade medular. Ja a metéafise € uma
adrea de transicdo que conecta as duas estruturas anteriores (ROSS; REITH;
ROMRELL, 1993).

Em humanos, pouca ou nenhuma variabilidade na taxa de crescimento fetal
ocorre até a 162 semana de gestacdo, a partir da qual a variagdo individual aumenta
consideravelmente. Este padrdo é resultado do aumento das influéncias ambientais
que se sobrepdem ao programa de desenvolvimento geneticamente determinado. O
crescimento é mais rapido durante o periodo pré-natal, quando o comprimento
corporal aumenta de apenas alguns micrometros até quase 30% da estatura final
adulta em apenas nove meses (CURI, PROCOPIO, 2011).

Os efeitos inibidores da ma nutricdo podem ser notados em qualquer estagio
do desenvolvimento, mas sdo mais marcantes quando ocorrem na fase inicial da
vida intrauterina. Assim, desnutricio materna pode causar retardo no
desenvolvimento do feto. Além disso, retardos irreversiveis no desenvolvimento
cerebral podem ter como causa a desnutricao pré-natal (CURI, PROCOPIO, 2011).

Durante a infancia, a desnutricdo também pode interferir no desenvolvimento
fisico e intelectual do individuo. Apés um periodo de retardo no crescimento devido a
desnutricdo ou doenga, se os fatores nutricionais forem compensados ou a doenga
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tratada, a crianga é capaz de apresentar aceleracdo do mesmo, que a traz de volta a
estatura esperada para sua idade (CURI; PROCOPIO, 2011).

Com a instalagédo do desenvolvimento sexual, 0 osso imaturo transforma-se
na configuragéo adulta, chamado osso lamelar. No osso cortical isso consiste em
cilindros (orientados, principalmente, segundo o longo eixo do osso), com camadas
concéntricas ou lamelas de matriz 6ssea mineralizada (KERR et al., 2007).

Assim, o crescimento 6sseo ocorre por meio de um processo chamado de
ossificagcdo endocondral, no qual a cartilagem proliferativa é substituida por 0sso.
Um osso longo em crescimento é dividido anatomicamente em extremidades ou
epifises e o eixo, a didfise (CURI; PROCOPIO, 2011 ).

O crescimento do osso envolve tanto o aumento do didmetro quanto do seu
comprimento. O espessamento dos ossos longos é realizado pela proliferacdo de
células progenitoras osteoblasticas da bainha de tecido conjuntivo (peridsteo) que
circunda a diafise. A medida que cresce 0 osso também €, simultaneamente,
submetido a reabsorgéo e a reorganizagéo, com a incorporacio de novas células. A
remodelagem, uma propriedade intrinseca do crescimento do esqueleto, é
acompanhada pela destruicdo e substituicdo de matriz calcificada (KERR et al,
2007).

O desenvolvimento do tecido ésseo e sua manutengao e, quando necessario,
sua regeneracdo, continuam a ocorrer até o final da vida adulta, embora o
crescimento linear tenha cessado (CURI; PROCOPIO, 2011).

3.2 DENSIDADE MINERAL OSSEA

O indice de massa corporal (IMC) esta diretamente relacionado & DMO
(Densidade de Massa Ossea), sendo que os individuos obesos tem maior protecdo
contra osteoporose. Fatores ambientais como habitos nutricionais, sedentarismo e
tabagismo, além de doencas e drogas, também podem estar relacionados 3 reducéo
da massa 6ssea (BROWN; JESSE, 2002; HOLM et al., 2002).

A mensuragdo da DMO também tem importante papel quando se faz

necessario avaliar condi¢cbes nutricionais e de sanidade dos animais. Porém, por
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conta da diversidade de metodologias, do alto custo de equipamentos e dos exames
necessarios para determinagdo da DMO, essa ferramenta torna-se inviavel como
pratica de rotina na modalidade de diagnéstico complementar (VULCANO:; SANTOS;
GODOY, 2008).

De acordo com a Organizagéo Mundial de Satde (OMS), uma série de fatores
é responsavel por induzir um baixo pico de massa 6ssea, decorrentes de perda
excessiva ou baixa produgéo, podendo ser genéticos e/ou ginecolégicos associados
ao estilo de vida.

Quando um osso é submetido a um elevado numero de ciclos de carga
durante um periodo relativamente curto de tempo as células s&o incapazes de
sintetizar matriz com rapidez suficiente para reduzir as estirpes de tecidos locais. Por
conseguinte, a estirpe de escoamento do material é excedida e ocorrem danos na
matriz local. Os locais de les&o podem iniciar uma resposta de remodelagdo, em que
as celulas de remocdo de osso (osteoclastos) sdo ativadas e removem a matriz
danificada. Este evento cria uma porosidade local dentro do coértex do osso. A
porosidade é entdo preenchida com camadas de osso (lamelas) para formar um
‘osso secundario’, assim, a regido danificada do osso ira tornar-se remodelada.
Porém, o osso secundario é de material mais fraco do que o osso primario (BACK;
CLAYTON, 2001).

Estudo do Ministério da Saude (2002) com mais de 200.000 mulheres
concluiu que os principais fatores de risco para fraturas 6sseas séo: redugao da
massa ossea, idade avancada, auto avaliacdo da saldde como regular ou ruim,
histdria de fratura prévia, histéria materna de fratura, usar glicocorticoide, fumar ou
ter fumado. Contudo, outros fatores previamente estabelecidos como de risco, por
exemplo, deméncia, baixo peso corporal, menopausa precoce ou cirurgica, baixa
ingest&o de célcio durante a vida, sedentarismo, visdo reduzida e histéria de quedas
frequentes, ndo representaram risco de fraturas.

Além da idade, de acordo com Cummings et al. (1995), o sexo e a raca estdo
entre os principais determinantes da massa 6ssea e do risco do individuo apresentar
disturbios 6sseos, como fraturas de coluna, prolapso de disco, osteomielite,
disturbios articulares e cartilaginosos e principalmente a osteoporose. E confirmado
que mulheres s&o mais suscetiveis & osteoporose do que homens, pois além de
passarem pela menopausa também possuem menor quantidade de DMO do que os
homens.
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Quando ha perda de 25% de massa 6ssea quando comparada com adulto
jovem, o individuo é diagnosticado com osteoporose, uma das mais importantes
desordens Gsseas causadas pela perda da DMO (KEISERMAN, 2008).

3.2.1 Osteoporose

e

A osteoporose é um disturbio ésseo crénico caracterizado por perda de
massa Ossea causado por uma diminuigdo da regeneragdo ou degeneragdo 6ssea
resultando em enfraquecimento dos ossos e em aumento da susceptibilidade a
fraturas (KLEN et al., 1998).

A OMS relata a osteoporose como sendo um problema de satide publica no
mundo, considerada como a epidemia silenciosa do século. Também, é uma doenca
de importancia crescente, tendo-se em vista o aumento da expectativa de vida
populacional, que no Brasil é de aproximadamente 72 anos para as mulheres
(KANIS, 2002).

Reginster e Burlet (2006) estimaram que cerca de 200 milhdes de pessoas
em todo o mundo tem osteoporose. Segundo dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), estima-se que a proporgdo de idosos maiores que 65
anos vem aumentando com intensidade. Sabendo-se que a idade avancada é fator
de risco para a osteoporose e considerando tais estimativas, acredita-se que o
impacto da doenga no mundo apresente tendéncia de crescimento cada vez maior.

De acordo com a OMS, a osteoporose atinge mais de 75 milhdes de pessoas
na Europa, Japdo e Estados Unidos, causando mais de 2,3 milhdes de fraturas
anualmente na Europa e Estados Unidos. Na Europa, a cada 30 segundos acontece
uma fratura por osteoporose. Nos Estados Unidos ocorrem cerca de 1,5 milhdes de
fraturas por ano. Estas fraturas resultam em 500 mil hospitalizacdes, 800 mil
consultas aos servicos de emergéncia, 2,6 milhdes de consultas médicas e gastos
entre 12 a 18 bilhdes de dodlares a cada ano.

Em S&o Paulo, um estudo com 301 individuos em idade acima de 70 anos,
identificou a prevaléncia de osteoporose de 22% a 33% das mulheres e de 6% a
16% dos homens (CAMARGO et al., 2005).



27

De acordo com Paiva et al. (2003), a maior complicacdo da osteoporose
consiste de fraturas que ocorrem principalmente nas vértebras, punho e colo do
fémur. Na auséncia de qualquer procedimento de prevencéo ou tratamento, uma em
cada duas mulheres aos 70 anos apresentara fraturas de fémur, e aos 80 anos,
duas em trés sofrerdo o mesmo problema.

A osteoporose inicia-se através de uma discreta perda de massa 6ssea,
devido a um remodelamento 6sseo. O remodelamento 6sseo € um processo
continuo de retirada de osso para o sangue e formacgao de osso novo, onde o tecido
0sseo substitui células velhas por novas. Até aproximadamente 30 anos de idade a
quantidade de osso absorvido e reposto é igual. Além disso, as modificagdes que
ocorrem com a queda de estrégeno na pré-menopausa resultam em uma grande
aceleracdo do remodelamento 6sseo e perda de 5 a 10% de massa 6ssea ao ano
em 40% das mulheres, o que é caracterizado como osteoporose da pos-menopausa
(KEISERMAN, 2008).

Ainda, em individuos com osteoporose, a dor ocorre por consequéncia a
rarefacéo Ossea, e ndo pela doenga em si, uma vez que a rarefacéo leva a perda do
trabeculado 6sseo, o que resulta em fraturas. S&o as fraturas que produzem a dor,
que ndo € apenas aguda, mas também é uma dor postural cronica difusa e mal
localizada, resultante principaimente das microfraturas vertebrais, levando entdo as
deformidades posturais, com consequente reducdo da estatura (DRIUSSO et al.,
2008).

Nos animais, assim como nos humanos, o desenvolvimento fisico tem na
alimentagdo um dos fatores de maior importancia. As deficiéncias, assim como os
excessos cometidos com relagdo a alimentagcdo sdo decisivos para o seu
desenvolvimento. A superalimentacdo pode comprometer a saude do animal,
predispondo-o & ocorréncia de afecgbes que podem inutiliza-lo de maneira definitiva
para o trabalho (CORREA et al., 2001).
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3.3 REGENERACAO OSSEA

O reparo 6sseo é um processo regenerativo altamente complexo que inclui a
interagdo de uma série de eventos bioldgicos, como a sintese ativa de genes e a
ac&o de um grande numero de células e proteinas, que determinardo a restauracéo
da integridade do tecido 6sseo (SENA et al., 2005).

O crescimento dos ossos consiste na formacdo de tecido 6sseo novo,
associada a reabsorcdo parcial de tecido ja formado, deste modo, os ossos
conseguem manter sua forma enquanto crescem (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

No decorrer da regeneragdo, podem ocorrer alteragbes que resultam na
deficiéncia deste processo e, consequentemente, no atraso da consolidacdo e
mesmo na ndo unido éssea. Em média, nos Estados Unidos, das 6,2 milhdes de
fraturas que ocorrem anualmente, cerca de 10% evoluem para a ndo consolidacéo e
para uma pseudoartrose (SENA et al., 2005).

Nos locais de fratura 6ssea, ocorre hemorragia, pela lesdo dos vasos
sanguineos, destruicdo da matriz e morte de células 6sseas. Para que a reparacéo
se inicie em seu processo natural, o coagulo sanguineo e os restos celulares e da
matriz 6ssea devem ser removidos pelos macréfagos. O peridésteo e o enddsteo
proximos a area fraturada respondem com uma intensa proliferacéo, formando um
tecido muito rico em células osteoprogenitoras que constitui um colar em torno da
fratura e penetra entre as extremidades o&sseas rompidas (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

Nesse anel ou colar conjuntivo, bem como no conjuntivo que se localiza entre
as extremidades Osseas fraturadas, surge tecido ésseo imaturo, tanto pela
ossificacdo endocondral de pequenos pedacos de cartilagem que ai se formam,
como também por ossificacdo intramembranosa. Podem, pois, ser encontradas no
local de reparagdo, ao mesmo tempo, areas de cartilagem, areas de ossificacéo,
intramembranosa e areas de ossificacdo endocondral. Esse processo evolui de
modo a aparecer, apos algum tempo, um calo 6sseo que envolve a extremidade dos
ossos fraturados. O calo 6sseo é constituido por tecido ésseo imaturo que une
provisoriamente as extremidades do osso fraturado (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004).
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Ja foram desenvolvidos varios tratamentos objetivando a prevencéo da perda
6ssea, incluindo reposicédo de estrogénios, compostos bifosfonados e programas de
atividades fisicas (KALU, 1991).

Leite et al. (2008) relatam estudos que indicam que as radiografias
panoramicas podem ser ferramentas auxiliares importantes no diagnéstico de
osteoporose em mulheres p6s-menopausa, predizendo um diagndstico de baixa
densidade mineral 6éssea e de osteoporose.

O conceito de reparacdo 6ssea pode ser definido como a restauracdo da
forma e fungdo de um tecido Gsseo deficiente (HOLLINGER; WONG, 1996). Apds
uma lesdo 6ssea, uma sequéncia de eventos dindmicos ocorre com o objetivo de
restaurar a forma e a fungéo do osso. A reparagdo de uma fratura é um processo
biologico que ocorre ap6s uma ruptura de um osso e/ou cartilagem, visando
restaurar a continuidade tecidual necessaria para a sua fungdo (HULSE; JOHNSON,
1997).

Muitos desses mecanismos biologicos celulares ainda n&o foram
completamente identificados, porém sabe-se que o processo é ativado pela
liberacéo de fatores de crescimento e citocinas no local (HOLLINGER; WONG,
1996).

A cicatrizacdo de uma fratura € um processo extremamente complexo e pode
ser dividido em trés fases temporariamente inter-relacionadas e sobrepostas:
inflamatdria, reparacgéo propriamente dita e remodelagdo (REMEDIOS, 1999).

Segundo Reddi e Huggins (1972) os passos da reparacéo sdo: quimiotaxia de
células progenitoras, proliferacdo de células mesenquimais, diferenciacdo de
condrocitos, calcificacdo da matriz cartilaginosa, angiogénese e invasdo vascular,
diferenciag&o, mineralizac&o e remodelagio 6ssea e diferenciagdo da medula 6ssea.

O tecido 6sseo recém formado deve ter boa qualidade celular e de matriz,
mineralizagdo normal com boa propor¢do entre osso mineralizado (resistente
mecanicamente) e ndo mineralizado (flexivel) (SOUZA, 2010).

Ainda, autores afirmam a existéncia de osteoprogenitores na medula éssea e
asseguram que essas células sdo capazes de reparar defeitos Gsseos em varios
modelos animais como, por exemplo, nos cées (MANKANI, 2006).

Por fim, o tratamento ideal para produzir regeneracdo 6ssea é detectar e
tratar rapidamente e de forma segura a lesdo, melhorando as caracteristicas do
0sso, trazendo um efeito terapéutico eficaz e duradouro.
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34 TERAPIA CELULAR

O osso, como 6rgéo, é composto de varias células de origem mesenquimal;
dentre estas estdo os osteoblastos, os condrdcitos, os mioblastos e as células do
estroma da medula, incluindo os adipdcitos (YAMAGUCHI; KOMORI; SUDA, 2000).

Acredita-se que todas essas linhagens celulares sejam originadas de células
progenitoras comuns, que sdo as células-tronco do estroma da medula 6ssea. A
diferenciagdo 6ssea ao longo da vida requer o recrutamento e a proliferacéo de
células-tronco com capacidade para se diferenciar em osteoblastos, os quais iréo
sintetizar e mineralizar a matriz 6ssea (OCARINO; SERAKIDES, 2006).

O uso de células-tronco chega a ser altamente atraente para prética clinica.
Isso devido a sua técnica de coleta, pois é relativamente menos dolorosa, possui
baixo risco de infecgdo para o doador, seu procedimento de cultura é menos
exigente e possui rapida expansao celular (HIRATA; MIZUNO; YAMAGUCHI, 2007).

3.5.1 Célula-tronco

A primeira populagdo de célula-tronco foi identificada em camundongos
adultos por McColloch e Till em 1960, onde identificaram suas caracteristicas nas
células-tronco hematopoiéticas da medula 6ssea. Pesquisas envolvendo células-
tronco mesenquimais foram vistas com mais importancia entre a década 70 e 80,
onde foi postulado que essas células s&o precursoras multipotentes, capazes de se
diferenciar em muitos outros tipos celulares de origem mesodermal, incluindo
condrocitos, ostedcitos, adipécitos, midcitos e células estromais da medula dssea
(COVAS et al., 2003).

Atualmente, diversos tipos de células-tronco vem sendo estudadas devido a
sua ampla capacidade de diferenciacdo em vérios tecidos, tais como musculo
esquelético, figado, rins, pancreas, pele, sistema nervoso central, pulmdes, coragéo,
musculo esquelético e trato gastrointestinal (HERZOG; CHAI; KRAUSE, 2003).
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As células-tronco podem ser classificadas em trés categorias de acordo com
o periodo de isolamento durante a ontegénege: embrionaria, fetal e adulta (GAGE,
2000).

As linhagens de células-tronco embrionarias (Embryonic Stem Cells — ESCs)
séo derivadas da massa interna do blastocisto, uma estrutura que aparece durante o
desenvolvimento embrionario humano, ao redor do sexto dia apos a fecundacao.
Todos os tecidos do organismo adulto, incluindo a linhagem germinativa, derivam
deste grupo de células e, por esta razdo, sdo chamadas de células-tronco
totipotentes, sendo as células-tronco de maior potencial de diferenciacdo nos mais
diversos tipos (GABANYI et al., 2013).

Em relacdo as células-tronco fetais, podemos exemplificar com as células
provenientes do corddo umbilical. O corddao umbilical € um anexo placentario
exclusivo nos mamiferos que permite a comunicacéo entre a placenta e o embrigo.
Embora havendo certas variagdes entre as espécies, ele invariavelmente apresenta
uma veia e duas artérias que garantem a nutricdo e respiragdo do embrido. Ele é
formado a partir do saco amniético, também responsavel pela formacao do epitélio
do cordao e pelo alantoide, que € responsavel pela formacgao dos sacos umbilicais e
vitelinicos (CARVALHO et al., 2001).

No sangue do corddo umbilical humano estdo presentes as células-tronco
hematopoigticas com maior potencial proliferativo em relacdo as células-tronco da
medula 0ssea e do sangue periférico (NAKAGE; SANTANA, 2006).

Ontogenicamente, a hematopoese se inicia na aorta ventral e no saco vitelino
fetal. Em humanos, num segundo momento, elas atingem a medula éssea no final
do segundo trimestre gestacional. Ha estudos diversos que comprovam que as
células-tronco hematopoiéticas do cordao umbilical contem grandes quantidades de
células progenitoras (BARKER; WAGNER, 2003).

Ainda, as células-tronco hematopoiéticas podem ser isoladas a partir de
outras estruturas extra-fetais de suporte. Além do sangue do corddo umbilical,
tambem podem ser isoladas de células da membrana amnidtica, liquido amnidtico e
placenta, estes, fontes de células-tronco fetais que se destacam neste campo
(BOSSOLACO et al., 2006).

Por fim, as células-tronco adultas ou mesenquimais, relatadas e descritas
pela primeira vez por Friedenstein, em 1974, sao precursoras multipotentes capazes

de se diferenciar em muitos outros tipos celulares de origem mesodermal, incluindo



32

condrocitos, ostedcitos, adipocitos, miocitos e células estromais da medula 6ssea
(COVAS et al,, 2003). Muitas pesquisas tem sido realizadas com o intuito de melhor
compreender o mecanismo de diferenciagéo das células-tronco.

As células mesenquimais em cultura apresentam sua morfologia semelhante
a dos fibroblastos, alongadas, fusiformes e pontiagudos, sendo morfologicamente e
fenotipicamente similares entre si (ZUK; ZHU; MIZUNO, 2001).

Uma das principais caracteristicas destas células é a rapida adesdo com
formacao de colénias fibroblastdide (CFU — coliny forming units-fibroblastic), quando
cultivadas em baixa densidade, além destas serem derivadas de uma Unica célula
precursora (TONDREAU et al., 2004). A taxa de divisdo dessas células é moldada
por horménios chamados poetinas, por fatores estimulantes das colénias e
interleucinas produzidas localmente (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

As CFUs derivadas das células-tronco hematopoiéticas de medula 6ssea da
origem ao rubroblasto, que & a primeira célula identificada da série vermelha, esta,
onde através de seu amadurecimento e suas divisdes, origina o eritroblasto e
posteriormente o rubrécito e o metarubrécito e, finalmente assim, atingindo a
maturidade circulatéria, como eritrocito (GARCIA-NAVARRO, 2005).

Essas colénias sdo formadas apos 14 a 21 dias, devido a baixa densidade
celular plaqueada por amostra, as mesmas ficam retidas no gel e podem ser
analisadas morfologicamente sob condi¢coes especificas (DEXTER; ALLEN;
LAJTHA, 1977).

Ap6s seu cultivo in vitro, as células-tronco mesenquimais possuem a
capacidade de se diferenciarem em varios tecidos, quando induzidas em meios de
cultivos adequados. Normalmente, podem se diferenciar em osteoblastos,
adipdcitos, condrdcitos, células musculares, cardiomidcitos e células do estroma de
sustentacao da hematopoiese. Além disso, também foi postulado a capacidade
dessas células de se diferenciarem em células neuronais e endoteliais (BARRY et
al., 1999; CAPLAN; BRUDER, 2001).

Ha trés possibilidades para justificar a presenca das células-tronco
mesenquimais nos mais diferentes tecidos do organismo. A primeira considera gue
células-tronco mesenquimais sao originadas de um tecido ou orgéo especifico,
sendo liberadas na circulagdo em situagdes de injuria tecidual. Neste caso, os
processos de isolamento in vitro de células-tronco mesenquimais a partir de sangue
periférico s&o dificeis (MEIRELLES; CAPLAN; NARDI, 2008).
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A segunda possibilidade baseia-se no fato de que as células-tronco
mesenquimais possam ser isoladas a partir de diferentes tecidos. As culturas das
células mesenquimais apresentam morfologia semelhante aos fibroblastos e séo
morfoldgica e fenotipicamente similares entre si (ZUK ZHU; MIZUNO, 2001).

A teoria mais justificavel foi recentemente proposta, baseando-se na relacdo
das células-tronco mesenquimais com o nicho perivascular. Esta possibilidade
justifica a presenga das células-tronco mesenquimais nos mais diferentes tecidos
(ZUK; ZHU; MIZUNO, 2001).

Segundo descrito por Li e Xie (2005), as células-tronco neuronais s&o
subtipos de células progenitoras no sistema nervoso que promovem auto-
regeneragao e geracdo tanto de neurdnios quanto de células gliais. A constatacao
de células-tronco neuronais foi rodeada por estudos classicos sobre hematopoiese e
a capacidade de auto-renovacédo destas células, apresentando o potencial de
produzir uma ou mais linhagens progénicas (GRITTI et al., 1996).

Em geral, as células-tronco mesenquimais, sdo definidas a partir de um
conjunto de caracteristicas apresentadas in vitro, e podem ser isoladas a partir de
varios 6rgdos, como na medula éssea, tecido adiposo, periostio, fluido sinovial,
membrana sinovial, derme, musculo, dente deciduo, derme, cartilagem articular,
corddo umbilical, figado, placenta, timo e baco (BIANCO; ROBEY; SIMMONS,
2008).

As células-tronco de medula 6ssea (CTME) fomecem células
osteoprogenitoras e ha na literatura comprovacgéo de que transplantes da medula na
epifise de ossos longos de camundongos promoveram repopulacdo de células com
capacidade para se diferenciarem em osteoblastos funcionais, o que reafirma a
importancia das células do estroma da medula na diferenciacdo osteobléastica
(OLMSTED-DAVIS et al., 2003).

Os principais fatores que estimulam a diferenciacéo de células da medula em
células osteoprogenitoras tem sido alvo de pesquisas. Embora nem todos os fatores
que estimulam a medula 6ssea no fomecimento de células &sseas sejam
conhecidos, ja se sabe que a as BMPs s&o fatores importantes para o recrutamento
de células osteoprogenitoras da medula (YAMAGUCHI; KOMORI; SUDA, 2000).

As células-tronco hematopoiéticas consideradas células-tronco adultas, tem
sido amplamente utilizadas uma vez que podem ser isoladas do sangue,
manipuladas in vitro e devolvidas para a circulagdo, representando uma ferramenta
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valiosa para a aplicagdo em terapias celulares de diferentes tipos de patologias
(TORRENTE et al., 2004).

Além disso, estudos recentes mostraram que culturas de células do estroma
da medula 6ssea, in vitro, submetidas a estimulagcdo mecanica, apresentam maior
diferenciacéo para células capazes de produzir matriz éssea (MAUNEY et al., 2004).

3.5 PROTEINA MORFOGENETICA OSSEA (BMP — Bone Morphogenetic
Protein)

Nos ultimos anos, a ortopedia vem procurando novos métodos para uma
reparacao o0ssea mais efetiva. Para tanto, muitas pesquisas tem sido desenvolvidas
envolvendo n&o apenas técnicas cirdrgicas, mas também artificios biolégicos ou
moleculares.

Em 1965, Urist extraiu do tecido ésseo produtos que, na auséncia de 0sso,
poderiam induzir a formacgéo de tecido 6sseo. O autor descreveu uma matriz ossea
desmineralizada que era capaz de formar tecido 6sseo em um sitio ectdpico como
em tecido muscular. Estes produtos, embora ndo identificados por ele, foram
denominados posteriormente de proteinas morfogenéticas ésseas (BMPs). Também
foi comprovado que as BMPs extraidas do osso podem produzir diferenciacdo
celular, organizacdo do tecido 6sseo com vascularizagdo intensa, formacéo de
cartilagem e a completa remodelacdo 6ssea com formacdo de estruturas de
renovacao do tecido calcificado (URIST, 1965).

A partir dai, o tratamento utilizando BMPs comecgou a ganhar grande atencéo
devido ao seu potencial de tratar importantes doencas de carater crénico, como no
caso da osteoporose, uma vez que a auséncia dessas proteinas parece ainda estar
associada a fisiopatologia da osteoporose (SUDA; MIYAURA. 2004).

As BMPs fazem parte da familia de fator necrose tumoral beta (TNF-B) e inclui
uma subfamilia baseada em suas sequencias de aminoacidos. Também podem se
apresentar sob duas formas: a) proteinas morfogenéticas 6sseas derivadas do 0SSO0;
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b) proteinas morfogenéticas 6sseas humanas recombinantes (rhBMP) (WOZNEY,
1998).

As BMPs sdo glicoproteinas responsaveis pelo recrutamento de células
osteoprogenitoras para os locais de formacdo 6ssea. A implantagdo de BMP-2 ou
BMP-7 em areas n&o calcificadas induzem a formagdo de osso ou cartilagem,
produzindo efeitos de diferenciagcdo, transformando células mesenquimais
indiferenciadas  em  osteoblastos e condroblastos (WANG; ROSEN:
D’ALESSANDRO, 1990; YAMAGUCHI; KOMORI; SUDA, 2000; SANTOS et al.,
2005).

Nevins et al. (1996) analisaram a eficacia, seguranca e facilidade técnica em
induzir formacdo 6ssea em defeitos 6sseos em caes. Os resultados sugeriram
substancial formagéo 6ssea e em 68% dos defeitos 6sseos tratados houve formacéo
de 0ss0 novo.

Em 1994, Ripamonti e Reddi postularam que, além de suas funcgées na
osteogénese pos-fetal, as BMPs podem exercer diversas fungdes na embriogénese
e organogénese, incluindo esqueletogénese, desenvolvimento cranio facial e dos
tecidos dentais.

A BMP-2, de acordo com Luppen et al. (2002), é capaz de incrementar o
crescimento 0sseo em coelhos submetidos a osteotomia bilateral ulnar e tratados
com prednisolona, sugerindo que esta pode ser uma alternativa para o tratamento
de fraturas nos casos em que o paciente esta sendo submetido a terapia crénica de
glicocorticdide. Ainda, foi relatado por Patricio et al. (2006) que, por suas
propriedades antiinflamatérias e imunossupressoras, os corticdides provocam um
desequilibrio no metabolismo de remodelagcdo Ossea normal, aumentando a
reabsorcdo e diminuindo a formagdo, funcdo dos osteoblastos, induzindo
diretamente uma osteoporose secundaria.

Posteriormente, foi demonstrado que a presenga de células mesenquimais
indiferenciadas associadas & BMP e osteoblastos ativos, por sua capacidade de
diferenciagdo, recrutamento de células osteoprogenitoras para os locais de formacéo
Ossea e auto-renovagao, contribuiram para a precocidade da formacéo 6ssea, sendo
evidente no grupo experimental associando as células-tronco presentes na medula
6ssea a BMP, determinando osteogénese e osteoindugdo na interface,
respectivamente, na tibia de cdes (DEL CARLO et al., 2007).
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Cochran et al. (1997) demonstraram que a aplicagéo de BMP associadas ou
ndo a uma membrana ndo absorvivel, em mandibula de cies, resultou em
regeneracdo dssea em um periodo de 4 a 12 semanas, sendo evidenciado por
radiografia que a formagao de novo osso foi dependente do tempo de tratamento, o
uso de uma membrana de barreira e a presenca de BMP, sugerindo que BMP, por
ser um fator de diferenciacdo Ossea, pode estimular significantemente a formagao

Ossea ao redor de implantes dentarios.
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4 MATERIAL E METODOS

41 ANIMAIS

Foram utilizados 20 ratos Wistar, machos adultos, pesando entre 350-400g,
fornecidos pelo Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas. Os animais
foram mantidos em armario apropriado no Biotério de Experimentagdo da Faculdade
de Odontologia da USP, com ciclo claro e escuro (12/12h) e acesso livre a agua e
racao.

Este trabalho foi aceito pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP, protocolado sob o n°
2995/2013.

42 CULTURAS CELULARES

As células mesenquimais de medula 6ssea (rBM-MSC) foram obtidas de
ossos longos de ratos Wistar com idade entre 10 e 12 semanas, no Biotério do
departamento de cirurgia da Faculdade de Odontologia da USP.

A medula 6ssea foi exposta cortando-se as epifises dos 0ssos e seu contetido
interno foi retirado por lavagem, ou flushing, com o auxilio de uma seringa. Este
material foi recolhido em meio alfa-MEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB — Invitrogen) e antibiéticos (100uL/ml de estreptomicina, 100U/mi de
Penicilina e Ciprofloxacina 0,02%). Este material foi centrifugado mais 2 vezes para
lavagem do material.

Durante a ultima lavagem, as células foram pipetadas vigorosamente para
separar qualquer grumo remanescente. As células foram mantidas em garrafas
plasticas adequadas para culturas aderentes, o pH e a temperatura foram mantidos

na faixa fisioldgicas através da incubacdo em estufa a 37°C com 2% de CO, pelas
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24 horas seguintes, quando entdo foram separadas a fracdo aderente daquelas
células incapazes de aderir.

As células foram tripsinizadas sempre que a placa atingia 70-80% de sua
confluéncia e o meio era trocado a cada 2-3 dias.

4.3 INDUGAO DE rBM-MSC COM BMP-7 IN VITRO

As células obtidas a partir das medulas foram cultivadas até que atingissem
70-80% de confluéncia e, entdo, submetidas ao processo de inducdo osteogénica in
vitro com 100 ng/ml de BMP-7. As células foram tratadas por 24h, 48h ou 7 dias e
entdo coletadas. Estas tiveram seu RNA isolado e posteriormente transcrito
reversamente para analise da expresséo génica por Q-PCR.

Para o implante in vivo, estas células foram tratadas por 20 dias com 100
ng/ml de BMP-7. O meio era renovado a cada 2-3 dias.

4.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO PARA INDUCAO DE DEFEITO DE
CALVARIA

Os animais foram submetidos a uma medicagdo pré-anestésica com injegao
intramuscular, com doses de acordo com Apolinario et al. (2011), de Cloridrato de
Ketamina (Dopalen®, Ceva, Paulinia, SP, Brasil) na dose de 50mg/kg associada a
Cloridrato de Xilazina (Anasedam®, Ceva, Paulinia, SP, Brasil) na dose de 20mg/kg.
Em seguida, foi realizada tricotomia do local do escalpo seguida da injecdo de
Cloridrato de Lidocaina (Lidovet®, Bravet, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 2% na dose
de 200ul/animal e foi exposta a calota craniana do animal por uma incisdo fronto-
parietal, como mostrado em esquema representativo da calota craniana de rato na
figura 1.
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Figura 1 — Esquema representativo do encéfalo de rato

Fonte: (FONOFF et al, 2006, modificado por RAMOS, C. C., 2013)
Legenda: O circulo em verde representa o local que seréa removida a calvaria em 6mm.

Com a utilizagao de aparelho de estereotaxia KOPF® (Figura 2 A) para manter
a imobilidade dos animais durante o periodo de cirurgia (Figura 3), utilizando Broca
Trefina 6 mm (Trephine, MK Life®) (Figura 2 B), e por raspagem dssea com broca
diamantada (Broca Ponta Diamantada Fava PM, Dental Protet®) (Figura 2 O
acoplados a um aparelho motor de alta rotagdo a 5 rpm, foi retirado completamente
6 mm da calvaria dos animais, como mostrado nas figuras 4 A e B para indugéo do
defeito de calvaria.



Figura 2 — Aparelho de Estereotaxia (A); Broca Trefina 6mm (B); Broca Ponta Diamantada (C)
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Foto: (RAMOS, C.C., 2014)
Fonte: Departamento de Fisiologia e Biofisica, Instituto de Ciéncias Biomédicas, USP
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Figura 3 — Exposicao da calvaria para localizagéo da area da cirurgia

Foto: (RAMOS, C.C., 2012)

Fonte: Instituto de Ensino e Pesquisa, Hospital Sirio Libanés

Legenda: Animal anestesiado e posicionado em equipamento de estereotaxia, apos inciséo fronto-
parietal, utilizando auxilio de afastador cirrgico para exposigao completa do local para remogéo da
calvaria.
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Figura 4 — Procedimento cirtrgico realizado no osso parietal dos ratos para remogdo de 6mm da

calvaria

Foto: (Ramos, C.C., 2014)

Fonte: Departamento de Fisiologia e Biofisica, Instituto de Ciéncias Biomédicas, USP

Legenda: Animal anestesiado e posicionado em equipamento de estereotaxia no momento da cirurgia
de retirada de 6 mm da calvaria utilizando broca Trefina acoplada a um aparelho motor de alta
rotac&o. Ao lado, o osso total retirado aumentado para ilustrago.
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4.5 IMPLANTE IN VIVO DE MSC e BMPs

Logo apds serem submetidos a retirada do elemento dsseo da calvaria em 6
mm, ainda no aparelho de estereotaxia, os animais foram submetidos a aplicacao de
1x10° de MSC pre-diferenciada in vitro com BMP-7, 10 uL de BMP-7 e 1x10° de
MSC associada a 10 yL de BMP-7 no momento da cirurgia.

Todos os animais dos grupos experimentais tiveram MSC elou BMP-7
adicionadas a 100 pL de colageno tipo 1 de cauda de rato.

Ainda, o grupo controle foi submetido apenas a aplicacdo de 100 pL de
colageno tipo 1 de cauda de rato.

No momento da cirurgia, os animais foram separados por 4 grupos

experimentais, como mostrado no quadro 1:

Quadro 1 — Divisdo de grupos experimentais

~ Quantidades aplicadas: -

100pL

colageno tipo 1

| 100pL 100 ng BMP-7
| colageno tipo 1

| 100pL

, 1x10° MSC 100 ng BMP 7
__| colageno tipo 1
| 100uL 1x10° MSC pré-

colageno tipo 1 diferenciada
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4.6 EXTRACAO E PURIFICACAO DE RNA

Para a extragéo e purificacdo do RNA foi utilizado o kit /llustra RNA Spin da
GE Healthcare.

As culturas de células foram mantidas nas placas de culturas até o momento
da extrac&o, quando foram lavadas 2 vezes com PBSA. O PBSA foi removido e 600
pl de solug&o de lise, contendo B-Mercaptoetanol foi adicionado & placa. O lisado
entdo pode ou ser congelado ou ser submetido ao restante do protocolo de
purificagéo, seguindo as instrugdes do fabricante. O RNA foi quantificado através da
absorbancia da amostra quando atingida por luz de comprimento de onda de
260 nm. O grau de pureza foi determinado através da razdo das medidas nos
comprimentos de onda a 260 a 280 nm, adotando-se os valores entre 1,8 e 2.0

como sendo de grau adequado de pureza.

4.7 SINTESE DE cDNA

O RNA total, resultante do item 4.6, foi utilizado como template para a sintese
de cDNA em uma reacéo de transcricdo reversa. Assim, foram preparadas as
reacoes contendo 2 pg de RNA total, extraido das culturas, 1 ul de Oligo dT 500
ng/ml (Ge Healthcare), 1 pyl de Random Primer 100 ng/ul e H,0 para um volume final
de 12 ul. As amostras foram incubadas a 75 °C por 10 min e, em seguida, adicionou-
se 14 yl de uma solugdo contendo 2 pl de DTT (Ditiotrietol) e 1 ug de RNAse QUT
40U/ul. Ap6s uma nova incubagdo de 2 min a 42 °C, foi adicionado 1 ul de enzima
Superscript 11l 200U/ul (Invitrogen).

A reagéo se deu durante uma incubagdo de 2 ha42°C e 2 h a 50 °C. Em
seguida, para inativacdo da enzima, a amostra foi incubada a 75 °C por 10 in.
Visando degradas o RNA, foi adicionado 1 ul de RNase H 5U/ul em cada tubo e os
tubos foram incubados por 37 °C por 30 min, e em seguida, a 75 °C por 10 min para
inativagdo da RNA. Posteriormente, as amostras foram diluidas em TE ou H,O Milli-
Q.
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48 CONFIRMAGCAO DA EXPRESSAO DIFERENCIAL POR PCR EM
TEMPO REAL (REAL-TIME PCR/Q-PCR)

Todas as reacbes foram realizadas em triplicata, contendo 3 pl do cDNA
diluido 30 vezes da amostra analisada, 3 ul de um mix dos primers Forward e
Reverse (2,4 uM cada) e 6 ul de Poer SYBR Green Dye. As reacOes de amplificacdo
e quantificagdo dos produtos formados foram realizadas no termociclador AB/ 7300
Real Time PCR (Applied Biosystems). Todas as reacdes foram montadas tomando-
se precaugOes para que a placa ndo pegasse particulas de sujeira, talco, etc, que
pudessem interferir na leitura dos dados.

4.9 CONFIRMAGAO DA EXPRESSAO DIFERENCIAL

Terminada a reagdo de Real-Time PCR, através do programa 7300 System
SDS Software (Applied Biosystems), foi definido manualmente um threshold que
estivesse na fase exponencial de amplificacdo do gene, sendo que a intersecgéo da
curva de amplificagdo com o threshold forneceu o Ct (Threshould cycle — o ciclo
onde a fluorescéncia se encontra estatisticamente acima do background) da amostra
analisada.

Foi utilizado um método de quantificagéo relativa para analisar os dados.
Assim, para cada cDNA analisado, eram realizadas duas reagles, sendo uma
utilizando primers para o gene analisado e outra utilizando primers para um controle
interno, e a diferencga entre os Cts dos dois genes foi definida como ACt.

Teoricamente, em uma reacdo de PCR a quantidade de produto formado é
duplicada a cada ciclo, portanto, a diferenca entre uma amostra analisada e uma
amostra de referéncia € dada pelo ganho em cada ciclo (2 vezes) elevado a
diferenca de ACt das duas amostras (Pfaffl, 2001 ). Entretanto, na pratica a eficiéncia
dos primers nao é sempre 100%, ou seja, ocorre um ganho menor que 2 vezes entre
cada ciclo de PCR, sendo que o valor da eficiéncia do primer deve ser considerado,

substituindo 2 pela eficiéncia do primer da amostra (E).
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4.10 MONITORAMENTO CLINICO DOS ANIMAIS

Realizamos exames radiograficos visando monitorar a evolugdo clinica dos

animais tratados e como método de diagnéstico complementar do tratamento.

4.10.1 Exame Radiogréfico

Os animais foram submetidos a exames radiogréaficos no Hospital Veterinario
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP aos 45 e 60 dias de pos-
operatorio, antes de serem submetidos a eutanasia, como forma de analise das
caracteristicas morfolégicas de crescimento.

Neste procedimento foi utilizado aparelhos radiogréficos Tecno-design® e
Ray-Tec® de 100 a 500 miliamperes (mA) para a captura das imagens em um
sistema digital computadorizado Fuji FCR CAPSULA X®.

Para melhor diagnéstico, as imagens foram obtidas em trés projecoes

especificas: latero-lateral (LL), latero-lateral obliqua (LLO) e dorso ventral (DV).

4.11 ANALISE HISTOLOGICA

Apos coleta da calvaria dos animais, o osso foi mantido em Paraformaldeido
4% (PFA) em geladeira durante 48 horas, lavado durante 30 minutos em agua
corrente e colocados em solugdo Ostemol (Merck CHemicals®, Alemanha) em
agitador a 80 rpm durante 5 dias. Apds, foram lavados novamente durante 30
minutos em &agua corrente o material foi desidratado em série de etandis em
concentragbes crescentes (de 70% a 100%).

A etapa da diafanizacao foi feita com duas imersdes em xilol e diafanizado em

Xilol, com posterior inclusdo em parafina liquida a 60°C (Histosec — Merck
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Chemicals®, Darmstadt, Alemanha) por 12 horas, confeccionando-se blocos
retangulares.

Apbs a inclusdo do material na parafina, os blocos contendo as amostras
foram cortados em micrétomo automético Leica RM2165 (Leica, Wetzear,
Alemanha) produzindo cortes de 4 um. Os cortes foram devidamente colocados sob
laminas histolégicas e deixados na estufa a 600C durante 2 horas para melhor
adeséo a lamina.

Em seguda, as laminas foram coradas ao método de hematoxilina-eosina
(HE) para analise estrutural do tecido d6sseo e cartilaginoso e picrosirius para
marcacao do colageno.

Apbs procedimentos de coloragdo, as laminas foram montadas com
Permount® (Fischer Scientific, Pittsburg, USA) e, posteriormente, fotomicrografias
foram obtidas com camera digital (AxioCam HCr, ZEISS) conectada a um
microscopio éptico (OLYMPUS, BX60) e feitas através do programa KS400 3.4 da
marca ZEISS, ano 2000.

4.11.1 Coloragdes

41111 Hematoxilina-Eosina

Os cortes obtidos foram mergulhados no xilol por 20 minutos, cada passagem
e em seguida, desidratados em séries crescentes de alcoois (70%, 80%, 90% e
100%). Apbs lavagem em agua corrente por 5 minutos os materiais foram corados
com hematoxilina (Merck CHemicals®, Darmstadt, Alemanha) por 1 minuto e o
material foi lavado em &gua corrente por 2 minutos para retirada do excesso de
hematoxilina. Logo em seguida, o material foi corado pela eosina (Merck
Chemicals®, Darmstandt, Alemanha) por 6 minutos. Para finalizagdo, o material
corado foi submetido a uma série de alcoois (80% a 100%), por 2 minutos cada e em
série de xiléis (I e Il) por 5 minutos cada.
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O material obtido foi montado em solugdo Permount (Fischer Schientific,
Pittsburgh, USA) e analisado através de microscopia de luz no microscépio Olympus
BX 60 acoplado a cdmera Axio CAM HRec.
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5 RESULTADOS

51 CELULAS-TRONCO DE MEDULA OSSEA DE RATO

As células-tronco utilizadas no tratamento do defeito de calvaria foram obtidas
da medula 6ssea do osso femoral de ratos.

Apos 7 dias de coleta das células-tronco da medula Ossea, ja podia ser
observado a formag&o de pequenas colénias (Figura 5), havendo pouca variacio de

tamanho entre elas.
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Figura 5 — Formagéo de coldnias de células de medula ¢ssea de rato apés 7 dias de cultivo

Foto: (RAMOS, C.C., 2013)

Fonte: Instituto de Quimica, USP

Legenda: Fotomicrografia do inicio da formacé&o de coldnias celulares CFU (do inglés Colony Forming
Unit) de células-tronco de medula dssea de rato mantidas e incubadas com 2% de CO, a 37°C. As
setas indicam onde ha maior formacéo, ao aumento 100x.

Apo6s dois meses de cultivo, as células de medula éssea de rato foram
cultivadas com suplementacdo de BMP, onde eram adicionados 30ul de BMP-7 a
cada 2-3 dias.

A figura 6 mostra a comparagao morfologia das células de medula dssea apoés
11 semanas com e sem adigdo de BMP-7, respectivamente (Figura 6 A e B), na qual
ambas apresentam caracteristicas fibroblastéide alongadas, pontiagudas e
fusiformes.
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Figura 6 — Comparagéo morfologica entre cultivo de células-tronco de medula 6ssea de rato com e
sem adicdo de BMP-7

Foto: (RAMOS, C.C., 2013)

Fonte: Nucel, HU, USP

Legenda: As imagens demonstram o cultivo de células-tronco de medula 6ssea de rato apés 11
semanas, sendo A: célula pré diferenciada in vitro com BMP-7 durante 2 semanas e B: sem
diferenciacéo induzida, ao aumento de 40x.
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5.2 ANALISE MACROSCOPICA

Apesar da exposicdo das meninges na realizacdo da lesdo, esta ndo sofreu
nenhum dano nos animais submetidos a raspagem 6ssea com broca diamantada,
diferente do que observado nos animais submetidos & les&o através da broca
Trefina.

Durante o periodo pés-operatério ndo foram observados sinais de
complicagbes neuroldgicas ou infecgdes, onde todos 0s animais permaneceram
conscientes, alertas e deambulando normalmente.

Ao 63° dia de poés-operatério os animais foram eutanasiados e foi retirado
totalmente a calota craniana dos animais para analises histoldgicas.

Nos animais tratados apenas com BMP-7, ndo foram vistos sinais
significativos de regeneragdo 6ssea. Pode-se observar uma membrana encobrindo
todo o local da lesdo, como demonstrado na figura 7.
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Figura 7 - Procedimento de retirada total de calvaria, evidenciando o defeito 6sseo apds 62 dias de
pos-cirargico nos animais tratados com BMP-7

Foto: (BRAGA, P.C.B.B., 2014)
Fonte: Departamento de cirurgia, FMVZ, USP
Legenda: Animal eutanasiado tratado com BMP-7. Local do defeito 6sseo parietal (A), demonstracao

do encéfalo integro (B) e apos retirada da calvaria para analise demonstrando les&o ap6s tratamento
(C).
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Nos animais tratados com a associagdo de BMP-7 e célula tronco de medula
Ossea de rato no momento da cirurgia de indugdo do defeito ésseo, foi possivel
observar a presenca de uma membrana mais espessa comparada com os animais

tratados apenas com BMP-7, como observado na figura 8.

Figura 8 — Procedimento de retirada total de calvaria, evidenciando o defeito 6sseo apo6s 62 dias de

pos-cirdrgico nos animais tratados com a associagdo de BMP-7 e MSC de medula 6ssea

de rato no momento da cirurgia

Foto: (RAMOS, C.C., 2014)

Fonte: Departamento de cirurgia, FMVZ, USP

Legenda: Animal eutanasiado tratado com associagdo de BMP-7 e MSC. Local do defeito 6sseo
parietal (A), demonstragdo do encéfalo integro (B) e apds retirada da calvaria para analise,
demonstrando lesdo ap6s tratamento (C).
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Nos animais tratados com célula-tronco de medula éssea de rato pre-
diferenciada in vitro com BMP-7, foi possivel notar uma maior regeneracéo da leséao

de defeito 6sseo, quando comparado com os outros grupos (Figura 9).

Figura 9 — Procedimento de retirada total de calvaria, evidenciando o defeito ésseo apds 62 dias de

po6s-cirurgico nos animais tratados com a associacdo de MSC de medula 6ssea de rato

pré-diferenciada com BMP-7

Foto: (BRAGA, P.C.B.B., 2014)

Fonte: Departamento de cirurgia, FMVZ, USP

Legenda: Animal eutanasiado tratado com MSC pré-diferenciada in vitro com BMP-7. Local do defeito
osseo parietal (A), demonstracdo do encéfalo integro (B) e apds retirada da calvaria para analise,
demonstrando lesdo apés tratamento (C).

Ainda, em todos os grupos, ndo foram encontrados sinais de lesbes

encefalicas decorrentes do procedimento para lesao de defeito de calvaria.
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5.2.1 Analise radiografica

Todos os exames radiograficos aqui representados foram realizados do 0sso
parietal de animais submetidos ao tratamento da lesdo de calvaria, onde pode ser
vistos em posicdes dorso-ventral (DV), latero-lateral (LL) e latero-lateral obliqua
(LLO).

Na figura 10 temos respectivamente resultados obtidos apos 60 dias de pos-
operatdrio onde, as figuras 10 A, B e C representam o animal tratado apenas com
BMP.

Na figura 10 A foi possivel observar a partir da vista dorso ventral uma area
de descontinuidade 6ssea na regido parietal, onde houve leséo. A figura 10 B, é
representada pelo mesmo animal em vista latero-lateral, onde também pode ser
observada descontinuidade Ossea da cortical. Na vista latero-lateral obliqua,
demonstrada na figura 10 C, ndo foi possivel observar com a mesma clareza que
nas imagens ao lado, ainda que do mesmo animal, o tamanho nem o tipo da les&o.

As figuras 10 D, E e F s&o radiografias do animal tratado com BMP-7
associada @ MSC no momento do procedimento cirurgico.

Os dados obtidos a partir da visdo dorso ventral, na figura 10 D mostraram,
ainda, a presenca de uma drea circunscrita de radio transparéncia e uma
descontinuidade dssea da cortical da regido parietal. O mesmo pode ser observado
nas figuras 10 E e F, na qual, na figura 10 F foi ressaltada a presenca de uma
colecdo gasosa na cortical.

Ainda, nas figuras 10 G, H e | os animais foram submetidos ao tratamento
com MSC de medula 6ssea pré-tratadas in vitro com BMP. Foi possivel observar na
Figura 16 G uma pequena drea de descontinuidade da cortical, com certa
radiopacidade, o que também pode ser observado claramente tanto na figura 10 H,
na viséo latero-lateral, quanto na vis&o latero-lateral obliqua, como mostra na figura
10 1.
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Figura 10 — Exames radiogréaficos correspondentes aos trés grupos de tratamento no 61° dia de pos-

operatério

DV LL LLO

BMP-7

BMP-7 + rBM-MSC
nao tratadas

rBM-MSC pré-
tratada in vitro
com BMP-7

Fonte: HOVET, FMVZ, USP

Legenda: Radiografias realizadas na seg&o de radiologia do Hospital Veterinario da FMVZ, USP,
onde mostram animais tratados com BMP-7 nas posigcdes dorso-ventral (DV) (A), latero-lateral (LL)
(B) e latero-lateral obliqua (LLO) (C); animais tratados com a associagdo de BMP-7 e MSC de medula
6ssea de rato (D, E e F), nas posigées DV (D), LL (E) e LLO (F) e de animais tratados com MSC de
medula 6ssea de rato pré diferenciadas in vitro com BMP-7 (G, H e 1) nas posi¢gdes DV (G), LL(H) e
LLO (I).
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5.3 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA EM rBM-MSC PRE-TRATADAS
COM NMP-7

As celulas foram cultivadas e tratadas como descrito anteriormente. Logo em
seguida tiveram seu RNA isolado e foi sintetizado o cDNA destas populagbes. Este
cDNA foi utilizado nos experimentos de Q-PCR para andlise da expressao génica de
genes importantes durante o processo de osteogénese. Foram avaliados os genes
Alp (Fosfatase Alcalina) e Osx (Osterix). Como controle interno foi utilizado a Beta-

Actina (B-Act), como demostrados nas figuras 11 e 12.

Figura 11 — Expressé&o Relativa do gene Alp (Fosfatase Alcalina)
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Fonte: Nucel, HU, USP
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Figura 12 — Expressao Relativa do gene Osx (Osterix)
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Fonte: Nucel, HU, USP

Podemos observar que a Fosfatase Alcalina demora um pouco mais a ter sua
expressao aumentada em relagdo ao controle (rBM-MSC). Atribuimos a inibicao das
primeiras 24 h de tratamento ao fato de que as células ainda estavam crescendo, ou
seja, a BMP durante as 24 primeiras horas atuou como fator de crescimento e ainda
nao induzira a osteogénese.

Quanto ao Osterix, ja nas primeiras 48 h o tratamento foi capaz de induzir a

expressao deste importante gene do processo de diferenciagéo de osteoblastos.
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5.4 ANALISE HISTOLOGICA

5.4.1 Microscopia de Luz

Os materiais coletados foram submetidos & microscopia de luz e coradas ao
método de HE.

Pelo método de HE observamos primeiramente as caracteristicas histologicas
do osso integro, onde foi visto a presenca de uma faixa periférica estreita mais clara
formada por uma matriz ndo calcificada, apresentando células mais afastadas com
presenca de vasos sanguineos e faixas mais coradas mais profundas,
demonstradas na Figura 13 A-D.
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Figura 13 — Fotomicrografias de histologia de calvaria ilesa, com coloragdo de hematoxilina-eosina

Foto: (RAMOS, C.C., 2014)

Fonte: Departamento de Cirurgia, FMVZ, USP

Legenda: Fotomicrografias da calvaria de rato sem lesédo parietal utilizando técnica de HE por
microscopia 6ptica. Aumento de 4x (A e B) e 40x (C e D)

Como pretendemos analisar o tipo de tecido resultante dos tratamentos
aplicados em cada grupo, o material coletado foi submetido a coloragao por HE.

Dessa forma, na figura 14 pode ser observado as caracteristicas histolégicas
do tratamento com BMP-7, onde ha presenca a algo semelhante a uma fina camada
de periosteo com a presenga de osteoblastos, porém sem matriz 6ssea calcificada
definida.
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Figura 14 — Fotomicrografia de corte histolégico apds tratamento de defeito ésseo de calvaria por
BMP-7

A B v._ y / ’.
e Yy
s . ”~
T o
P { ;,\ ¢ -
e £
B 1 b
R &
» 1 H ¥4 ‘
% ¥
N Mo e
i
5 - :
‘.’ 4 VRt " :
L2 L
{ , -
& & '
£ PS8
‘e %
¥
« 50
" J00m_ } ; T t e
" i . f
v Al of

Foto: (RAMOS, C.C., 2014)
Fonte: Departamento de cirurgia, FMVZ, USP
Legenda: Histologia de calvaria de rato ap6s 62 dias de aplicagado de BMP-7 em defeito 6sseo vista

por coloragdo de HE. Pode ser observada zona de proliferagao celular (seta) e auséncia de vasos.
Aumento de 4x (A) e de 60x (B).



Na figura 15, podemos observar cortes histolégicos feitos a partir do material
coletado dos animais submetidos ao tratamento de BMP-7 associada a MSC de
medula 6ssea de rato.

Foi observado uma regeneracdo mais acentuada em comparagdo com 0O
grupo tratado com BMP-7, originando-se a partir das bordas e do fundo da leséo
(Figura 15 A e B). Na parte central da les&o, ainda ndo houve formagéo de tecido

6sseo novo, porém ha presenca de atividade celular intensa (Figura 15 C e D).
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Figura 15 — Fotomicrografia de corte histolégico apés tratamento de defeito 6sseo de calvaria pela
associacdo de BMP-7 e MSC de medula 6ssea de rato
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Foto: (RAMOS, C.C., 2014)
Fonte: Departamento de cirurgia, FMVZ, USP

Legenda: Histologia de calvaria de rato ap6s 62 dias de aplicagédo de BMP-7 + MSC em defeito 6sseo

vista por coloracéo de HE. Pode ser observado crescimento de tecido 6sseo periférico (A e B) com
formacao fibrosa e tecido novo (C e D). Aumento de 10x (A e C), 40x (B e C).
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Na figura 16, podemos observar o efeito da célula-tronco de medula ¢ssea de
rato pré-tratada in vitro com BMP-7, onde houve uma regeneragdo mais
proeminente, quando comparado com 0s grupos anteriores.

Pode ser visto pela imagem que houve regeneragdo da fissura central do
osso parietal (Figura 16 A). A mesma caracteristica de crescimento periférico foi
observada, assim como no grupo tratado com BMP + MSC. Porém, ndo pode ser

observada a presenca de vasos sanguineos.
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Figura 16 — Fotomicrografia de corte histoloégico ap6s tratamento de defeito 6sseo de calvaria pela
aplicagcdo de MSC de medula 6ssea de rato pré-tratada in vitro com BMP-7

Foto: (RAMOS, C.C., 2014)

Fonte: Departamento de cirurgia, FMVZ, USP

Legenda: Histologia de calvaria de rato apés 62 dias de aplicagdo de MSC pré-tratada in vitro com
BMP-7 em defeito 6sseo vista por coloracido de HE. Pode ser visto a regeneracdo, em partes, da
fissura central do osso parietal (A), crescimento ésseo periférico e ao fundo da lesdo mais saliente (B)
com intensa mobilizagéo de osteoblastos em suas imediagdes (C e D). Aumento de 10x (A), 20x (B e
C), 60x (D).
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6 DISCUSSAO

Apesar do grande potencial de reparo do tecido 6sseo, em diversas situagdes
a regeneracao pode néo ser completa ou, ainda, ndo ocorrer de forma satisfatoria,
de acordo com as proporgdes do defeito. Devido a isso, a regeneracao ossea se
tornou alvo de estudos, onde sdo estudadas diversas maneiras e a que melhor
corresponde para cada tipo de lesdo ou perda éssea.

O uso de terapia celular com células-tronco para este fim tem tido resultados
imensamente satisfatorios. Autores afirmam que células-tronco mesenquimais de
medula ¢ssea transplantadas em tecido esquelético de camundongos foram
capazes de reparar e vascularizar tecido ésseo in vitro.

Além disso, € visto que a existéncia de osteoprogenitores na medula 0ssea,
asseguram que essas células sdo capazes de reparar defeitos dsseos em varios
modelos animais, como visto em caes (MANKANI, 2006), coelhos (MONTEIRO et
al., 2007), camundongos (MONTEIRO et al., 2011).

O modelo experimental utilizado destaca-se pela baixa capacidade
regenerativa dos ossos do cranio, permitindo avaliar alternativas reconstrutivas com
agentes que estimulam a reparacéo.

De acordo com Ferreira et al. (2004), onde foi estudado reparagao de defeito
0sseo, apenas defeitos maiores ou iguais a 0,8 cm de diametro sdo incapazes de
reparo espontaneo. Porém, devido a taxa de mortalidade resultante da lesdo de 8
cm realizadas pelo nosso grupo anteriormente, ficou estabelecido o tamanho do
defeito da les&o em 6 cm de didmetro para analise da regeneracao.

Assim, podemos sugerir que lesées de 6 cm de diametro ndo sao reparadas
espontaneamente no modelo utilizado neste trabalho, no qual, o grupo submetido a
aplicacao de BMP-7, nao apresentou regeneragao ossea ou formagado de edema
durante o periodo de avaliagéo este, de 60 dias.

A sequencia de eventos de BMP no reparo dsseo, como descrito por Urist et
al. (1965) foi caracterizada como uma sequencia equivalente a que ocorre durante a
cicatrizacdo 6ssea. Nelas, as células mesenquimais indiferenciadas migram para o
local de implantagdo onde ocorre proliferacdo, os condroblastos derivados das

células mesenquimais secretam componentes da matriz extracelular para formar a
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base cartilaginea. Esta base sera hipertrofiada e em seguida, ocorre o aparecimento
de osteoblastos e osteoclastos, onde ocorre a reabsor¢do da cartilagem e sua
substituigao por osso.

Com base nisso, foi feita a associagdo de células tronco mesenquimais de
medula 6ssea com BMP-7 pra avaliar a efetividade em relacéo ao cultivo celular in
vitro com BMP-7 ou a associagao destes no momento da indugéo da lesao.

Corroborando com os dados obtidos, um estudo feito por Chang et al. (2004),
onde foi feita associagéo in vitro de BMP-2 com MSC de medula éssea de coelho,
porém, com a indu¢do de adenovirus B-galactosidase, para defeito 6sseo em cranio
de coelhos se mostrou efetivo, resultou em regeneracao parcial ou completa.

Ainda, tambeém foi demonstrado por Del Carlo et al. (2007) que a associagio
de BMP com células mesenquimais indiferenciadas contribuiram para formacg&o
Ossea precoce e auto renovagdo na tibia de caes, onde esta causa o recrutamento
de células osteoprogenitoras para os locais da leso.

Os resultados observados sugerem que a associagdo da BMP-7 no momento
do procedimento cirurgico gerou uma leve reparagdo do defeito 6sseo, porém,
quando comparado aos animais do grupo em que receberam as células tronco pré-
diferenciadas in vitro com BMP, este Ultimo se mostrou mais efetivo.

As ceélulas-tronco de medula 6ssea foram escolhidas em razdo destas terem
demonstrado claramente multipotencialidade das populagdes, onde houve
aparecimento de varios tipos celulares durante a diferenciacdo destas, obtidas em
trabalhos anteriores pelo nosso grupo (LOJUDICE et al., 2008) e, ainda neste
trabalho, se evidenciaram de forma efetiva no tratamento do defeito 6sseo de
calvaria induzido, evidenciando o fato de que as células foram obtidas da mesma
espécime para nao haver nenhum tipo de rejeigéo ou resposta indesejada durante o
tratamento.

Com relacao a protocolos de descalcificacdo, estes nao se tornaram
necessarios, em fungdo de que o tecido utilizado, no caso, osso parietal de rato
adulto, se mostrou adequado para a técnica utilizada com Osteomol.

Ainda, a utilizacdo de ceélulas-tronco mesenquimal de medula Ossea
associadas ou ndo a BMPs necessita de uma melhor compreenséo para diversos
tipos de tratamentos, podendo trazer a melhora da saude e da qualidade de vida de

diversos pacientes que sofrem por lesées ou enfermidades 6sseas.
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CONCLUSAO

Através do presente trabalho, podemos concluir que:

O procedimento cirlrgico usando broca diamatada foi adequado para produzir
os defeitos nas calvarias murinas, ndo causando lesdes no sistema nervoso
dos animais.

O modelo proposto de regeneragdo ¢ssea foi adequado para avaliar a
resposta terapéutica de regeneragdo Ossea usando células-tronco
Mesenquimais de Medula Ossea (MSC - Mesenchymal Stem Cells) e
Proteina Morfogenética Ossea (BMP).

O cultivo e pré-diferenciagdo de MSC com BMP-7 produziu melhores
resultados que os outros tratamentos realizados, verificados pelos exames
macroscoépicos, de raio-x e histoldgicos.

A avaliagao do perfil de expressao génica das MSC pré-diferenciadas com
BMP-7 nos mostra que o tratamento foi capaz de induzir expressao de genes

importantes no processo de osteogénese in vitro.
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