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RESUMO

SOUZA, ATP. Efeitos das interacbes entre células-tronco mesenq uimais de
ratos saudaveis e com osteoporose, diabetes mellitu S ou hipertenséo arterial
na diferenciacdo osteoblastica e na regeneracdo de defeitos Osseos. Tese
(Doutorado). Ribeirdo Preto. Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, 2022. 244p.

O tecido 0sseo ao ser lesionado apresenta grande capacidade de regeneracao, que
pode ser comprometida por algumas doencas sistémicas como a osteoporose,
diabetes mellitus (DM) e hipertensao arterial (HA). Uma alternativa promissora para
tratar os danos causados ao reparo do tecido 6sseo pela presenca dessas doencas
consiste no uso da terapia celular com células-tronco mesenquimais (MSC, do Inglés
mesenchymal stem cells). No entanto, diversos aspectos necessitam ser
investigados para avaliar a eficacia dessa terapia para a regeneracdo de defeitos
0sseos nessas doencas. Nesse contexto, 0s objetivos desse estudo foram: 1) avaliar
in vitro o efeito da osteoporose, DM ou HA sobre o tecido 6sseo e diferenciacao
osteoblastica de MSC; 2) avaliar a influéncia de MSC de ratos saudaveis (SD-MSC)
sobre a diferenciacédo osteoblastica de MSC de ratos com osteoporose (ORX-MSC),
DM (DM-MSC) em meio normoglicémico ou hiperglicémico, ou HA (HA-MSC), e 3)
avaliar in vivo o efeito de injecdo local de SD-MSC para regenerar defeitos 0sseos
em calvaria de ratos com osteoporose, DM ou HA. Para isso, as MSC foram isoladas
a partir da medula 6ssea e avaliadas a proliferacdo celular, expressdo génica dos
marcadores osteoblasticos fator de transcri¢cdo relacionado ao runt 2 (Runx2), osterix
(Osx), fosfatase alcalina (Alp), sialoproteina 6Ossea (Bsp), osteocalcina (Oc),
osteopontina (Opn) e B-catenina (Ctnnb1), expressdo génica de marcadores das vias
de sinalizacdo das proteinas Osseas morfogenéticas (BMP, do Inglés bone
morphogenetic proteins), Wingless/Integrated (WNT) e integrinas (ITG, do Inglés
integrins), expressao proteica de ALP e OPN, atividade de ALP e formacao de matriz
extracelular mineralizada. Em seguida, foram criados defeitos nas calvarias dos
ratos com osteoporose, DM ou HA, e ap6s 2 semanas foram injetadas SD-MSC ou
veiculo (PBS-Controle). A permanéncia das células nos defeitos 6sseos foi avaliada
por bioluminescéncia utilizando células expressando luciferase. Decorridas 4
semanas da injecdo, a formacao de tecido 0sseo foi avaliada por microtomografia
computadorizada, andlise histologica e expressdo génica de marcadores
osteoblasticos. Os dados foram submetidos ao teste t ou analise de variancia, e o
nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05). As doencas prejudicaram o tecido
0sseo e diferenciacao osteoblastica de MSC. As SD-MSC promoveram recuperacao
parcial da diferenciagéo osteoblastica de ORX-MSC, DM-MSC e HA-MSC enquanto



as ORX-MSC né&o prejudicaram a diferenciacdo de SD-MSC, as DM-MSC
prejudicam pouco e as HA-MSC prejudicam ainda mais essa diferenciacdo. Nessas
interacdes houve modulacéo de genes das vias de sinalizacdo das BMP, WNT e ITG
em diferentes graus. As SD-MSC permanecerem nos defeitos de todas as doencas e
a terapia celular resultou em maior formagédo 0ssea comparada a injecdo de PBS
nos defeitos de animais com osteoporose e HA, mas ndo com DM. Os resultados
desse estudo sédo relevantes para o desenvolvimento de terapia celular com vistas a
regeneracao do tecido 6sseo em condi¢cdes adversas como a osteoporose, DM ou
HA.

Palavras-chave: célula-tronco mesenquimal, diabetes mellitus, hipertenséo arterial,
0SSO0, osteoporose, terapia celular.



ABSTRACT






ABSTRACT

SOUZA, ATP. Effects of interactions between mesenchymal stem c ells from
healthy rats and rats with osteoporosis, diabetes m ellitus, or arterial
hypertension on osteoblast differentiation and rege neration of bone defects.
Thesis (Doctor's Degree). Ribeirdo Preto. School of Dentistry of Ribeirdo Preto,
University of Sdo Paulo, 2022. 244f.

Bone tissue, when injured, has a great capacity for regeneration, which can be
compromised by some systemic diseases such as osteoporosis, diabetes mellitus
(DM), and arterial hypertension (AH). A promising alternative to treat the damage
caused to the repair of bone tissue by the presence of these diseases is based on
cell therapy with mesenchymal stem cells (MSC). However, several aspects need to
be investigated to evaluate the effectiveness of this therapy for the regeneration of
bone defects in these diseases. In this context, the aims of this study were: 1) to
evaluate in vitro the effect of osteoporosis, DM, or HA on bone tissue and osteoblast
differentiation of MSC; 2) to evaluate in vitro the influence of MSC from healthy rats
(SD-MSC) on osteoblast differentiation of MSC from rats with osteoporosis (ORX-
MSC), DM (DM-MSC) in normoglycemic or hyperglycemic medium, or HA (HA-MSC),
and 3) to evaluate in vivo the effect of local injection of SD-MSC to regenerate bone
defects in calvaria of rats with osteoporosis, DM or HA. For this, MSC were isolated
from bone marrow to evaluate cell proliferation, gene expression of osteoblast
markers runt-related transcription factor 2 (Runx2), osterix (Osx), alkaline
phosphatase (Alp), bone sialoprotein (Bsp), osteocalcin (Oc), osteopontin (Opn) and
B-catenin (Ctnnbl), gene expression of markers of BMP, WNT and ITG pathways,
ALP and OPN protein expression, ALP activity and mineralized extracellular matrix
formation. Then, defects were created in the calvaria of rats with osteoporosis, DM,
or HA, and after 2 weeks SD-MSC or vehicle (PBS-Control) were injected. Cell
permanence in bone defects was assessed by bioluminescence using cells
expressing luciferase. Four weeks post-cell injection, bone tissue formation was
evaluated by microcomputed tomography, histological analysis, and gene expression
of osteoblast markers. Data were submitted to the t test or analysis of variance, and
the significance level adopted was 5% (p<0.05). The three diseases impaired bone
tissue and osteoblast differentiation of MSC. SD-MSC promoted partial recovery of
osteoblast differentiation of ORX-MSC, HA-MSC, and DM-MSC while ORX-MSC did
not impair SD-MSC differentiation, DM-MSC partially impaired and HA-MSC impaired
even more this differentiation. In these interactions, there was modulation of genes of
bone morphogenetic proteins (BMP), Wingless/Integrated (WNT), and integrins (ITG)
signaling pathways at different levels. The SD-MSC remained in the defects of all



diseases and the cell therapy resulted in higher bone formation compared to the
injection of PBS in the defects of animals with osteoporosis and HA, but not with DM.
The results of this study are relevant for developing cell therapy aimed at
regenerating bone tissue in adverse conditions such as osteoporosis, DM, or HA.

Keywords: arterial hypertension, bone, cell therapy, diabetes mellitus, mesenchymal
stem cell, osteoporosis.
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com luciferase em defeitos 6sseos criados na calvdria de ratos com
osteoporose. O animal Controle, com auséncia de sinal, recebeu injecdo de
veiculo (PBS) no dia 1. Os dados estdo apresentados como média + desvio
(1= To [ = T () PP UPUURPP
Reconstrugdes microtomograficas tridimensionais (A,B) da calvéria de ratos
com osteoporose, tratados com injecdo de células-tronco mesenquimais
saudaveis (SD-MSC) ou veiculo (PBS) sem células (Controle), ao final de 4
1= 0 =T g P 1SRRI
Paradmetros morfométricos (A-F) do tecido 6sseo formado em defeitos
criados em calvaria de ratos com osteoporose, tratados com injecao de
células-tronco mesenquimais saudaveis (SD-MSC) ou veiculo (PBS) sem
células (Controle), ao final de 4 semanas. Asterisco (*) indica diferenca
estatisticamente significante (p<0,05). Os dados estédo representados como
média + desvio Padrao (N=12).....ccccvieiiiiei e
Microscopia de luz de defeitos ésseos criados em calvaria de ratos com
osteoporose, tratados com injecdo de células-tronco mesenquimais
saudaveis (SD-MSC) ou veiculo (PBS) sem células (Controle), ao final de 4
semanas. No centro dos defeitos tratados com células houve formacgéo
ossea. Em todos os grupos observou-se tecido 6sseo formado e a presenca
de tecido conjuntivo com fibras coldgenas desorganizadas e osteoblastos
alinhados lado a lado na superficie 6ssea (A-D, setas). A area de tecido
6sseo formado exibiu osso maduro e imaturo delimitados por uma linha de
cemento (C-F, ponta de seta). Hematoxilina e Eosina. setas: osteoblastos;
ponta de seta: linha de cemento; cm: canal medular; tc: tecido conjuntivo;
toi: tecido 6sseo imaturo; tol: tecido 6sseo lamelar; vs: vaso sanguineo.
Barrade escala: AeB=800um; Ce D =200 um; Ee F: 50 pyM......cccccuunnnnnn.
Expressédo génica de Runx2 (A), Osx (B), Alp (C), Bsp (D), Oc (E) e Opn (F)
das células do osso formado em defeitos de calvaria de ratos com
osteoporose, tratados com inje¢do de células-tronco mesenquimais
saudaveis (SD-MSC) ou veiculo (PBS) sem células (Controle), ao final de 4
semanas. Asterisco (*) indica diferenca estatisticamente significante
(p<0,05). Os dados estao representados como média + desvio padrao

Imagem ilustrativa da cocultura indireta de SD-MSC e DM-MSC cultivadas
nos insertos e pocos de placas de poliestireno em meio osteogénico
normoglicémico (A) ou hiperglicémico (B). As avaliacdes foram realizadas
nas células cultivadas nos pogos sob influéncia das células cultivadas nos
11T o (L PP PT R OTRPPURTPPRI
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Figura 2 3.

Figura 2 4.

Figura 2 5.

Figura 26.

Figura 2 7.

Figura 2 8.

Figura 2 9.

Figura 30.

Medidas dos niveis de glicose sanguinea de ratos tratados com STZ (DM) e

veiculo (NG). Os dados estédo representados como média + desvio padréo

Reconstrugdes microtomogréaficas tridimensionais de fémures de ratos
normoglicémicos (NG; A e B) e com diabetes mellitus (DM; C e D) apés 42
dias da injecao intraperitoneal de veiculo ou STZ, respectivamente................
Parametros morfométricos de fémures de ratos normoglicémicos (NG) e
com diabetes mellitus (DM) apés 42 dias da injecdo intraperitoneal de
veiculo ou STZ, respectivamente. Asterisco (*) indica diferenga
estatisticamente significante (p<0,05). Os dados estdo representados como
meédia + desvio PAArao (N=6).......ccccvvriiiiieiie e e e e aee s
Proliferacdo celular aos 3, 7 e 10 dias (A), atividade de fosfatase alcalina
(ALP) aos 7 e 10 dias (B) e formacdo de matriz extracelular mineralizada
aos 17 dias (C) em culturas de NG-MSC e DM-MSC cultivadas em meio
osteogénico normoglicémico. Letras e asteriscos (*) indicam diferenca
estatisticamente significante. Os dados estédo representados como média +
desvio padrao (N=5; P0,05) ...
Histogramas e porcentagem de DM-MSC cultivadas em meio de expansédo
normoglicémico expressando os marcadores de superficie CD29 (A), CD90
(B), CD31 (C), CD34 (D), CD44 (E), CD45 (F) e CD106 (G), assim como
células ndo incubadas com 0s anticorpos (H-1).........cvvvveeeiiiiiiciiiiiiineeee e
Proliferacéo celular aos 3, 7 e 10 dias de coculturas indiretas SD-MSC—SD-
MSC, DM-MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC,
cultivadas em meio osteogénico normoglicémico. Letras e asteriscos (*)
indicam diferenca estatisticamente significante. Os dados estdo
representados como média + desvio padrao (n=5; p<0,05)........ccccevcvvveeernnnnnn.
Expressdo génica relativa de Runx2 (A), Osx (B), Alp (C), Bsp (D), Oc (E),
Opn (F) e Ctnnbl (G) aos 7 e 10 dias, em coculturas indiretas SD-
MSC—SD-MSC, DM-MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-
MSC—SD-MSC, cultivadas em meio osteogénico normoglicémico. Letras e
asteriscos (*) indicam diferenca estatisticamente significante. Os dados
estdo representados como média + desvio padrdo (n=4; p<0,05).........cccceeenne
Expressédo proteica relativa de fosfatase alcalina (ALP) (A) e osteopontina
(OPN) (B) aos 10 dias, atividade de ALP aos 7 e 10 dias (C) e formacao de
matriz extracelular mineralizada aos 17 dias (D) em coculturas indiretas SD-
MSC—SD-MSC, DM-MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-
MSC—SD-MSC, cultivadas em meio osteogénico normoglicémico. Letras e
asteriscos (*) indicam diferenca estatisticamente significante. Os dados

estao representados como média + desvio padrdo (n=5; p<0,05).........ccceeene
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Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

Figura 36.

Histogramas e porcentagem de DM-MSC cultivadas em meio de expansédo
hiperglicémico expressando os marcadores de superficie CD29 (A), CD90
(B), CD31 (C), CD34 (D), CD44 (E), CD45 (F) e CD106 (G), assim como
células ndo incubadas com 0s anticorpos (H-1).........cccvvveeeiiiiiiciiiiiiieeeee s
Proliferacéo celular aos 3, 7 e 10 dias de coculturas indiretas SD-MSC—SD-
MSC, DM-MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC,
cultivadas em meio osteogénico hiperglicémico. Letras e asteriscos (*)
indicam diferenca estatisticamente significante. Os dados estdo
representados como média + desvio padrao (n=5; p<0,05)........ccccevcvvveeernnnnnn.
Expressdo génica relativa de Runx2 (A), Osx (B), Alp (C), Bsp (D), Oc (E),
Opn (F) e Ctnnbl (G) aos 7 e 10 dias, em coculturas indiretas SD-
MSC—-SD-MSC, DM-MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-
MSC—SD-MSC, cultivadas em meio osteogénico hiperglicémico. Letras e
asteriscos (*) indicam diferenca estatisticamente significante. Os dados
estdo representados como média + desvio padréo (n=4; p<0,05)...........cuee....
Expressédo proteica relativa de fosfatase alcalina (ALP) (A) e osteopontina
(OPN) (B) aos 10 dias, atividade de ALP aos 7 e 10 dias (C) e formacéo de
matriz extracelular mineralizada aos 17 dias (D) em coculturas indiretas SD-
MSC—-SD-MSC, DM-MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-
MSC—SD-MSC, cultivadas em meio osteogénico hiperglicémico. Letras e
asteriscos (*) indicam diferenca estatisticamente significante. Os dados
estdo representados como média + desvio padrdo (n=5; p<0,05).........ccceeene
Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde -
positivamente; vermelho - negativamente e preto - descartados) (A) e
diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes modulados (B), os
genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de BMP, entre DM-
MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC cultivadas em

meio osteogénico normoglicémico em comparacdo com SD-MSC—SD-

Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde -
positivamente; vermelho - negativamente e preto - descartados) (A) e
diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes modulados (B), os
genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de WNT, entre DM-
MSC—-DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC cultivadas em

meio osteogénico normoglicémico em comparacdo com SD-MSC—SD-
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Figura 37.

Figura 3 8.

Figura 3 9.

Figura 40.

Figura 41.

Figura 42.

Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde -
positivamente; vermelho - negativamente e preto - descartados) (A) e
diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes modulados (B), os
genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de ITG, entre DM-
MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC cultivadas em

meio osteogénico normoglicémico em comparacdo com SD-MSC—SD-

Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde -
positivamente; vermelho - negativamente e preto - descartados) (A) e
diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes modulados (B), os
genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de BMP, entre DM-
MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC cultivadas em

meio osteogénico hiperglicémico em comparacdo com SD-MSC—SD-

Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde -
positivamente; vermelho - negativamente e preto - descartados) (A) e
diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes modulados (B), os
genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de WNT, entre DM-
MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC cultivadas em

meio osteogénico hiperglicémico em comparacdo com SD-MSC—SD-

Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde -
positivamente; vermelho - negativamente e preto - descartados) (A) e
diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes modulados (B), os
genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de ITG, entre DM-
MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC cultivadas em

meio osteogénico hiperglicémico em comparacdo com SD-MSC—SD-

Imagens (A-E) e quantificacdo (F) do sinal de luminescéncia gerados pela
luciferina injetada nos dias 1, 3, 5 e 8 p0s injecao de SD-MSC transduzidas
com luciferase em defeitos 6sseos criados na calvaria de ratos com
diabetes mellitus (DM). O animal Controle, com auséncia de sinal, recebeu
injecdo de veiculo (PBS) no dia 1. Os dados estdo apresentados como
média £ desvio PAAra0 (NT6).......cuuiieeeiiiiiee e saee e
Reconstrugdes microtomograficas tridimensionais (A,B) da calvéria de ratos
com diabetes mellitus (DM), tratados com injecdo de células-tronco
mesenquimais saudaveis (SD-MSC) ou veiculo (PBS) sem células

(Controle), ao final de 4 SEMANAS.........c.cuuveiiieeee i
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Figura 4 3.

Figura 4 4.

Figura 4 5.

Figura 4 6.

Figura 4 7.

Figura 4 8.

Figura 4 9.

Figura 50.

Parametros morfométricos (A-F) do tecido 6sseo formado em defeitos
criados em calvaria de ratos com diabetes mellitus (DM), tratados com
injecdo de células-tronco mesenquimais saudaveis (SD-MSC) ou veiculo
(PBS) sem células (Controle), ao final de 4 semanas. Os dados estdo
representados como média + desvio padrao (n=12, p<0,05)......cccceecvvveeernnnnnn.
Microscopia de luz de defeitos 6sseos criados em calvaria de ratos com
diabetes mellitus (DM), tratados com injecdo de células-tronco
mesenquimais saudaveis (SD-MSC) ou veiculo (PBS) sem células
(Controle), ao final de 4 semanas. Em todos 0s grupos observou-se tecido
0sseo formado e a presenca de tecido conjuntivo com fibras colagenas
desorganizadas e osteoblastos alinhados lado a lado na superficie 6ssea
(A-D, setas). A area de tecido 6sseo formado exibiu osso maduro e imaturo
delimitados por uma linha de cemento (C-F, ponta de seta). Hematoxilina e
Eosina. setas: osteoblastos; ponta de seta: linha de cemento; cm: canal
medular; tc: tecido conjuntivo; toi: tecido 6sseo imaturo; tol: tecido 6sseo
lamelar. Barra de escala: Ae B =800 um; Ce D =200 um; E e F: 50 ym......
Expressdo génica de Runx2 (A), Osx (B), Alp (C), Bsp (D), Oc (E) e Opn (F)
das células do osso formado em defeitos de calvéria de ratos com diabetes
mellitus, tratados com injecdo de células-tronco mesenquimais saudaveis
(SD-MSC) ou veiculo (PBS) sem células (Controle), ao final de 4 semanas.
Asterisco (*) indica diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Os
dados estdo representados como média + desvio padrao (N=4)...............c......
Imagem ilustrativa da cocultura indireta de SD-MSC e HA-MSC cultivadas
nos insertos e pocos de placas de poliestireno em meio osteogénico. As
avaliagOes foram realizadas nas células cultivadas nos pogos sob influéncia
das células cultivadas NOS INSEIMOS...........eeeiiiiiiieeiiiiie e
Medidas da pressao arterial sistélica de ratos Wistar (NT) e SHR (HA). Os
dados estdo representados como média + desvio padrao (n=12)....................
Reconstrugdes microtomograficas tridimensionais de fémures de ratos
normotensos (NT; A e B) e com hipertenséo arterial (HA; C e D), apés 90
dias contados a partir da 42 semana de vida.............cccecviieiieiie e
Parametros morfométricos de fémures de ratos normotensos (NT) ou ratos
com hipertenséo arterial (HA), apds 90 dias contados a partir da 42 semana
de vida dos animais. Asterisco (*) indica diferenca estatisticamente
significante (p<0,05). Os dados estdo representados como média + desvio
(1o [ = T () PP UPUURPP
Proliferacdo celular aos 3, 7 e 10 dias (A), atividade de fosfatase alcalina
(ALP) aos 7 e 10 dias (B) e formacdo de matriz extracelular mineralizada
aos 17 dias (C) em culturas de NT-MSC e HA-MSC cultivadas em meio
osteogénico. Letras e asteriscos (*) indicam diferenca estatisticamente
significante. Os dados estdo representados como média + desvio padréo
(NZ5; PR0,05) ettt ettt e e e ar e aeaaaaeas
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Figura 51.

Figura 52.

Figura 5 3.

Figura 5 4.

Figura 5 5.

Figura 56.

Figura 57.

Histogramas e porcentagem de HA-MSC expressando os marcadores de
superficie CD29 (A), CD90 (B), CD45 (C), CD31 (D), CD34 (E), CD44 (F) e
CD106 (G), assim como células ndo incubadas com os anticorpos (H-I)........
Proliferacéo celular aos 3, 7 e 10 dias de coculturas indiretas SD-MSC—SD-
MSC, HA-MSC—HA-MSC, SD-MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-MSC
cultivadas em meio osteogénico. Letras e asteriscos (*) indicam diferenca
estatisticamente significante. Os dados estédo representados como média +
desvio padrao (N=5; P0,05) ...t
Expressédo génica relativa de Runx2 (A), Osx (B), Alp (C), Bsp (D), Oc (E),
Opn (F) e Ctnnbl (G) aos 7 e 10 dias, em coculturas indiretas SD-
MSC—SD-MSC, HA-MSC—HA-MSC, SD-MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-
MSC cultivadas em meio osteogénico. Letras e asteriscos (*) indicam
diferenca estatisticamente significante. Os dados estao representados como
média £ desvio padrao (N=4; P<0,05)......cceiiiiiiiiiieiiiiieie e sreee e
Expressdo proteica relativa de fosfatase alcalina (ALP) (A) e osteopontina
(OPN) (B) aos 10 dias, atividade de ALP aos 7 e 10 dias (C) e formacéo de
matriz extracelular mineralizada aos 17 dias (D) em coculturas indiretas SD-
MSC—SD-MSC, HA-MSC—HA-MSC, SD-MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-
MSC cultivadas em meio osteogénico. Letras e asteriscos (*) indicam
diferenca estatisticamente significante. Os dados estao representados como
média + desvio padrao (N=5; P<0,05)......cuuiiiiiiieeeeeiiiiiiiirr e e
Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde -
positivamente; vermelho - negativamente e preto - descartados) (A) e
diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes modulados (B), os
genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de BMP, entre HA-
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positivamente; vermelho - negativamente e preto - descartados) (A) e
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positivamente; vermelho - negativamente e preto - descartados) (A) e
diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes modulados (B), os
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Figura 5 8.

Figura 5 9.

Figura 60.

Figura 61.

Figura 62.

Imagens (A-E) e quantificacdo (F) do sinal de luminescéncia gerados pela
luciferina injetada nos dias 1, 3, 5 e 8 p6s injecdo de SD-MSC transduzidas
com luciferase em defeitos 6sseos criados na calvdria de ratos com
hipertensdo arterial (HA). O animal Controle, com auséncia de sinal,
recebeu injecdo de veiculo (PBS) no dia 1. Os dados estdo apresentados
como média £ desvio PAAra0 (N=6).....uiiieeeeeeiiiiiieeiee e e e e e
Reconstrugdes microtomograficas tridimensionais (A,B) da calvaria de ratos
com hipertensdo arterial (HA), tratados com injecdo de células-tronco
mesenquimais saudaveis (SD-MSC) ou veiculo (PBS) sem células
(Controle), ao final de 4 SEMANAS..........c.c.uuvviiieeee i
Paradmetros morfométricos (A-F) do tecido 6sseo formado em defeitos
criados em calvaria de ratos com osteoporose, tratados com injecao de
células-tronco mesenquimais saudaveis (SD-MSC) ou veiculo (PBS) sem
células (Controle), ao final de 4 semanas. Asterisco (*) indica diferenca
estatisticamente significante (p<0,05). Os dados estédo representados como
média + desvio Padrao (N=12).....ccccvieiiiiei e
Microscopia de luz de defeitos ésseos criados em calvaria de ratos com
hipertensdo arterial (HA), tratados com injecdo de células-tronco
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(Controle), ao final de 4 semanas. No centro dos defeitos tratados com
células houve formacdo O6ssea. Em todos os grupos observou-se tecido
osseo formado e a presenca de tecido conjuntivo com fibras colagenas
desorganizadas e osteoblastos alinhados lado a lado na superficie 6ssea
(A-D, setas). A area de tecido 6sseo formado exibiu osso maduro e imaturo
delimitados por uma linha de cemento (C-F, ponta de seta). Hematoxilina e
eosina. setas: osteoblastos; ponta de seta: linha de cemento; tc: tecido
conjuntivo; toi: tecido 6sseo imaturo; tol: tecido ésseo lamelar. Barra de
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Expressdo génica de Runx2 (A), Osx (B), Alp (C), Bsp (D), Oc (E) e Opn (F)
das células do osso formado em defeitos de calvaria de ratos com
hipertensdo arterial (HA), tratados com injecdo de células-tronco
mesenquimais saudaveis (SD-MSC) ou veiculo (PBS) sem células
(Controle), ao final de 4 semanas. Asterisco (*) indica diferenca
estatisticamente significante (p<0,05). Os dados estdo representados como
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INTRODUCAO

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo que exerce fun¢des importantes no
corpo, como locomocéao, suporte e protecédo dos tecidos moles, armazenamento de
calcio e fosfato e abrigo da medula 6ssea, que também atua como 6rgao enddcrino
regulador do metabolismo de energia e reproducao. Apesar de sua aparéncia inerte,
0 0sso é um 6rgdo altamente dinamico que é continuamente reabsorvido pelos
osteoclastos e formado pelos osteoblastos, enquanto os ostedcitos atuam como
mecanossensores e orquestradores desse processo de remodelacdo (FLORENCIO-
SILVA et al., 2014; BUCK; DUMANIAN, 2012). O tecido 6sseo é reconhecido por sua
capacidade regenerativa resultante de reacdes locais e sistémicas que restauram
sua fungcdo normal apds uma lesdo traumatica ou perdas por processos infecciosos
e/ou neoplasicos (BRYDONE et al., 2010). Contudo, esse processo nem sempre &
bem-sucedido e em aproximadamente 5% a 10% das fraturas estdo associadas ao
reparo 6sseo prejudicado, incluindo a ndo unidao (PANTELI et al., 2015; HAK et al.,
2014; GIORGIO CALORI et al., 2013). Esta resulta em resultados prejudiciais para o
paciente, exigindo um tratamento complexo, longo e com altos custos, e
frequentemente associado a morbidades (ANDRZEJOWSKI; GIANNOUDIS, 2019;
ZURA et al., 2015; DAHABREH et al., 2014; HANKENSON; ZIMMERMAN;
MARCUCIO; 2014).

Na pratica clinica, a reparacao 6ssea € ainda mais prejudicada na presenca
de alteracdes sistémicas (KHAN et al., 2005). Dentre as doencas sistémicas que
atuam de maneira negativa no tecido 6sseo e que acometem parcela importante da
populacdo mundial destacam-se a osteoporose, a diabetes mellitus (DM) e a
hipertenséo arterial (HA). As trés, por mecanismos diferentes, aumentam o risco e o
namero de fraturas, prejudicam o processo de reparo 0sseo e afetam a qualidade de
vida das pessoas acometidas por essas doencas (CAMPBELL et al., 2022; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2021; HAMADA et al., 2009; VESTERGAARD, 2007;
VON WOWERN et al., 2001, CAPPUCCIO et al., 1999).

A osteoporose é a doenca metabolica 6ssea mais comum, causada por
varios fatores. Essa doenga é caracterizada por uma diminuicdo da taxa de
formacdo e um processo continuo de reabsor¢cdo éssea, levando a reducdo da

densidade e deterioracdo da microarquitetura do tecido 6sseo (LI et al., 2015; WANG
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et al., 2013; MCCABE, 2007; ERBEN, 2001). Os 0ss0s se tornam mais porosos,
gerando fragilidade e aumentando o risco de fraturas. A perda Ossea ocorre
silenciosa e progressivamente ao longo do tempo e muitas vezes ndo ha nenhum
indicio ou sintoma até que ocorra a primeira fratura (INTERNATIONAL
OSTEOPOROSIS FOUNDATION, 2019; KRAHE, 2003; SANFILIPPO; BIANCHI,
2003; VON WOWERN, 2001; MANOLAGAS; JILKA, 1995). Segundo a International
Osteoporosis Foundation (2019), a partir dos 50 anos, 1 em cada 3 mulheres e 1 em
cada 5 homens sofrerdo pelo menos uma fratura em decorréncia da osteoporose
durante o restante de suas vidas.

Devido a menor prevaléncia nos homens, a osteoporose é mais estudada
em mulheres; porém, nos ultimos anos, em virtude de sua gravidade e das
consequéncias para a saude dos pacientes do sexo masculino, a osteoporose
nesses individuos também se tornou um problema de saude mundial (HANEY;
BLIZIOTES, 2008). Nos homens, o risco de fraturas em decorréncia da osteoporose
€ de 27%, maior do que o risco de desenvolvimento de cancer de prostata que é de
11,3% (COOLEY; JONES, 2001; MERRILL et al., 1997). No Brasil, a prevaléncia de
fraturas por fragilidade dssea, em decorréncia da osteoporose, entre homens com 40
anos ou mais é de 12,8% e o numero de homens que sofrem fraturas de quadril é de
24,2 mil por ano (INTERNATIONAL OSTEOPOROSIS FOUNDATION, 2019;
PINHEIRO et al., 2009).

A DM é uma doenca metabdlica cronica que resulta em altos niveis de
glicose no plasma sanguineo devido a uma deficiéncia na secrecdo de insulina pelo
pancreas, na a¢ao da insulina ou ambas. A maioria dos casos pode ser classificada
em dois grupos: DM tipos 1 e 2. Esta ultima corresponde a 95% dos casos de DM e
€ causada por fatores genéticos e ambientais. Entre os fatores ambientais
associados, estdo o sedentarismo e dietas ricas em gorduras (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2022; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2022).
Muito em funcdo desses fatores, a prevaléncia de DM no mundo esta aumentando.
De acordo com a International Diabetes Federation (2021) essa doenca pode ser
considerada um dos maiores problemas de saude global no século XXI. No Brasil,
aproximadamente 12,5 milhdes de pessoas sdo afetadas. No mundo, além dos
estimados 425 milhdes de adultos que atualmente tém DM, ha outros milhares com
tolerancia a glicose prejudicada, o que os coloca em alto risco de desenvolver a

doenca no futuro. Em 2045, estd previsto que o numero de pessoas com DM
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aumente para 693 milhdes, ou seja, 1 em cada 10 pessoas. Em relagdo ao género,
h&4 cerca de 17,1 milh6es de homens a mais do que mulheres com DM
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2021).

Dentre as varias complicacbes associadas a DM, estd o prejuizo a
regeneracao 0ssea, o que diminui a densidade mineral 6ssea, aumenta o risco de
fraturas e ocasiona varias desordens do sistema esquelético (KALAITZOGLOU et
al., 2016; JANGHORBANI et al., 2007). De fato, o risco de fraturas em pacientes
com DM é aproximadamente 5 a 7 vezes maior do que em pessoas ndo afetadas
pela doenca (YATURU, 2009; DUARTE et al.,, 2005). Estudo in vitro usando
osteoblastos primarios humanos, mostrou o efeito adverso da hiperglicemia na
funcdo osteoblastica, onde os niveis elevados de glicose resultaram em reducao da
funcdo das células osteoblasticas (LEVINGER et al., 2016). Além disso, a
hiperglicemia cronica diminui a proliferacao e funcdo dos osteoblastos, prejudicando
assim a formacdo da matriz éssea (JAVED; ROMANOS, 2009; GERDHEM et al.,
2005; VERHAEGHE et al., 1989).

A HA é considerada uma desordem multifatorial, envolvendo fatores
genéticos, ambientais e demograficos, e constitui um dos desafios mais importantes
para a saude em todo o mundo. A pressédo arterial normal do adulto é considerada
<130 mmHg quando o coragdo contrai (sistélica) e <80 mmHg quando o coracdo
relaxa (diastélica). Acima desses valores, a presséao arterial, pode ser considerada
elevada ou alta (BARROSO et al., 2021; WHELTON et al., 2018). Dados mostram
que 1 em cada 5 adultos sdo acometidos por essa desordem e as complicacdes
decorrentes da HA ocasionam 9,4 milhdes de mortes no mundo a cada ano
(CAMPBELL et al.,, 2022; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). Até 2025,
estima-se que mais de 1,5 bilhdo de pessoas tera HA (WORLD HEART
FEDERATION, 2022). No Brasil, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE) através da Pesquisa Nacional de Saude (2019), a prevaléncia
de HA considerando individuos com 18 anos ou mais foi de 23,9% em 2019,
aproximadamente 38,1 milhdes de pessoas, contribuindo direta ou indiretamente
para 50% das mortes por doencas cardiovasculares.

Além de ser a causa evitavel mais importante de doencas cardiacas e
acidentes vasculares cerebrais em todo o mundo, estudos clinicos em pacientes
hipertensos demonstraram que a pressao arterial elevada tem sido associada a

reducdo da densidade mineral 6ssea e consequentemente a um risco aumentado de
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fraturas (HONG et al., 2019; TSUDA; NISHIO; MASUYAMA, 2001; CAPPUCCIO et
al., 1999). A HA leva ao baixo turnover 6sseo, 0 que pode ser um dos mecanismos
da reducdo na massa 6ssea cortical e trabecular relacionada a esta doenca (HU et
al., 2021; BASTOS et al.,, 2010; FAZAN et al., 2006; WANG et al.,, 1993;
BARBAGALLO et al., 1991; IZAWA et al., 1985).

Ao longo do tempo, uma série de medicamentos foi aprovada para a
prevencao e/ou tratamento da osteoporose, DM e HA, assim como diversas terapias
tém sido propostas para o tratamento das fraturas, que constituem uma das
complicaces destas doencas. Dessa forma, é importante ter uma visdo abrangente,
ndo somente para as terapias existentes, como também para a investigacdo de
novas possibilidades terapéuticas objetivando a resolucéo de fraturas nos pacientes
acometidos por esses problemas sistémicos (TABATABAEI-MALAZY et al., 2017,
INTERNATIONAL OSTEOPOROSIS FOUNDATION, 2019). Nesse contexto, um
método promissor para promover a regeneracdo 6ssea, envolve a utilizacdo de
terapia celular a partir de células-tronco mesenquimais (MSC, do Inglés
mesenchymal stem cells) (BHARDWAJ; DEVI; MANDAL, 2015; MAKRIS et al.,
2015), j& que varios estudos tém mostrado os beneficios de MSC no tratamento de
diversas doencgas, como artrite reumatdide, lUpus eritematoso sistémico e doencas
cardiovasculares (KIM; CHO, 2015; ZAHER et al., 2014; EGGENHOFER et al.,
2014).

As MSC séo células indiferenciadas capazes de autorrenovacédo, com alta
taxa proliferativa e capacidade de diferenciacdo em células de diversos tecidos,
inclusive o 6sseo (SICCHIERI et al., 2012; BELOTI et al., 2012; DING; SHYU; LIN,
2011; AUGELLO; KURTH; DE BARI, 2010; SENSEBE; BOURIN, 2009; ANJOS-
AFONSO; SIAPATI; BONNET, 2004; PITTENGER et al., 1999). Dentre as MSC, as
derivadas da medula 6ssea sdo a fonte mais utilizada em estudos de regeneracéo
0ssea devido a suas maiores propriedades osteogénicas em comparacao a outras
fontes de MSC (FIDELES et al., 2019; MASHIMO et al., 2019). Sendo assim, essas
células poderiam favorecer a regeneracdo 6ssea, a0 menos em parte, por se
diferenciarem em osteoblastos, as células responsaveis pela formacdo do tecido
6sseo (JIANG, 2012; MAUNEY; VOLLOCH; KAPLAN, 2005).

As caracteristicas das MSC, que as tornam terapeuticamente relevantes,
podem ser alteradas pela osteoporose, DM e HA. Foi demonstrado que cada uma

dessas doencas afeta negativamente a diferenciagdo osteoblastica de MSC, com
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consequente redugao do seu potencial osteogénico (MANRIQUE et al., 2015; QIAN
et al., 2015; CURSINO, 2014; RODRIGUEZ et al., 1999). Portanto, a terapia celular
com vistas a regeneracao 0ssea nestas condicOes sistémicas, deve priorizar 0 uso
de células obtidas de um ambiente saudavel.

Héa evidéncias que indicam que os efeitos terapéuticos das MSC na terapia
celular se devem, entre outras coisas, a sua capacidade de modificar o
microambiente do hospedeiro e suas células, além da sua capacidade de
diferenciacdo e incorporacdo ao tecido do hospedeiro (SHAO; ZHANG; YANG,
2015). Neste contexto, é relevante entender como se da a interacdo entre MSC
saudaveis e aquelas encontradas em ambiente de osteoporose, de DM ou de HA,
principalmente no que se refere a diferenciacdo osteoblastica das MSC. Para tanto,
o0 uso de modelo de cocultura indireta se mostra adequado porque possibilita a
interacdo entre as células e ao mesmo tempo avalid-las separadamente e
determinar os mecanismos celulares relacionados a diferenciacdo osteoblastica que
poderiam estar envolvidos na interacdo entre as MSC. Dentre estes mecanismos
esta envolvido a modulacdo de genes das vias de sinalizacdo das proteinas 0sseas
morfogenéticas (BMP, do Inglés bone morphogenetic proteins), Wingless/Integrated
(WNT) e integrinas (ITG, do Inglés integrins), as quais participam ativamente do
processo de osteogénese e diferenciacdo osteoblastica (BRUNNER et al., 2018;
SONG et al., 2018; YUAN et al., 2018).

As BMP agem em células O0sseas principalmente através da via canonica
dependente de Caenorhabditis elegans Sma genes e Drosophila Mad, Mothers
against decapentaplegic (Smad) ligando-se a complexos heterodiméricos compostos
por receptores tipo | e tipo Il, que por sua vez promovem a fosforilacdo de proteina
Smadl/5/8. Essa Smad forma um complexo com Smad4, o qual é translocado para
0 nucleo e atua como fator de transcricdo induzindo a expressao de genes-alvos das
BMP (NICKEL; MUELLER, 2019). Na via canbnica de sinalizacdo WNT, os ligantes
WNT ligam-se aos receptores frizzled (Fzd) e aos co-receptores low-density
lipoprotein receptor-related protein 5 e 6 (Lrp5/6), que apds sua fosforilacéo ligam-se
a proteina Axin, formando um complexo com outras proteinas. Esse complexo inibe
a atividade da glycogen synthase kinase 3 beta (Gsk3B) e consequentemente a
fosforilacdo e degradacdo de B-catenina. Uma vez estabilizada, a B-catenina nao
fosforilada transloca-se para o nucleo, onde regula os fatores de transcricdo da

familia T cell-specific transcription factor/lymphoid enhancer-binding factor (Tcf/Lef)
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(CLEVERS; NUSSE, 2012). A fungédo das ITG é regulada através de mudltiplos
mecanismos, incluindo mudancas conformacionais e interagcfes proteina-proteina. A
interacdo nao covalente estavel entre 18 subunidades a e 8 subunidades B gera 24
heterodimeros de ITG funcionalmente distintos, a maioria dos quais contém a
subunidade betal. Enquanto algumas ITG, como alfaSbetal, interagem com um
namero limitado de ligantes da matriz extracelular, outras, como alfavbeta3 e
alfadbetal, possuem varios. Além disso, o mesmo ligante de matriz extracelular
pode ser envolvido com diferentes ITG e ativar vias alternativas de sinalizacdo como
as de BMP e WNT. Assim, a resposta biologica a estimulos ambientais é fortemente
influenciada por quais ITG sdo expressas e ativas na membrana plasmatica
(MORENO-LAYSECA et al., 2019).

Recentemente foi avaliada a viabilidade da terapia celular no reparo de
defeitos 0sseos de calvaria de ratos saudaveis (FREITAS et al., 2019a; FREITAS et
al., 2019b). O modelo experimental envolveu a criacdo de defeitos de 5 mm de
diametro em calvarias de ratos que receberam injecao Unica de veiculo (solucéo
salina tamponada com fosfato, PBS) ou de MSC isoladas a partir da medula 6ssea
ou tecido adiposo de ratos, 2 semanas ap6s a criacdo dos mesmos, com uma
concentracdo de 5 x 10° células, as quais ficaram concentradas no local da injecéo
por até 12 dias. Quatro semanas apos a injecdo (6 semanas apos a criacdo do
defeito), os animais foram mortos e as calvarias removidas para analises da
formacédo de tecido 0sseo. Enquanto os animais que receberam injecdo de PBS
apresentaram formacdo 6ssea reduzida, os animais que receberam a injecdo de
MSC exibiram expressiva formacdo 6ssea; no entanto, sem ainda apresentar a
regeneracao do defeito. De forma semelhante, a utilizacdo de osteoblastos isolados
da calvaria de ratos recém-nascidos ou MSC do ligamento periodontal de humanos
também ndo promoveram a regeneracdo, apesar de aumentar a formacao Ossea
(ADOLPHO et al., 2022; SOUZA et al., 2018). Os resultados desses estudos indicam
gue o modelo experimental utilizado € adequado a execucdo em ratos com
osteoporose, DM ou HA.

Com base na capacidade de MSC para reparar o tecido 6sseo, no efeito
prejudicial dessas doencas sobre a diferenciagdo de MSC e na exploragcéo ainda
incipiente da interacdo entre MSC obtidas de um modelo saudavel e MSC obtidas de
modelos com as condicfes sistémicas aqui descritas, formulamos as seguintes

hipéteses: 1) a interacdo entre MSC isoladas a partir da medula 6ssea de ratos
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saudaveis e MSC derivadas de medula éssea de ratos com osteoporose, DM ou HA
modula genes das vias de sinalizacdo celular especificas e, consequentemente,
afeta a diferenciacdo osteoblastica de ambas as populacbes de MSC, saudaveis e
doentes, quando crescidas em condi¢cdes osteogénicas e 2) MSC isoladas a partir da
medula 6ssea de ratos saudaveis podem favorecer, in vivo, 0 reparo de defeitos
0sseos criados em calvaria de ratos com osteoporose, DM ou HA.

O presente estudo pode contribuir futuramente para o desenvolvimento de
abordagens terapéuticas para tratar alteracbes 6sseas nos pacientes acometidos
por essas doencas, ja que fraturas em virtude da osteoporose, DM ou HA,
constituem um problema de saude global (CAMPBELL et al., 2022; BARROSO et al.,
2021; WORLD HEART FEDERATION, 2022; INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2021; INTERNATIONAL OSTEOPOROSIS FOUNDATION, 2019;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021; VESTERGAARD; REJNMARK;
MOSEKILDE, 2009; YATURU, 2009; DUARTE et al., 2005).
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OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial da terapia celular
através de injecao local de células-tronco mesenquimais para regenerar o tecido

0sseo em defeitos criados na calvaria de ratos com osteoporose, DM ou HA.
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CAPITULO 1 - EFEITOS DAS INTERACOES ENTRE CELULAS-T RONCO
MESENQUIMAIS DE RATOS SAUDAVEIS E COM OSTEOPOROSE NA
DIFERENCIACAO OSTEOBLASTICA E NA REGENERACAO DE DEF EITOS
OSSEOS

1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar in vivo o efeito da osteoporose sobre o tecido 6sseo.

» Avaliar in vitro o efeito da osteoporose sobre a diferenciacdo osteoblastica de
MSC.

* Avaliar in vitro a influéncia de MSC isoladas a partir da medula 6ssea de ratos
saudaveis jovens (SD-MSC) sobre a diferenciacao osteoblastica de MSC isoladas
a partir da medula éssea de ratos com osteoporose (ORX-MSC), e destas sobre a
diferenciacdo osteoblastica de SD-MSC, crescidas em condi¢bes osteogénicas,
utilizando um modelo de cocultura indireta.

» Avaliar in vivo o efeito de injecdo local de SD-MSC para regenerar o tecido 6sseo
de ratos com osteoporose, utilizando um modelo de defeito 6sseo criado em

calvaria.

1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Animais
A Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de

Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (FORP-USP) aprovou

todos os procedimentos realizados com animais neste trabalho, sob o protocolo n°

2018.1.30.58.8 (Anexo A). Para os experimentos foram utilizados ratos machos da

linhagem Wistar com aproximadamente 150-200 g e 4 semanas de vida. O niumero e

a distribuicdo de animais seguiram a descricao abaixo:

» 52 ratos para inducao da osteoporose através da cirurgia de orquiectomia (ORX),
dos quais: 6 animais foram utilizados para confirmar o efeito da osteoporose no
tecido 6sseo; 14 animais foram utilizados para obtencao e cultura de ORX-MSC; e
32 animais foram utilizados nos experimentos in vivo.

» 47 ratos para cirurgia ficticia (SHAM), dos quais: 6 foram utilizados como Controle

para confirmar o efeito da osteoporose no tecido 6sseo, 6 foram utilizados para
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obtencédo e cultura de MSC isoladas a partir da medula éssea (SHAM-MSC), 15
foram utilizados para obtengao e cultura de SD-MSC utilizadas nos experimentos
de cocultura indireta e 20 foram utilizados para obtencdo e cultura de SD-MSC

para injecdo local nos defeitos 6sseos criados nos ratos com osteoporose.

1.2.2 Inducao da osteoporose

A osteoporose foi induzida através da cirurgia de orquiectomia bilateral
(Figura 1). Para isso, os animais foram anestesiados através de injecao peritoneal
com solugcdo anestésica de xilazina (Coopazine, Agibrands, Brasil) - sedativo,
analgésico e relaxante muscular - e ketamina (Dopalen, Agibrands) - anestésico
geral - na proporcao de 6 mg/kg de peso corporal de xilazina e 75 mg/kg de peso
corporal de ketamina. Foi também realizada analgesia pré-operatéria com 2,5 mg/kg
de flunixina meglumina (Banamine, Schering-Plough, Brasil). Em seguida, foi
realizada tricotomia e antissepsia com solucdo aquosa de digluconato de clorexidina
2% (Riohex, Rioquimica, Brasil) na regido escrotal e a orquiectomia foi realizada
conforme técnica descrita por Zarrow et al. (1964), onde uma incisdo mediana foi
feita na regido anterior da bolsa escrotal, seguida de abertura da tunica vaginal e
exteriorizacdo dos testiculos. Posteriormente, os funiculos espermaticos foram
ligados com fio de seda 4-0 (Ethicon, Brasil) e seccionados na altura do canal
deferente. Os testiculos e os epididimos foram entdo removidos e a pele da bolsa
escrotal suturada com fio mononylon 4-0 (Ethicon). Como Controle, 6 animais foram
submetidos a cirurgia ficticia de orquiectomia (SHAM), através de incisdo na bolsa
escrotal com exposicdo dos testiculos seguida de sutura. Ao fim dos procedimentos
cirdrgicos, todos os animais foram medicados com dose Unica de flunixina
meglumina (10 mg/100 g de peso corporal) (Schering-Plough) e dose Unica de
solucdo de antibidticos contendo benzilpenicilina benzatina (156.000 UI/100 g de
peso corporal), benzilpenicilina procaina (78.000 UI/100 g de peso corporal),
benzilpenicilina potassica (78.000 UI/100 g de peso corporal), diidroestreptomicina
base (sulfato) (65 mg/100 g peso corporal) e estreptomicina base (sulfato) (65
mg/100 g peso corporal) (Pentabiotico, Fort Dodge, Brasil). Os animais foram
mantidos no biotério em namero de 3 por caixa por 90 dias, apds os quais o tecido
0sseo esta afetado pela doenca (CHIN; IMA-NIRWANA, 2015). Durante esse
periodo, os animais receberam racdo e agua sem restricdes ou limite e ficaram sob
monitoramento constante, sendo feita a limpeza das caixas, com troca da
maravalha, trés vezes por semana.
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Figura 1. Cirurgia de orquiectomia bilateral para inducéo de osteoporose. A} Tricotomia e antissepsia.
B) Incisdo mediana na regidao anterior da bolsa escrotal. C) Divulsdo. D) Exteriorizacao do testiculo
direito. E) Pincamento dos funiculos espermaticos. F) Ligadura. G) Seccdo na altura do canal
deferente. H) Sutura final e testiculos direito e esquerdo removidos.
1.2.2.1 Andlise microtomogréfica e morfométrica do tecido 6sseo dos fémures

de ratos com osteoporose e SHAM

Ao final de 90 dias apés os procedimentos cirargicos, foi realizada a
eutanasia dos animais ORX e SHAM com dose excessiva de tiopental sodico 1%
(Thiopentax, Cristalia, Brasil) na dosagem de 100-120 mg/Kg associado a lidocaina
2% (Lidovet, Bravet, Brasil) na dosagem de 1 mg/Kg, via intraperitoneal. Em
seguida, os fémures foram removidos e submersos em solugdo de formol
tamponado 10% (pH=7) (Merck, Alemanha) por 48 horas para fixacdo tecidual. Apos
esse periodo, os fémures foram escaneados no microtomoégrafo SkyScan 1172
(Bruker, Bélgica). O escaneamento de alta resolucédo foi realizado através da fonte
de raios-X de 100 kV detectados por uma camera de 11-megapixels com resolugéo
de até 1 um. Ao final, o software NRecon (versdo 1.15.4.0, Bruker) foi utilizado para
obtencdo de projecdes tomogréficas bidimensionais (2D) e reconstrucdes
tomograficas tridimensionais (3D). Por sua vez, o software CT Analyser (Ctan)
(vers@o 1.15.4.0, Bruker) foi utilizado para realizar a analise morfométrica e obtencao
dos seguintes parametros: volume ésseo (BV, do Inglés bone volume), volume
0sseo/volume total (BV/TV, do Inglés bone volume/total volume), superficie 6ssea
(BS, do Inglés bone surface), espessura trabecular (Tb.Th, do Inglés trabecular
thickness), numero trabecular (Th.N, do Inglés trabecular number), separacéo
trabecular (Th.Sp, do Inglés trabecular separation), densidade de conectividade
(Conn.D, do Inglés connectivity density) e densidade mineral 6ssea (BMD, do Inglés
bone mineral density).
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1.2.3 Efeito da osteoporose sobre a diferenciacdo o steoblastica de MSC

1.2.3.1 Obtencgéao e cultura de SHAM-MSC e ORX-MSC

Para avaliar o efeito da osteoporose sobre a diferenciacdo osteoblastica de
MSC, SHAM-MSC e ORX-MSC foram isoladas da medula 6ssea de fémures de
ratos SHAM e ORX, respectivamente. A eutanasia dos animais foi realizada como
descrito no item 1.2.2.1 e os fémures foram retirados e transportados em solucéo
contendo meio essencial minimo modificacdo alfa (a-MEM) (Gibco-Life
Technologies, EUA), 500 pg/mL de gentamicina (Gibco-Life Technologies) e 3 g/mL
de fungisona (Gibco-Life Technologies). Os fémures foram levados ao fluxo laminar
e realizada antissepsia sequencial com alcool 70% e solugédo aquosa de digluconato
de clorexidina 2% (Riohex, Rioquimica) durante 1 minuto durante o qual foram
removidos os tecidos moles remanescentes. Em seguida, as epifises foram cortadas
e 0 canal medular exposto foi irrigado copiosamente com meio de expansao celular
para extragdo da medula 6ssea de seu interior. O meio de expansdo é composto por
a-MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco-Life Technologies), 50
png/mL de gentamicina (Gibco-Life Technologies) e 0,3 pg/mL de fungisona (Gibco-
Life Technologies). As medulas 6sseas de ratos SHAM e ORX foram transferidas
separadamente para frascos de 75 cm? (Corning Incorporated, EUA) para cultura de
SHAM-MSC e ORX-MSC, respectivamente. O cultivo foi realizado durante 7 dias
para permitir a selecdo de MSC por aderéncia ao poliestireno e obtencao de células
em namero suficiente para a realizacdo dos experimentos. Durante esse periodo, as
células foram mantidas a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO, e
95% de ar atmosférico e o meio de cultura foi trocado a cada 48 horas.

1.2.3.2 Diferenciagao osteoblastica de SHAM-MSC e O RX-MSC

Apés 7 dias, quando as culturas atingiram subconfluéncia, o meio de
expansdao foi removido e as células aderidas foram desprendidas pela acdo de uma
solucdo contendo tripsina 0,25% (Gibco-Life Technologies), 1,3 mg/mL de
colagenase do tipo Il (Gibco-Life Technologies) e EDTA 1 mM (Gibco-Life
Technologies), o que permitiu a obtencdo de uma suspensdo de células. Em
seguida, SHAM-MSC e ORX-MSC foram plaqueadas em placas de poliestireno de

24 pocos contendo meio de expansdo na densidade de 10* células/poco. Apds 2
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dias, tempo necessario para aderéncia celular, o meio de expansao foi substituido
por meio osteogénico para induzir a diferenciacdo osteoblastica e as células foram
cultivadas por até 17 dias. O meio osteogénico € composto por meio de expansao
suplementado com 5 pg/mL de acido ascorbico (Gibco-Life Technologies), beta-
glicerolfosfato 7 mM (Sigma-Aldrich, Alemanha) e dexametasona 107 M (Sigma-
Aldrich). Durante a diferenciagdo osteoblastica, as respostas celulares avaliadas
foram: proliferacdo celular, atividade de fosfatase alcalina (ALP) e formacédo de
matriz extracelular mineralizada. As células foram mantidas e o meio de cultura foi

trocado nas mesmas condigbes como descrito no item 1.2.3.1.

1.2.3.2.1 Proliferacdo de SHAM-MSC e ORX-MSC

A proliferacdo celular foi determinada aos 3, 7 e 10 dias de cultura pelo
ensaio colorimétrico MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]}.
O MTT avalia as células viaveis metabolicamente ativas através da atividade de
desidrogenases mitocondriais. A reducdo do MTT (um sal de coloracdo amarela e
soluvel em agua) em cristais de formazan (de cor purpura) por essas enzimas é
diretamente proporcional a atividade mitocondrial e, consequentemente, a
viabilidade celular (Mosmann, 1983). Para este ensaio, 0 meio de cultura foi
removido dos pogos e estes foram lavados com PBS (Gibco-Life Technologies)
aguecido previamente a 37°C, preenchidos com 1 mL de solu¢do contendo meio de
cultura e MTT 10% (5 mg/mL) e incubados a 37°C durante 4 horas. ApOs esse
periodo, a solucdo foi removida e os cristais aparentes foram solubilizados com
solucdo de isopropanol acido composta de &cido cloridrico 0,04 N (HCI, Merck) em
isopropanol (Merck), na propor¢céo de 1 mL por poco. As placas foram agitadas por 5
minutos e uma aliquota de 150 uL de cada poco foi transferida para uma placa de
poliestreno de 96 pocgos. A absorbancia foi avaliada por meio de um
espectrofotometro pQuant (BioTek Instruments Inc., EUA) utilizando o comprimento
de onda de 570 nm. Os dados foram obtidos em quintuplicata (n=5) e expressos

como absorbancia.

1.2.3.2.2 Atividade de ALP em SHAM-MSC e ORX-MSC
A atividade de ALP foi determinada ao final de 7 e 10 dias de cultura, através
de um kit comercial (Labtest Diagnostica, Brasil). A ALP do lisado das amostras

hidrolisa o substrato timolftaleina monofosfato do kit e ocorre a liberacdo de
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timolftaleina, que possui cor azul em meio alcalino e esta coloracdo é diretamente
proporcional a atividade enzimética. Para este ensaio, 0 meio de cultura foi removido
dos pocos e estes foram lavados com PBS (Gibco-Life Technologies) aquecido
previamente a 37°C. Para promover a lise celular, foi adicionado 1 mL de solucéo de
lauril sulfato de sédio 0,1% (Sigma-Aldrich) em cada poco, durante 30 minutos, a
temperatura ambiente. Durante esse periodo, 50 uL de timolftaleina monofosfato
foram misturados com 0,5 mL de tampéao dietanolamina 0,3 M, pH 10,1 em tubos de
vidro, e deixados por no minimo 2 minutos a 37°C. Apos o tempo de lise celular, uma
aliquota de 50 pL da amostra lisada foi adicionada nos tubos contendo esta solucéo,
0s quais foram mantidos a 37°C por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 2
mL de uma solucdo de carbonato de sédio 0,09 M (Na,COg3, Merck) e hidroxido de
sédio 0,25 M (NaOH, Merck) para o desenvolvimento da coloracdo e uma aliquota
de 150 pL de cada tubo foi transferida para uma placa de poliestireno de 96 pogos. A
absorbancia foi medida em espectrofotbmetro pQuant (BioTek Instruments Inc.)
utilizando comprimento de onda de 590 nm. Os dados foram obtidos em
guintuplicata (n=5), corrigidos pelo padrdo disponibilizado pelo fabricante e
normalizados pelo conteudo de proteina total, determinado nos mesmos lisados pelo
método de Lowry et al. (1951) e expressos como pmol de timolftaleina/h/mg de
proteina.

1.2.3.2.3 Formacao de matriz extracelular mineraliz ada por SHAM-MSC e ORX-
MSC

A formag&o de matriz extracelular mineralizada foi detectada por coloragéo
dos sais de calcio com vermelho de alizarina S (Sigma-Aldrich) aos 17 dias de
cultura. O meio de cultura foi removido dos pocos e adicionados 2 mL de formalina
10% em cada pogo por no minimo 24 horas, para fixacao celular. Apés esse periodo,
a solucdo de fixacdo foi removida e as amostras foram desidratadas em série
crescente de alcoois (30, 50, 70 e 100%). Em seguida, foram coradas com vermelho
de alizarina S (Sigma-Aldrich) 2%, pH 4,2, a temperatura ambiente por 15 minutos,
lavadas com &agua bidestilada corrente e deixadas a temperatura ambiente até
secagem completa. As culturas foram entédo fotografadas com méaquina digital Nikon
D3200 (Nikon, Japao) e as imagens foram processadas utilizando o software Adobe
Photoshop (Adobe Systems Incorporated Inc., EUA). A quantificacdo da formacéo de

matriz extracelular mineralizada foi realizada pela extracdo do calcio, de acordo com
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método descrito previamente (Gregory et al., 2004). Para tanto, 280 uL de acido
acético 10% foram adicionados em cada poco a temperatura ambiente por 30
minutos sob agitacdo. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas com auxilio
de uma ponteira plastica e a solugéo foi transferida para tubos de 1,5 mL, os quais
foram agitados em vortex durante 30 segundos. Apds isso, 0s tubos foram
aguecidos a 85°C durante 10 minutos e transferidos para recipiente contendo gelo
picado, onde permaneceram por mais 5 minutos. Os tubos foram entdo
centrifugados a 13000 g por 20 minutos e 100 pL do sobrenadante de cada tubo
transferidos para uma placa de poliestireno de 96 pocos (Corning Incorporated).
Para neutralizar o acido, foram adicionados 40 pL de hidroxido de aménia 10% em
cada poco. A absorbancia foi medida em espectrofotometro pQuant (BioTek
Instruments Inc.) utilizando comprimento de onda de 405 nm. Os dados foram

obtidos em quintuplicata (n=5) e expressos como absorbancia.

1.2.4 Efeito de SD-MSC na diferenciacéo osteoblasti ca de ORX-MSC e de ORX-
MSC na diferenciacéo osteoblastica de SD-MSC

1.2.4.1 Obtencéo e cultura de SD-MSC e ORX-MSC

SD-MSC e ORX-MSC foram isoladas da medula éssea de fémures de ratos
saudaveis jovens e ORX, respectivamente, sendo o0s saudaveis jovens com
aproximadamente 4 semanas de vida e 150-200 g. As células foram obtidas e
cultivadas como descrito no item 1.2.3.1. Em seguida, foram caracterizadas como
MSC por citometria de fluxo e utilizadas nos experimentos de cocultura. SD-MSC
foram também utilizadas nos experimentos para avaliar o reparo de defeitos de

calvaria de ratos com osteoporose.

1.2.4.1.1 Caracterizacdo de SD-MSC e ORX-MSC por ci tometria de fluxo

ApoOs 7 dias, quando as culturas atingiram subconfluéncia, o meio de
expansao foi removido e obtida suspenséao de células, como descrito no item 1.2.3.2.
Para caracterizagao por citometria de fluxo, SD-MSC e ORX-MSC foram transferidas
para tubos na concentracéo de 5x10° células por tubo e incubadas, separadamente,
por 30 minutos em auséncia de luz, com 0s anticorpos primarios especificos para
marcadores de superficie caracteristicos de MSC anti-CD29, anti-CD44, anti-CD90,

e anti-CD106; para marcador endotelial anti-CD31; e para marcadores
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hematopoiéticos anti-CD34 e anti-CD45 (B&D Biosystems, EUA), os quais foram
conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou ficoeritrina (PE-A). Em
seguida, as células foram lavadas e homogeneizadas em 2 mL de PBS (Gibco-Life
Technologies) e os tubos foram centrifugados a 2000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e adicionados as células 500 pL de solugcdo de
formaldeido (Merck) diluido a 1% em PBS (Gibco-Life Technologies). Os tubos foram
estocados a 4°C ao abrigo da luz, até o momento de leitura no fluxo FACSCanto™
(B&D Biosystems), onde as leituras foram feitas a cada 10 mil eventos.

1.2.4.2 Cocultura indireta de SD-MSC e ORX-MSC e di ferenciacao osteoblastica
Apés 7 dias, quando as culturas atingiram subconfluéncia, o meio de
expansao foi removido e obtida suspenséao de células, como descrito no item 1.2.3.2.
As células foram cultivadas em modelo de cocultura indireta utilizando insertos com
filtros porosos de 0,4 um (Transwell, Corning Incorporated). Inicialmente, SD-MSC e
ORX-MSC foram plaqueadas em placas de poliestireno de 24 pocos ou insertos
contendo meio de expansdo com densidades de plaqueamento de 10* células, de
forma que os tipos celulares foram cultivados tanto nos insertos como
separadamente no fundo dos pocos. Para permitir sua aderéncia, as células foram
mantidas separadas durante 2 dias. Apds esse periodo, foi realizada a cocultura
indireta substituindo 0 meio de expansado por meio osteogénico para induzir a
diferenciacéo osteoblastica. Os controles foram SD-MSC e ORX-MSC cocultivadas
em meio osteogénico tanto no inserto quanto no poco, de forma que as coculturas
formadas foram SD-MSC—SD-MSC, ORX-MSC—ORX-MSC, SD-MSC—ORX-MSC
e ORX-MSC—SD-MSC (Figura 2). Para avaliagdo das respostas celulares os
insertos foram descartados e as células dos pogos foram submetidas as seguintes
avaliacdes: proliferacao celular, expresséao génica de marcadores osteoblasticos por
PCR em tempo real, expressao proteica de marcadores osteoblasticos por western

blot, atividade de ALP e formacé&o de matriz extracelular mineralizada.

inserto '—_"\ I_ _\ I_ _\ I_ _\ I_
\ \ \

SD-MSC ORX-MSC SD-MSC ORX-MSC
filtro poroso 0EEEE OEEEE OEEEE OEEEE
(0,4pm)_—> EEEEEEN EEEEEEN EEEEEEN EEEEEEN céIUIas
SD-MSC ORX-MSC ORX-MSC SD-MSC .
pogo OEEEE CEREEE avaliadas

Figura 2. Imagem ilustrativa da cocultura indireta de SD-MSC e ORX-MSC cultivadas nos insertos e
pocos de placas de poliestireno em meio osteogénico. As avaliagdes foram realizadas nas células
cultivadas nos pocos sob influéncia das células cultivadas nos insertos.
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1.2.4.3 Proliferagéo de SD-MSC e ORX-MSC em cocultu ra indireta
A proliferagdo de SD-MSC e ORX-MSC foi determinada aos 3, 7 e 10 dias
de cocultura indireta pelo ensaio colorimétrico MTT seguindo 0 mesmo protocolo

experimental descrito no item 1.2.3.2.1.

1.2.4.4 Avaliacdo da expressdo génica de marcadores  osteoblasticos por PCR

em tempo real de SD-MSC e ORX-MSC em cocultura indi  reta

Ao final de 7 e 10 dias de cocultura indireta, foi avaliada a expressao génica
do fator de transcricdo relacionado ao runt 2 (Runx2), osterix (Osx), Alp,
sialoproteina 0ssea (Bsp), osteocalcina (Oc), osteopontina (Opn) e [(-catenina
(Ctnnbl) em SD-MSC e ORX-MSC por PCR (do Inglés polymerase chain reaction)
em tempo real. O RNA total foi extraido das amostras por meio do kit SV Total RNA
Isolation System (Promega, EUA), de acordo com especificagdes do fabricante e sua
integridade foi determinada por meio de eletroforese microfluidica utilizando o
aparelho Bioanalyzer 2100 Agilent e RNA 6000 Nano Chips (Agilent Technologies,
EUA), também de acordo com as especificacdes do fabricante. Para quantificacdo
do RNA total, 1 pL de cada amostra foi lido no aparelho NanoVue (GE Healthcare,
EUA) e 1 pg da amostra foi utilizada para confeccao da fita de DNA complementar
(cDNA) no termociclador Mastercycle Gradient (Eppendorf, Alemanha) por meio de
reacao com a enzima transcriptase reversa, utilizando-se o kit SuperScriptTM IlI First
Strand Synthesis Systems para PCR em tempo real (Gibco-Life Technologies). As
reacoes de PCR em tempo real para a quantificacdo da expressao génica de Runx2,
Osx, Alp, Bsp, Oc, Opn e Ctnnb1 foram feitas utilizado o sistema SYBR Green e o
aparelho QuantStudio™ 7 Flex System (Applied Biosystems, EUA). Para isso, 7 pl
do reagente SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) que contém o fluoréforo
SYBR Green, a enzima polimerase AmpliTaq Gold, dNTPs com dUTP e o fluoréforo
ROX, foram misturados com 2,5 ul da solucdo de cDNA, 2,5 ul de agua
DNAse/RNAse free e 0,5 ul da solugcdo contendo cada primer (senso e antisenso)
com as concentracbes adequadas. Esta solucdo foi transferida para placas de
poliestireno de 96 pocos para leitura no aparelho QuantStudio™ 7 (Applied
Biosystems). O desenho dos primers foi realizado no Primer Express 3.0 (Applied
Biosystems), considerando uma eficiéncia entre 95 e 100% (Tabela 1). A reacao de
amplificacdo ocorreu por 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, quarenta ciclos de 15
segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C, além de um ciclo final de 20 minutos, com
temperatura crescente de 60°C a 95°C, que foi empregado para a obtencédo de uma
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curva de dissociacdo dos produtos da reacdo, usada para analise da especificidade
de amplificacdo. Os resultados foram analisados com base no valor de Ct (do Inglés
cicle threshold), sendo este o ponto correspondente ao nimero de ciclos em que a
amplificacdo das amostras atinge um limiar (determinado entre o nivel de
fluorescéncia dos controles negativos e a fase de amplificacdo exponencial das
amostras), que permitiu a analise quantitativa da expressédo dos genes para Runx2,
Osx, Alp, Bsp, Oc, Opn e Ctnnb1. Como controle enddgeno foi avaliada a expresséo
dos genes constitutivos gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh), fator de
iniciagdo de traducédo eucaridtica 2B, subunidade 1 alfa (Eif231) e B-Actina, sendo o
mais estavel escolhido para a normalizacdo dos niveis de expressdo dos genes
avaliados. A normalizacdo e quantificacdo relativa da expressdo génica foram
realizadas pelo método de 2“7 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) e os dados, obtidos
em quadruplicata (n=4), foram expressos como expressao génica relativa.

Tabela 1. Sequéncia de primers para PCR em tempo real

Gene Sequéncia s Senso e Anti -Senso
RUNX? CGTATTTCAGATGATGACACTGCC
AAATGCCTGGGAACTGCCTG
Osx GAGGCCTTTCGTCTGCAACT
CAAGTGGTCGCTTCGGGTAA
Al TACTGCTGATCACTCCCACG
P ACCGTCCACCACCTTGTAAC
Bs AGACTGCTTTAATCTTGCTCTGC
P GTAGCGTGGCCGGTACTTA
Oc GCATTCTGCCTCTCTGACCTG
CCGGAGTCTATTCACCTTAC
Obn GAAGCCTGACCCATCTCAGAA
P GTTGCTTGGAAGAGTTTCTTGCTT
Ctnnbl ATGGCTTGGAATGAGACTGCT
GCCGTATCCACCAGAGTGAAA
Gandh GACAACTTTGGCATCGTGGAA
P AGGGATGATGTTCTGGGCTG
Eif2 TGCTGTTGGCTATATCATGGAGA
if2 Bl TGCAACCACATAGAAGGGCT
. AACCCTAAGGCCAACCGTG
B-Actina

CATACAGGGACAACACAGCCT

1.2.4.5 Avaliacdo da expressao proteica por western blot de SD-MSC e ORX-
MSC em cocultura indireta
Ao final de 10 dias de cocultura indireta, a deteccdo da expressao proteica
de ALP e OPN em SD-MSC e ORX-MSC foi realizada por western blot. Para este

ensaio, o meio de cultura foi removido dos poc¢os, 0os quais foram lavados 2 vezes
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com PBS (Gibco-Life Technologies) e realizada a lise celular para obtencdo da
proteina total através da adi¢cdo de tampdéo de lise composto por 50 mM Tris base
(Sigma-Aldrich), 1 mM EDTA (Sigma-Aldrich), 1,5 mM MgCl, (Sigma-Aldrich), 150
mM NaCl (Sigma-Aldrich), 1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) e 10% glicerol (Sigma-
Aldrich), suplementado com inibidores de protease e fosfatase (Cell Signalling
Technology, EUA). As concentracdes de proteina foram quantificadas usando o kit
comercial Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, EUA) com albumina
sérica bovina diluida sequencialmente (Biolabs, EUA). Em seguida, 25 ug de
proteina foram aplicadas em gel de poliacrilamida com gradiente de 4-10% (Bio-Rad,
EUA), separadas através de eletroforese e transferidas a uma membrana de PVDF
(do Inglés polyvinylidenef fluoride) (Bio-Rad) com o aparelho Trans-Blot Turbo (Bio-
Rad), de acordo com as recomendacfes do fabricante. As membranas foram
bloqueadas durante 1 hora com tampé&o de bloqueio composto por solugao salina
tamponada com Tris (Sigma-Aldrich) contendo 0,1% de Tween 20 (TBS-T, Sigma-
Aldrich), suplementado com 5% de albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich) ou 2,5%
de leite em po6 desnatado (Bio-Rad), e incubadas durante 16 horas a 4°C com os
anticorpos primarios: anti-ALP (Abcam, EUA, ab108337), anti-OPN (Developmental
Studies Hybridoma Bank, EUA, MPIIIB10) e anti-GAPDH (Santa Cruz Biotechnology,
EUA, sc-25778), nas concentracdes indicadas pelos fabricantes. Em seguida, apés a
lavagem das membranas com TBS-T, elas foram incubadas com anticorpo
secundario conjugado com peroxidase apropriada (anti-coelho IgG, 1:2000; Cell
Signalling Technology) diluido em TBS-T e 2,5% de leite em pd desnatado (Santa
Cruz Biotechnology). Por fim, as membranas foram incubadas com solucéo
quimiluminescente (Perkin Elmer, EUA) por 1 minuto e transferidas para o aparelho
G:BOX (SynGene, EUA). As imagens das bandas relativas a expressado das
proteinas de interesse e 0s dados quantitativos foram obtidos pelo software
GeneSnap (SynGene). A expressdo da proteina constitutiva GAPDH foi utilizada
para normalizar a expressao das proteinas ALP e OPN e os dados, obtidos em

quadruplicata (n=4), foram expressos como expressao proteica relativa.

1.2.4.6 Atividade de ALP em SD-MSC e ORX-MSC em coc ultura indireta

A atividade de ALP em SD-MSC e ORX-MSC foi avaliada ao final de 7 e 10
dias de cocultura indireta, seguindo o0 mesmo protocolo experimental descrito no
item 1.2.3.2.2.
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1.2.4.7 Formag&o de matriz extracelular mineralizad a por SD-MSC e ORX-MSC
em cocultura indireta
A formacao de matriz extracelular mineralizada por SD-MSC e ORX-MSC foi
detectada por coloracdo com vermelho de alizarina S (Sigma-Aldrich) e quantificada
aos 17 dias de cocultura indireta, seguindo o0 mesmo protocolo experimental descrito
no item 1.2.3.2.3.

1.2.4.8 Investigacdo da modulacdo de genes das vias  de sinalizacdo de BMP,

WNT e ITG nas interagbes entre SD-MSC e ORX-MSC em cocultura

indireta

Ao final de 10 dias de cocultura indireta, a analise do perfil de expresséo de
genes envolvidos nas vias de sinalizacdo de BMP, WNT e ITG durante 0 processo
de diferenciac@o osteoblastica foi realizado através da técnica PCR array utilizando o
sistema TagMan Array Plates (Thermo Fischer Scientific). Esta técnica permite a
analise simultanea de até 64 genes alvo envolvidos em cada via de sinalizac&o
celular. A extracdo, quantificacdo e verificagcdo da integridade do RNA total foram
realizados como descrito no item 1.2.4.4. A partir de 4 pg de RNA total
confeccionou-se a fita de cDNA no termociclador Mastercycle Gradient (Eppendorf)
utilizando-se do kit SuperScript IV VILO Master Mix (Thermo Fischer Scientific) para
PCR Array, de acordo com as instru¢cbes do fabricante. Em seguida, foram
misturados 40 uL de reacdo de sintese de cDNA diluido 10 vezes em agua
DNAse/RNAse free e 440 yL do reagente TagMan Fast Advanced Master Mix
(Thermo Fischer Scientific). Na sequéncia, foram adicionados 800 pL desta mistura
em cada placa de 384 pocos contendo as sondas Tagman para 0sS genes de
interesse (Tabela 2). A reacdo de amplificacdo foi realizada no aparelho
QuantStudio™ 7 Flex System (Applied Biosystems) e ocorreu por 2 minutos a 50°C,
10 minutos a 92°C e quarenta ciclos de 1 segundo a 95°C e 20 segundos a 60°C. Os
dados obtidos foram analisados através do Software ExpressionSuite (Thermo
Fischer Scientific). A confeccdo dos heatmaps e diagramas de venn foi realizada a
partir dos dados analisados no Software ExpressionSuite através dos sites
http://www.heatmapper.ca/expression/ e
https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/, respectivamente.
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Tabela 2. Sondas Tagman para PCR Array

BMP WNT ITG

Assay ID Gene Assay ID Gene Assay ID Gene
Rn00577947_m1 Acvrl Rn00560714 _m1 Apc Rn00667357_m1  Actnl
Rn01753812_m1 Acvr2a Rn00577929 m1  Axinl | Rn00591594 m1  Actn3
Rn01446367_m1  Acvr2b Rn00577441_ml1  Axin2 | Rn00581554 ml1  Actn4
Rn00574526_m1 Acvrll Rn01534087_m1 Bcl9 Rn00583646_m1 Aktl
Rn00563784 _m1l Atf3 Rn01413743 m1l Btrc Rn00690901_m1 Akt2
Rn00824644 g1 Atf4 Rn01258147_m1 Camk2a | Rn00442194 m1l Akt3
Rn00594597_m1 Bambi Rn00560913 m1l Camk2d | Rn00564003_m1 Bcarl
Rn01466011 gl Bmp1l Rn03020897_m1 Ccnd2 | Rn00567422 ml1 Capn2
Rn00567818 m1 Bmp2 Rn00584431 gl Ctnnbl | Rn00755834_m1  Cavl
Rn00690955_mH Bmp3 Rn01498969 m1l Daaml | Rn00590969 ml1  Cav2
Rn00432087_m1 Bmp4 Rn00577351_m1 Dab2 Rn00755343_m1 Cav3
Rn01447676_m1 Bmp5 Rn01421606_m1 Dixdcl | Rn00696671_m1l Cdc42
Rn00432095 m1 Bmp6 Rn01501536 g1 Dkkl | Rn01406955 m1 Diaphl
Rn01528889 m1l Bmp7 Rn01748499 m1l Dkk2 Rn01187530_m1 Flna
Rn01450292 g1 Bmprla | Rn01516989 gl Dvl1 Rn01537993 m1l Finb
Rn01748421_ml1 Bmprlb | Rn01467529 m1l Dvl2 Rn01471333 g1 Grb2
Rn01437214 ml Bmpr2 Rn00591432_m1 Ep300 | Rn00591471 m1l Ik
Rn01404818 ml Chrd Rn00564119 m1 Fosll | Rn00578564_m1l Itgal
Rn01463848 m1 Collal Rn01755425_ sl Fzdl Rn01533928 m1 Itgal0
Rn00670279_g1 Colla2 Rn00597004_s1 Fzd2 Rn01421747_m1 Itgall
Rn01512989 g1 DIx2 Rn00596479_m1 Fzd3 Rn01489315 ml Itga2
Rn00576012_m1 Dnajal Rn00433382_m1 Fzd4 Rn01456695 g1  Itga2b
Rn01438763_m1 Eng Rn01466963_m1 Notum | Rn01751608 m1l Itga3
Rn02396759 m1 Fos Rn01767781_m1l Fzd6 Rn01512798 m1l ltga4d
Rn01492304_m1 Gdf3 Rn01441541 m1l Fzd7 Rn01761831_m1l Itga5
Rn00433564_m1 Gdf5 Rn01526420_s1 Fzd8 Rn01512708 _m1 Itga6
Rn01442797_m1 Gdf6 Rn01444108 m1l Gsk3b | Rn01529365_m1l Itga7
Rn01769158 m1l Gdf7 Rn99999045 s1 Jun Rn01487205_m1 Itga8
Rn01517849 g1 Gsc Rn01639120_m1 Lefl Rn01754645 m1l Itgal
Rn00562985_s1 Id1 Rn01451428 m1l Lrp5 Rn00709342_m1 ltgam
Rn01495280 _m1 1d2 Rn01492711 m1l Lrp6 Rn01485633_m1l ltgav
Rn04219390 g1 1d3 Rn01425765 _m1 Mitf Rn01511082_m1 Itgax
Rn00570354 _m1 Ifrd1 Rn00689241 m1 Mmp7 | Rn00566727 _m1l Itgb1
Rn00710306_m1 Igfl Rn07310910_m1l Myc Rn01427948 m1 Itgh2
Rn00561423 ml Inha Rn01762487_m1  Nfat5 | Rn00596601_m1l Itgh3
Rn01538592_m1 Inhba Rn01538192_ m1 Nkd1l | Rn00566017_m1l Itgh4
Rn01467303_g1 Map2k3 | Rn01409297 ml Nkd2 Rn00595859 m1 Itgb5
Rn00586764 m1 Map2k6 | Rn01496217 gl NIk Rn01747277_m1 Itgh6
Rn01437015 m1  Map3k7 | Rn01316994 m1l Pitx2 Rn00671828 m1 Mapkl
Rn01407663_g1 Mapkl1l | Rn00565707_m1 Ppard Rn00820922 g1  Mapk3
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Rn00578842_m1  Mapkl4 | Rn01455360_ml1 Pygo2 | Rn00664986 ml  Pakl
Rn01433624 _m1l Nodal Rn00589172_ m1 Rhoa | Rn00584005 m1l Pak2
Rn01467399_s1 Nog Rn01763806_m1 Rorl Rn00693022_ m1  Pak3
Rn00569082_m1 Runx1 Rn01757507_m1 Ror2 Rn01764387_m1  Pak4
Rn01481341_ml1 Serpinel | Rn01478472_m1  Sfrpl Rn00571958 m1 Parva
Rn00565555 m1  Smadl Rn01458837_m1  Sfrp2 | Rn01408490_m1l Pip5kic
Rn00565331_m1  Smad3 Rn00585549 m1  Sfrp4 | Rn01496145 m1  Prkca
Rn00570593 m1l Smad4 Rn01766277_m1  Sfrp5 Rn00562312_m1  Prkcb
Rn00572484 m1  Smad5 Rn01452748_m1 Tcf3 Rn00440861_m1  Prkcg
Rn01766978 m1  Smad6 Rn00493446_m1 Tcf7 Rn00477208_m1 Pten
Rn01523958 m1l Smad7 Rn01411019 ml1  Tcf7l2 | Rn01746751_m1 Itga9
Rn00685011_m1  Smad9 Rn00586968_m1 Wifl Rn01505115 _m1 Ptk2
Rn01450612_s1 Sox4 Rn01505161_m1 Wispl | Rn01533681 gl Rapla
Rn00676955_g1 Statl Rn01761722_m1  Wntl Rn01509461 gH Raplb
Rn00572010_m1 Tgfbl Rn01532988 m1 WntlOb | Rn01438705_ml1 Rapgefl
Rn00579674_m1 Tgfb2 Rn01510238 m1 Wntll | Rn01447219 ml1l Rasgrfl
Rn00565937_m1 Tgfb3 Rn00627297_m1 Wnt2b | Rn01532934 m1l Itgb7
Rn01442102_m1 Tgfbi Rn01470643_m1 Wnt3a | Rn01458715 g1l Shcl
Rn00688966_m1 Tgfbrl Rn01402000_m1 Wnt5a | Rn01171467_ml1  Shc2
Rn00579682_m1 Tgfbr2 Rn01492357_m1 Wnt5b | Rn00577971 _m1l Sost
Rn00568482_m1 Tgfbr3 Rn01425352_m1 Wnt7a | Rn00583063_m1 Src
Rn01418715_m1 THifl Rn01496604_m1 Wnt9a
Rn00686175 m1  Tnfsfl0 | Rn00457102 m1l Wnt9b

1.2.5 Avaliacdo do efeito de injecdo local de SD-MS C na formacéo 6ssea de

defeitos criados na calvaria de ratos com osteoporo se

1.2.5.1 Obtengéao e cultura de SD-MSC
SD-MSC foram obtidas e cultivadas como descrito no item 1.2.4.1.

1.2.5.1.1 Avaliacdo do Complexo Principal de Histoc ompatibilidade (MHC
classes | e Il) em SD-MSC
Ao final de 7 dias de cultura em meio de expansao, foi obtida suspenséao de
células, como descrito no item 1.2.3.2. Em seguida, SD-MSC foram transferidas para
tubos na concentracdo de 5x10° células por tubo e incubadas, separadamente, com
0s anticorpos primarios anti-MHC classes | e Il (Abcam), respectivamente; os quais
foram conjugados com FITC, para realizacdo da citometria de fluxo, seguindo o

mesmo protocolo experimental descrito no item 1.2.4.1.1.
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1.2.5.2 Procedimento cirargico para a criacdo dosd  efeitos 6sseos

Os ratos com osteoporose foram submetidos a cirurgia para criacdo de
defeitos 6sseos nas calvarias (Figura 3). Para isso, 0s animais foram anestesiados,
como descrito no item 1.2.2.1, e ap0s tricotomia e antissepsia com solucdo de
povidina-iodo alcodlica (Riodeine, Rioquimica) na regido dorsal da cabeca, foi
realizada uma incisdo na pele e tecido subcutaneo, no sentido anteroposterior, ao
longo da sutura sagital mediana com finalidade de expor os ossos parietais. O
periosteo do osso parietal esquerdo foi descolado e o defeito foi produzido
unilateralmente utilizando uma broca trefina com 5 mm de didmetro sob irrigacao
abundante com soro fisiolégico, acoplada em motor cirargico (Gnatus, Brasil). A
opcao pelo defeito unilateral e nao bilateral teve como objetivos minimizar o trauma
na calvaria e evitar a possivel interferéncia de um determinado tratamento no defeito
contralateral (GOMES; FERNANDES, 2011). A hemostasia foi realizada com gaze
estéril e a sutura dos tecidos com fio mononylon 3-0 (Ethicon). Os limites dos
defeitos Osseos foram demarcados na pele dos animais com marcadores
permanentes para permitir sua localizagdo no momento da injecdo de células. Em
seguida, os animais foram medicados como descrito no item 1.2.2. e transferidos ao
biotério, onde foram mantidos em numero de 3 por caixa, recebendo racdo e agua

sem restricbes ou limite e ficaram sob monitoramento constante, sendo feita a

limpeza das caixas com troca da maravalha trés vezes por semana.

Figura 3. Procedimento cirdrgico para a criacdo dos defeitos 6sseos nas calvarias. A) Tricotomia e
antissepsia. B) Incisdo anteroposterior. C) Exposi¢cdo do tecido 6sseo. D) Utilizagao de trefina. E)
Defeito 6sseo demarcado. F) Remocao do tecido ésseo. G) Defeito 6ésseo. H) Sutura.
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1.2.5.3 Injecao local de SD-MSC nos defeitos 0sseos

ApOs 2 semanas da criacdo dos defeitos 6sseos, 0s animais foram
submetidos a nova intervencdo para a injecdo de SD-MSC ou veiculo (PBS-
Controle) (Figura 4). No dia da injecéo, foi obtida a suspensdo de SD-MSC como
descrito nos itens 1.2.3.2 e 1.2.4.2 e os animais foram anestesiados como descrito
no item 1.2.2. Os limites dos defeitos 6sseos foram determinados por palpacao a fim
de possibilitar sua localizagdo para a injecdo. Em seguida, uma agulha hipodérmica
de 0,80 x 25 mm e 21-G (BD PrecisionGlide, Becton Dickinson, EUA) acoplada a
uma micropipeta foi inserida tangenciando a calota craniana de tal forma que a
extremidade da agulha estivesse proxima ao centro do defeito e com o bisel voltado
para o seu interior na posi¢ao ventral. Posteriormente, as células foram injetadas, na
quantidade de 5 x 10° células em PBS, para um volume final de 50 uL em cada
defeito.

Esse procedimento foi realizado para avaliar o tempo de permanéncia das

células e a formacao de tecido 6sseo nos defeitos de calvaria.

Figura 4. Injecdo local de células ou PBS nos defeitos 0sseos nas calvarias. A) Aspecto apés 2
semanas da criacdo dos defeitos Osseos. B) Determinacdo dos defeitos 6sseos por palpacdo e
realizacéo de injecao local.

1.2.5.4 Avaliacdo do tempo de permanéncia de SD-MSC injetadas nos defeitos

0sseos criados na calvaria de ratos com osteoporose

Com o objetivo de avaliar o tempo de permanéncia das células injetadas nos
defeitos 6sseos, SD-MSC foram transduzidas com virions contendo o vetor lentiviral
PMSCV-Luc2-T2A-puro, gentilmente cedido pelo Dr. Deivid de Carvalho Rodrigues,
que codifica o repdrter bioluminescente luciferase e o marcador de resisténcia
puromicina N-acetil-transferase sob o controle de um promotor de virus de MSC
murino. Para a transduc¢édo, SD-MSC foram incubadas com 3 virions por célula (MOI
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= 3, do Inglés multiplicity of infection) e 8 pug/mL de polibreno. Ap6s 48 horas, a
selecdo foi realizada com puromicina 1 pg/mL durante 6 dias, ap0s 0s quais a
atividade biologica de luciferase foi avaliada por imagem bioluminescente in vitro e
as colonias resistentes foram cultivadas para obter SD-MSC"®, que foram injetadas
nos animais como descrito acima.

Apés a injecdo de SD-MSC", 5 minutos antes da andlise, os animais
receberam injecdo subcutanea do substrato D-luciferina (Perkin Elmer, EUA)
realizada proxima a regido dos defeitos 6sseos, na dosagem de 150 mg/kg. Em
seguida os sinais de luminescéncia gerados pela reagdo de D-luciferina reagindo
com a luciferase expressa pelas células foram captados no equipamento IVIS
Spectrum (Perkin Elmer). Os sinais de luminescéncia foram observados e
quantificados no software Living Image® (Xenogen, EUA) até quando houve o
desaparecimento total do sinal. Os dados foram obtidos em sextuplicata (n=6) e
expressos como bioluminescéncia (fétons/segundo). Como controle, foram utilizados

animais que receberam injecdo de PBS.

1.2.5.5 Avaliagdo da formacdo 6ssea induzida por SD -MSC em defeitos de

calvaria de ratos com osteoporose

Com o objetivo de determinar a formacédo 0ssea induzida por SD-MSC em
defeitos de calvaria de ratos com osteoporose, os animais foram divididos em 2
grupos: SD-MSC tratados com injecao de células e Controle, com injecao de PBS.

Decorridas 4 semanas da injecdo, foi realizada a eutanasia dos animais
como descrito no item 1.2.2.1. Esse periodo foi selecionado baseado em
observacdes anteriores utilizando o mesmo tipo de defeito 6sseo (BELOTI et al.,
2012; SICCHIERI et al., 2012; DE SANTANA SANTOS et al, 2015). Ap6s a
eutanasia, as calvarias foram removidas com a utilizagcdo de disco diamantado (KG
Sorensen, Medical Burs, Brasil) acoplado em motor elétrico (Beltec, Brasil) e fixadas
em solucédo de formol tamponado 10% (pH=7) (Merck) por 48 horas para avaliacéo
do tecido 6sseo formado por microtomografia computadorizada (UCT), seguida de
processamento para analise histologica ou para avaliacdo de marcadores
osteoblasticos no tecido formado nos defeitos por PCR em tempo real.
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1.2.5.6 Analise microtomogréfica e morfométrica do tecido 6sseo formado em

defeitos criados na calvaria de ratos com osteoporo se

Para avaliar o tecido 6sseo formado em defeitos criados na calvaria de ratos
com osteoporose apoés injecdo de SD-MSC ou PBS, as calvarias (n=12 por grupo)
foram escaneadas em microtomografo SkyScan 1172 (Bruker) e as projecdes
tomograficas 2D e reconstrugdes tomograficas 3D, foram submetidas a anélise
morfométrica como descrito no item 1.2.2.1. Os seguintes parametros foram
avaliados: BV, BV/TV, BS, Tb.Th, Tb.N e Th.Sp.

1.2.5.7 Analise histolégica do tecido 6sseo formado em defeitos criados na

calvaria de ratos com osteoporose

ApOs o escaneamento por UCT, as amostras foram descalcificadas em
EDTA 4% (Sigma-Aldrich), lavadas em &gua corrente e desidratadas por meio de
uma sequéncia de alcoois com concentracéo crescente (50 a 100%). Em seguida, foi
realizada a diafanizacdo das pecas em xilol até ficarem transparentes e a
impregnacado em parafina foi realizada em estufa a 60°C, com trés banhos de 3
horas. Na etapa seguinte, foi realizada a inclusao das pecas em formas com parafina
e 0 corte em micr6tomo com espessura de 5 um seguido de coloragdo com
hematoxilina e eosina (HE). As imagens foram obtidas em microscopio de luz
(Axioskop 40, Carl Zeiss, Alemanha) acoplado a uma camera digital (Axiocam ICc3,

Carl Zeiss) para descricdo das estruturas celulares e teciduais.

1.2.5.8 Avaliacdo da expressdo génica de marcadores  osteoblasticos por PCR

em tempo real do tecido 6sseo formado em defeitos ¢ riados na calvaria

de ratos com osteoporose

Para avaliacdo da expressdo dos marcadores osteoblasticos Runx2, Osx,
Alp, Bsp, Oc e Opn por PCR em tempo real, o tecido 6sseo formado em defeitos
criados na calvéaria de ratos com osteoporose apos injecao de PBS ou SD-MSC foi
removido com o uso de uma trefina de 6 mm de diametro, sob irrigacdo abundante
com soro fisiolégico. As amostras foram lavadas com PBS (Gibco-Life
Technologies), acondicionadas em tubo de 1,5 mL e armazenadas a -80°C. Em
seguida, as amostras (n=4, por grupo) foram transferidas para um cadinho de
porcelana previamente levado a estufa a 200°C por 6 horas e adicionado nitrogénio

liguido. Com auxilio de um pistilo foi realizado o maceramento das amostras através
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de forca mecénica até que todo tecido 6sseo se torna-se fragmentado e com o
aspecto de p6. Na sequéncia, foi adicionado 1 mL do reagente Trizol (Gibco-Life
Technologies) e as amostras foram transferidas para tubos de 1,5 e armazenadas a
-20°C até serem processadas. A extracao, quantificacao e verificacdo da integridade
do RNA total, bem como a reacdo de PCR em tempo real foram realizados como
descrito no item 1.2.4.4.

1.2.6 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa SigmaPlot
14 (Systat Software Inc, Reino Unido). Os dados obtidos foram agrupados e
tabulados para realizar a estatistica descritiva (calculos de média e desvio-padrao)
para serem representados na forma de gréficos.

Para todos os experimentos que envolveram comparacdes mudltiplas foi
utilizado analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey, quando
aplicado. Para aqueles que envolveram comparacdes entre dois grupos, o test t de
Student. Para todas as comparacOes foi adotado o nivel de significancia de 5%
(p=<0,05).

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Efeito da osteoporose no tecido 6sseo

A andlise das reconstruc6es microtomograficas 3D mostrou, apos 90 dias da
cirurgia de orquiectomia ou SHAM, diferencas qualitativas na estrutura 0ssea da
porcao distal dos fémures entre os ratos SHAM e ORX. Nos SHAM notou-se maior
densidade de trabéculas (Figura 5A,B), quando comparados com 0os ORX, nos quais
houve reducao da densidade trabecular (Figura 5C,D).
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Figura 5. Reconstrugdes microtomograficas tridimensionais de fémures de ratos submetidos a
cirurgia ficticia (SHAM; A e B) ou a cirurgia de orquiectomia bilateral (ORX; C e D) apés 90 dias do
procedimento cirargico.

As analises morfométricas (Figura 6A-H) mostraram que os parametros BV
(p=0,001), BV/TV (p=0,002), BS (p=0,001), Tb.Th (p=0,001), Tb.N (p=0,001),
Conn.D (p=0,001) e BMD (p=0,004) dos ratos ORX foram menores comparados com
os SHAM, enquanto a Th.Sp (p=0,002) foi maior.
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Figura 6. Parametros morfométricos de fémures de ratos submetidos a cirurgia ficticia (SHAM) ou a
cirurgia de orquiectomia bilateral (ORX), apos 90 dias do procedimento cirdrgico. Asterisco (*) indica
diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Os dados estéo representados como média + desvio
padrdo (n=6).
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1.3.2 Efeito da osteoporose sobre a diferenciagdo o steoblastica de MSC

1.3.2.1 Proliferacdo de SHAM-MSC e ORX-MSC

Os resultados de proliferacdo de SHAM-MSC e ORX-MSC (Figura 7A)
mostraram que as culturas apresentaram comportamento diferente entre si. Ambas
SHAM-MSC e ORX-MSC proliferaram de 3 para 7 dias, mas o niumero de células
diminuiu entre 7 e 10 dias (p=0,001, para ambos os intervalos). Em todos os
periodos avaliados, SHAM-MSC apresentaram maior numero de células que ORX-
MSC (p=0,001, p=0,001, e p=0,015, respectivamente).

1.3.2.2 Atividade de ALP em SHAM-MSC e ORX-MSC

Os resultados da atividade de ALP em SHAM-MSC e ORX-MSC (Figura 7B)
mostraram que, independentemente dos tipos de culturas avaliadas, houve maior
atividade enzimatica aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 e 10 dias de
cultura, houve maior atividade de ALP em SHAM-MSC comparadas as ORX-MSC
(p=0,011 e p=0,004, respectivamente).

1.3.2.3 Formacgao de matriz extracelular mineralizad a por SHAM-MSC e ORX-
MSC
Os resultados da formacéo de matriz extracelular mineralizada por SHAM-
MSC e ORX-MSC (Figura 7C) mostraram que todas as culturas apresentaram
mineralizacdo da matriz, que foi maior em SHAM-MSC comparadas as ORX-MSC
(p=0,001).
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Figura 7. Proliferacao celular aos 3, 7 e 10 dias (A), atividade de fosfatase alcalina (ALP) aos 7 e 10
dias (B) e formacao de matriz extracelular mineralizada aos 17 dias (C) em culturas de SHAM-MSC e
ORX-MSC cultivadas em meio osteogénico. Letras e asteriscos (*) indicam diferenca estatisticamente
significante. Os dados estéo representados como média + desvio padrdo (n=5; p<0,05).

1.3.3 Efeito de SD-MSC na diferenciacdo osteoblasti ca de ORX-MSC e de ORX-
MSC na diferenciacao osteobléstica de SD-MSC

1.3.3.1 Caracterizacdo de SD-MSC e ORX-MSC por cito metria de fluxo

Apoés 7 dias de cultura em meio de expanséo, o perfil de expressdo dos
marcadores de superficie confirmou que as culturas de SD-MSC e ORX-MSC
apresentaram caracteristicas de MSC. As SD-MSC apresentaram alta porcentagem
de células expressando CD29 e CD90 e baixa porcentagem expressando CD31,
CD34, CD44, CD45 e CD106 (Figura 8A-G).
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Figura 8. Histogramas e porcentagem de SD-MSC expressando os marcadores de superficie CD29
(A), CD90 (B), CD31 (C), CD34 (D), CD44 (E), CD45 (F) e CD106 (G), assim como células nao

incubadas com os anticorpos (H-I).

Por sua vez, as ORX-MSC apresentaram alta porcentagem de células

expressando CD29 e CD90, aproximadamente metade delas expressaram CD45 e
baixas porcentagens expressaram CD31, CD34, CD44 e CD106 (Figura 9A-G),
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Figura 9. Histogramas e porcentagem de ORX-MSC expressando os marcadores de superficie CD29
(A), CD90 (B), CD45 (C), CD31 (D), CD34 (E), CD44 (F) e CD106 (G), assim como células nao
incubadas com os anticorpos (H-I).

1.3.3.2 Proliferacdo de SD-MSC e ORX-MSC em cocultura indir  eta

Os resultados da proliferacdo (Figura 10) mostraram que,
independentemente dos tipos de coculturas avaliadas, houve proliferacdo celular
porque foi observado aumento do numero de células de 3 para 7 dias e de 7 para 10
dias (p=0,001 e p=0,005, respectivamente). Aos 3 e 7 dias de cocultura ndo houve
diferencga estatisticamente significante no nimero de células entre as coculturas. No
entanto, aos 10 dias ORX-MSC—SD-MSC tinha mais células do que SD-MSC—SD-
MSC e SD-MSC—ORX-MSC (p=0,004 e p=0,023, respectivamente), mas nao foram
diferentes em relacdo a ORX-MSC—ORX-MSC (p=0,087), dentre as quais nao
houve diferenca estatisticamente significante.
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Proliferagao Celular
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Figura 10. Proliferacdo celular aos 3, 7 e 10 dias de coculturas indiretas SD-MSC—SD-MSC, ORX-
MSC—ORX-MSC, SD-MSC—ORX-MSC e ORX-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico.
Letras e asteriscos (*) indicam diferenca estatisticamente significante. Os dados estdo representados
como média + desvio padrao (n=5; p<0,05).

1.3.3.3 Avaliagdo da expresséo génica de marcadores osteobl  asticos por PCR
em tempo real de SD-MSC e ORX-MSC em cocultura indi  reta

A expressao relativa do gene Runx2 (Figura 11A) foi diferente nos dois
periodos avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve
maior expressdo aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao
relativa de Runx2 foi maior em ORX-MSC—ORX-MSC quando comparada a SD-
MSC—ORX-MSC (p=0,001), que por sua vez foi maior quando comparada a SD-
MSC—SD-MSC e ORX-MSC—SD-MSC (p=0,001, para ambos), dentre as quais nao
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,192). Aos 10 dias, a expressao
relativa de Runx2 foi maior em SD-MSC—ORX-MSC quando comparada a SD-
MSC—SD-MSC, que foi maior comparada a ORX-MSC—ORX-MSC (p=0,001), que
por sua vez foi maior quando comparada a ORX-MSC—SD-MSC (p=0,001).

A expressao relativa do gene Osx (Figura 11B) foi diferente nos dois
periodos avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve
maior expressao aos 7 dias do que aos 10 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao
relativa de Osx foi maior em ORX-MSC—ORX-MSC quando comparada a SD-
MSC—ORX-MSC (p=0,003), que foi maior comparada a ORX-MSC—SD-MSC
(p=0,001), que por sua vez foi maior quando comparada a SD-MSC—SD-MSC
(p=0,001). Aos 10 dias a expressao relativa de Osx foi maior em ORX-MSC—ORX-
MSC, quando comparada a SD-MSC—ORX-MSC e ORX-MSC—SD-MSC (p=0,002
e p=0,001, respectivamente), dentre as quais ndo houve diferenca estatisticamente
significante (p=0,079). No mesmo periodo, a menor expressao relativa de Osx foi
observada em SD-MSC—SD-MSC comparada a ORX-MSC—ORX-MSC, SD-
MSC—ORX-MSC E ORX-MSC—SD-MSC (p=0,001, para todos).
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A expressao relativa do gene Alp (Figura 11C) foi diferente nos dois periodos
avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve maior
expressao aos 7 dias do que aos 10 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao relativa
de Alp foi maior em ORX-MSC—ORX-MSC quando comparada a ORX-MSC—SD-
MSC (p=0,002), que foi maior comparada a SD-MSC—SD-MSC e SD-MSC—ORX-
MSC (p=0,001 e p=0,044, respectivamente), dentre as quais ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,098). Aos 10 dias a expresséo relativa de Alp néo
foi diferente entre ORX-MSC—ORX-MSC e ORX-MSC—SD-MSC (p=0,537), mas
em ambas foi maior do que SD-MSC—SD-MSC (p=0,001, para ambas) e SD-
MSC—ORX-MSC (p=0,001, para ambas), dentre as quais ndao houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,162).

A expressao relativa do gene Bsp (Figura 11D) foi diferente nos dois
periodos avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve
maior expressdo aos 7 dias do que aos 10 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao
relativa de Bsp foi maior em ORX-MSC—ORX-MSC quando comparada a SD-
MSC—ORX-MSC (p=0,001), que foi maior comparada a ORX-MSC—SD-MSC
(p=0,001), que por sua vez foi maior quando comparada a SD-MSC—SD-MSC
(p=0,001). Aos 10 dias, a expressao relativa de Bsp foi maior em ORX-MSC—ORX-
MSC quando comparada a ORX-MSC—SD-MSC (p=0,001), que foi maior
comparada a SD-MSC—ORX-MSC (p=0,001), que por sua vez foi maior quando
comparada a SD-MSC—SD-MSC (p=0,001).

A expressao relativa do gene Oc (Figura 11E) foi diferente nos dois periodos
avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve maior
expressao aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao relativa
de Oc nao foi diferente entre ORX-MSC—ORX-MSC e SD-MSC—ORX-MSC
(p=0,999), mas em ambas foi maior do que SD-MSC—SD-MSC (p=0,001, para
ambas) e ORX-MSC—SD-MSC (p=0,001, para ambas), dentre as quais ndo houve
diferenca estatisticamente significante (p=0,060). Aos 10 dias, a expressao relativa
de Oc foi maior em ORX-MSC—ORX-MSC quando comparada a SD-MSC—ORX-
MSC (p=0,001), que foi maior comparada a ORX-MSC—SD-MSC (p=0,001), que por
sua vez foi maior quando comparada a SD-MSC—SD-MSC (p=0,001).

A expressao relativa do gene Opn (Figura 11F) foi diferente nos dois
periodos avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve

maior expressdo aos 7 dias do que aos 10 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao
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relativa de Opn néo foi diferente entre ORX-MSC—ORX-MSC e ORX-MSC—SD-
MSC (p=0,428), mas em ambas foi maior do que SD-MSC—SD-MSC (p=0,001, para
ambas) e SD-MSC—ORX-MSC (p=0,001, para ambas). No mesmo periodo, a
expresséo relativa de Opn foi maior em SD-MSC—ORX-MSC quando comparada a
SD-MSC—SD-MSC (p=0,001). Aos 10 dias, a expressao relativa de Opn foi maior
em ORX-MSC—ORX-MSC quando comparada a SD-MSC—SD-MSC (p=0,001),
gue foi maior comparada a SD-MSC—ORX-MSC e ORX-MSC—SD-MSC (p=0,001,
para ambos), dentre as quais ndo houve diferenca estatisticamente significante
(p=0,721).

A expressao relativa do gene Ctnnbl (Figura 11G) foi diferente nos dois
periodos avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve
maior expressao aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao
relativa de Ctnnbl foi maior em ORX-MSC—SD-MSC quando comparada a ORX-
MSC—ORX-MSC (p=0,001), que foi maior comparada a SD-MSC—ORX-MSC
(p=0,001), que por sua vez foi maior quando comparada a SD-MSC—SD-MSC
(p=0,001). Aos 10 dias, a expressao relativa de Ctnnbl né&o foi diferente entre SD-
MSC—SD-MSC e ORX-MSC—ORX-MSC (p=0,865), mas em ambas foi maior do
gue SD-MSC—ORX-MSC (p=0,001, para ambas) e ORX-MSC—SD-MSC (p=0,001,
para ambas), dentre as quais ndo houve diferenca estatisticamente significante
(p=0,356).
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Figura 11. Expressdo génica relativa de Runx2 (A), Osx (B), Alp (C), Bsp (D), Oc (E), Opn (F) e
Ctnnbl (G) aos 7 e 10 dias, em coculturas indiretas SD-MSC—SD-MSC, ORX-MSC—ORX-MSC, SD-
MSC—ORX-MSC e ORX-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico. Letras e asteriscos (*)
indicam diferenca estatisticamente significante. Os dados estdo representados como média + desvio
padrao (n=4; p<0,05).
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1.3.3.4 Avaliagcédo da expressao proteica por western blot de SD-MSC e ORX-

MSC em cocultura indireta

A expressao relativa da proteina ALP (Figura 12A) foi menor em ORX-
MSC—ORX-MSC quando comparada a SD-MSC—SD-MSC, SD-MSC—ORX-MSC
e ORX-MSC—SD-MSC (p=0,049, p=0,004 e p=0,010, respectivamente), que por sua
vez, ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante entre si.

A expressao relativa da proteina OPN (Figura 12B) foi maior em SD-
MSC—ORX-MSC quando comparada a ORX-MSC—SD-MSC (p=0,050), que por
sua vez foi maior quando comparada a SD-MSC—SD-MSC e ORX-MSC—SD-MSC
(p=0,004 e p=0,001, respectivamente), dentre as quais n&o houve diferenca

estatisticamente significante (p=0,300).

1.3.3.5 Atividade de ALP em SD-MSC e ORX-MSC em coculturai ndireta

Os resultados da atividade de ALP (Figura 12C) mostraram que,
independentemente dos tipos de coculturas avaliadas, houve maior atividade
enzimatica aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias de cocultura, nédo
houve diferenga estatisticamente significante na atividade de ALP entre as
coculturas. No entanto, aos 10 dias, houve maior atividade de ALP em SD-
MSC—SD-MSC comparada a SD-MSC—ORX-MSC e ORX-MSC—SD-MSC
(p=0,001 e p=0,035, respectivamente), dentre as quais ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,208). No mesmo periodo, a menor atividade ALP
foi observada em ORX-MSC—ORX-MSC comparada a SD-MSC—SD-MSC, SD-
MSC—ORX-MSC e ORX-MSC—SD-MSC (p=0,001, p=0,026 e p=0,001,

respectivamente).

1.3.3.6 Formacéo de matriz extracelular mineralizada por SD  -MSC e ORX-MSC
em cocultura indireta
Os resultados da formacao de matriz extracelular mineralizada (Figura 12D)
mostraram que todas as culturas apresentaram mineralizacdo da matriz, que foi
menor em ORX-MSC—ORX-MSC quando comparada a SD-MSC—SD-MSC, SD-
MSC—ORX-MSC e ORX-MSC—SD-MSC (p=0,001, para todas), que por sua vez,

nao apresentaram diferenca estatisticamente significante entre si.
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Figura 12. Expressao proteica relativa de fosfatase alcalina (ALP) (A) e osteopontina (OPN) (B) aos
10 dias, atividade de ALP aos 7 e 10 dias (C) e formac&o de matriz extracelular mineralizada aos 17
dias (D) em coculturas indiretas SD-MSC—SD-MSC, ORX-MSC—ORX-MSC, SD-MSC—ORX-MSC e
ORX-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico. Letras e asteriscos (*) indicam diferenca
estatisticamente significante. Os dados estdo representados como média + desvio padrdo (n=5;
p<0,05).

1.3.3.7 Modulacdo da expressao de genes das vias de  sinalizagdo das BMP,

WNT e ITG nas interagdes entre SD-MSC e ORX-MSC

Os heatmaps mostram os genes modulados em ORX-MSC—ORX-MSC,
SD-MSC—ORX-MSC e ORX-MSC—SD-MSC em comparagao com SD-MSC—SD-
MSC nas vias de sinalizagdo das BMP (Figura 13A), WNT (Figura 14A) e ITG
(Figura 15A).

Na via de BMP, dos 63 genes avaliados, 58 foram diferencialmente
expressos em ORX-MSC—ORX-MSC, SD-MSC—ORX-MSC e ORX-MSC—SD-
MSC em comparagdo com SD-MSC—SD-MSC (Figura 13B). Destes, 4 foram
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regulados positivamente somente em ORX-MSC—ORX-MSC, 2 somente em SD-
MSC—ORX-MSC e 8 somente em ORX-MSC—SD-MSC (Figura 13C). Enquanto 11
foram regulados negativamente somente em ORX-MSC—ORX-MSC, 3 somente em
SD-MSC—ORX-MSC e 5 somente em ORX-MSC—SD-MSC (Figura 13D).
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Figura 13. Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde - positivamente; vermelho -
negativamente e preto - descartados) (A) e diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes
modulados (B), os genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de BMP, entre ORX-
MSC—ORX-MSC, SD-MSC—ORX-MSC e ORX-MSC—SD-MSC em comparacdo com SD-
MSC—SD-MSC.

Na via de WNT, dos 63 genes avaliados, 54 foram diferencialmente
expressos em ORX-MSC—ORX-MSC, SD-MSC—ORX-MSC e ORX-MSC—SD-
MSC em comparagdo com SD-MSC—SD-MSC (Figura 14B). Destes, 1 foi regulado
positivamente somente em ORX-MSC—ORX-MSC, 1 somente em SD-MSC—ORX-
MSC e 9 somente em ORX-MSC—SD-MSC (Figura 14C). Enquanto 8 foram
regulados negativamente somente em ORX-MSC—ORX-MSC, 1 somente em SD-
MSC—ORX-MSC e 2 somente em ORX-MSC—SD-MSC (Figura 14D).
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Figura 14. Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde - positivamente; vermelho -
negativamente e preto - descartados) (A) e diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes
modulados (B), os genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de WNT, entre ORX-
MSC—ORX-MSC, SD-MSC—ORX-MSC e ORX-MSC—SD-MSC em comparacdo com SD-
MSC—SD-MSC.

Na via de ITG, dos 61 genes avaliados, 56 foram diferencialmente expressos
em ORX-MSC—ORX-MSC, SD-MSC—ORX-MSC e ORX-MSC—SD-MSC em
comparacdo com SD-MSC—SD-MSC (Figura 15B). Destes, 1 foi regulado
positivamente somente em ORX-MSC—ORX-MSC, 2 somente em SD-MSC—ORX-
MSC e 5 somente em ORX-MSC—SD-MSC (Figura 15C). Enquanto 3 foram
regulados negativamente somente em ORX-MSC—ORX-MSC, 3 somente em SD-
MSC—ORX-MSC e 4 somente em ORX-MSC—SD-MSC (Figura 15D).

Os genes regulados positiva ou negativamente sdo mostrados na Tabela 3.
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Figura 15. Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde - positivamente; vermelho -
negativamente e preto - descartados) (A) e diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes
modulados (B), os genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de ITG, entre ORX-
MSC—ORX-MSC, SD-MSC—ORX-MSC e ORX-MSC—SD-MSC em comparacdo com SD-
MSC—SD-MSC.
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Tabela 3. Genes das vias de BMP, WNT e ITG regulados positiva ou negativamente entre ORX-MSC
—ORX-MSC, SD-MSC—ORX-MSC e ORX-MSC—SD-MSC em comparacdo com SD-MSC—SD-

MSC

Via

Coculturas

Genes regulados
positivamente

Genes regulados
negativamente

BMP

ORX-MSC—ORX-MSC
SD-MSC—ORX-MSC
ORX-MSC—SD-MSC

ORX-MSC—ORX-MSC
SD-MSC—ORX-MSC
ORX-MSC—ORX-MSC
ORX-MSC—SD-MSC
SD-MSC—ORX-MSC
ORX-MSC—SD-MSC

ORX-MSC—ORX-MSC

SD-MSC—ORX-MSC

ORX-MSC—SD-MSC

Sox4

Acvr2b, Inha, Tgfbr2
Gdf5
Chrd, Colla2, Tgfbi
Bmp5, Smad3, Smad5,

Map2k6

Fos, Ifrd1
Bambi, Bmprlb, Bmp7,
Collal, Dnajal, Gdf6, 1d3,
Inhba

Acvrll, Bmp2, Bmp3, Bmp6,
Bmprla, Bmpr2, Eng, Id1, Igfi,
Map2k3, Mapk14, Map3k7, Nog,
Runx1, Smad6, Smad9, Stat1,

Tofbri
Atf4, Bmp1l, Collal, Dnajal, I1d2,
Id3, Inhba, Smad4, Tfif1, Tgfb2

Ifrd1, Serpinel, Smadl

Bmp4, Bmp5, Mapk11, Map2k6,
Tgfbr3
Tgfbl Gdfé Smad7 Chrd Nodal
Bambi Fos Colla2 Acvrl Acvr2a
Bmprlb
Bmp7, DIx2, Gsc

Acvr2b, Inha, Smad3, Smad5,
Tgfbr2

WNT

ORX-MSC—ORX-MSC
SD-MSC—ORX-MSC
ORX-MSC—SD-MSC

ORX-MSC—ORX-MSC
SD-MSC—ORX-MSC

ORX-MSC—ORX-MSC
ORX-MSC—SD-MSC
SD-MSC—ORX-MSC
ORX-MSC—SD-MSC

ORX-MSC—ORX-MSC
SD-MSC—ORX-MSC

ORX-MSC—SD-MSC

Axin2, Nkd1

Bcl9, Dvi1

Fzd6, Fzd8, Nkd2, Wnt5a,
Wnt5b

Sfrp2
Tcf3

Camk2d, Dab2, Fzd2, Gsk3b,

Ror2, Sfrp4, Wispl, Wnt9a,
Wntll

Apc, Axinl, Dkk1, Ep300, Fosl1,
Fzd7, Jun, Lrp5, Myc, Nfats, NIk,
Sfrpl, Wnt10b
Btrc, Camk2a, Camk2d, Ccnd2,
Daam1l, Dab2, Dixdcl, Fzd1,
Fzd2, Fzd3, Gsk3b, Lrp6, Mmp7,
Notum, Sfrp4, Tcf7, Tcf712

Pygo2

Fzd4, Mitf, Rorl, Sfrp2, Wifl

Dvl2, Fzd6, Ror2, Wispl, Wnt5a,
Wnt9a, Wntl11, Ppard
Lefl

Ctnnb1, Tcf3

ITG

ORX-MSC—ORX-MSC
SD-MSC—ORX-MSC
ORX-MSC—SD-MSC

ORX-MSC—ORX-MSC
SD-MSC—ORX-MSC

ORX-MSC—ORX-MSC
ORX-MSC—SD-MSC

SD-MSC—ORX-MSC
ORX-MSC—SD-MSC

ORX-MSC—ORX-MSC
SD-MSC—ORX-MSC

ORX-MSC—SD-MSC

Itga6

Diaphl, Pip5klc

Itgb4, 1tgh5

ltga2
FInb, Prkcg
Actn4, Flna, Itgall, Itgax,
Itgh3

Capn2, Cavl, Cav2, Grb2, Itgal,
Itga3, Itga4, ltga5, ltga8, Itga9,
Itga2b, Itgav, Itgbh2, Itgh6, Mapk1,
Pakl, Pak4, Prkch, Pten, Shc2,
Sost
Actnl, Actn4, Cav3, Cdc42,
Itgall, Itgal, Mapk3, Pak2, Ptk2,
Rapla, Raplb, Shcl

FiInb, 1k, Itgam, Itgb1, Rapgefl

Bcarl, Itgal0

Flna, Itga3, Itgax, Itgh7
Akt3, Itgh3, Pak3

Diaph1l, Itga7, Parva, Prkca




108 | Capitulo 1

1.3.4 Avaliacdo da formacdo de tecido 6sseo apds in  jecdo de SD-MSC em

defeitos criados na calvaria de ratos com osteoporo se

1.3.4.1 Avaliagéo do MHC classes | e Il em SD-MSC

ApoOs 7 dias de cultura em meio de expanséao, as SD-MSC utilizadas para o
tratamento dos defeitos dsseos foram analisadas quanto a expressédo das moléculas
do MHC classes | e Il e os resultados mostraram que, ao final desse periodo, as
células apresentaram moderada porcentagem de células expressando MHC classe |

e baixa porcentagem expressando MHC classe Il (Figura 16A,B).
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Figura 16. Histogramas e porcentagem de SD-MSC expressando os marcadores de superficie para
MHC classe | (A) e classe Il (B), assim como células ndo incubadas com os anticorpos (C).

Count
Count
100 200 300

Count
i P ke P
100 200 300

P4

a

10°

1.3.4.2 Avaliacdo do tempo de permanéncia de SD-MSC injetadas nos
defeitos 6sseos criados na calvaria de ratos com os teoporose

Os sinais de luminescéncia, gerados pela reagdo de D-luciferina com a
luciferase expressa por SD-MSC e captados pelo IVIS Spectrum (Perkin Elmer) em
calvarias de ratos com osteoporose, mostraram que as células estavam presentes
em uma area bem delimitada no interior do defeito, enquanto os animais Controle
nao apresentaram sinais de luminescéncia (Figura 17A-E). A quantificacdo da
luciferina mostrou que o pico do sinal ocorreu no dia 1 pés injecdo de células,
reduzindo no dia 3, com uma queda de aproximadamente 73%, continuando a cair
aproximadamente mais 12% no dia 5. No dia 8, o sinal detectado foi muito baixo n&o

indicando a presenca de células (Figura 17F).
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Figura 17. Imagens (A-E) e quantificacdo (F) do sinal de luminescéncia gerados pela luciferina
injetada nos dias 1, 3, 5 e 8 pos injecdo de SD-MSC transduzidas com luciferase em defeitos 6sseos
criados na calvaria de ratos com osteoporose. O animal Controle, com auséncia de sinal, recebeu
injecao de veiculo (PBS) no dia 1. Os dados estao apresentados como média + desvio padrédo (n=6).

1.3.4.3 Anélises microtomografica e morfométrica do tecido 6sseo formado em

defeitos criados na calvaria de ratos com osteoporo se

A andlise das reconstru¢des microtomograficas 3D das calvarias de ratos
com osteoporose (Figura 18A, B) mostrou que, apés 4 semanas da injecdo de
células, o tecido 6sseo formado estava presente majoritariamente nas margens dos
defeitos tratados com injecdo de SD-MSC ou PBS. Contudo, houve maior formagéo
0ssea nos defeitos de animais tratados com SD-MSC em comparagdo com 0S
Controles com o tecido 6sseo avancando em direcdo ao centro do defeito (Figura
18A,B).
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Controle

Figura 18. Reconstrucbes microtomogréficas tridimensionais (A,B) da calvaria de ratos com
osteoporose, tratados com injecdo de células-tronco mesenquimais saudaveis (SD-MSC) ou veiculo
(PBS) sem células (Controle), ao final de 4 semanas.

As analises morfométricas das calvarias de ratos com osteoporose (Figura
19A-F) mostraram que os parametros BV (p=0,003), BV/TV (p=0,002), BS (p=0,005)
e Th.N (p=0,006) foram maiores nos defeitos de animais tratados com SD-MSC em
comparacao com o Controle, enquanto a Th.Sp foi menor (p=0,026). Ndo houve
diferenca estatisticamente significante no parametro Th.Th entre os grupos avaliados
(p=0,327).
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Figura 19. Parametros morfométricos (A-F) do tecido dsseo formado em defeitos criados em calvaria
de ratos com osteoporose, tratados com injecdo de células-tronco mesenquimais saudaveis (SD-
MSC) ou veiculo (PBS) sem células (Controle), ao final de 4 semanas. Asterisco (*) indica diferenga
estatisticamente significante (p<0,05). Os dados estdo representados como média + desvio padrao

(n=12).

1.3.4.4 Analise histolégica do tecido 6sseo formado em defeitos criados na
calvaria de ratos com osteoporose
A andlise histologica das calvarias de ratos com osteoporose mostrou maior
guantidade de tecido 6sseo formado nos defeitos tratados com injecdo de SD-MSC
em relacdo ao Controle, corroborando os dados morfométricos gerados pela analise
de uCT (Figura 20A,B). Somente no centro dos defeitos tratados com células houve



112 | Capitulo 1

formacdo dssea, enquanto que nas margens de todos os defeitos notou-se a
presenca de tecido conjuntivo com fibras colagenas desorganizadas, osteoblastos
alinhados lado a lado na superficie 0ssea e osso formado (Figura 20C,D), sugerindo
gue o processo de formacdo Ossea ocorria em todos os defeitos. Além disso,
independente do tratamento, o osso formado apresentou caracteristicas histoldgicas
semelhantes, com tecido 6ésseo maduro com a presenca de linha de cemento e
caracterizado por lamelas dispostas paralelamente entre si, e tecido 0sseo imaturo
(Figura 20C-F). Nao foram observados sinais inflamatorios em nenhum dos cortes

histolégicos.
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Figura 20. Microscopia de luz de defeitos dsseos criados em calvéria de ratos com osteoporose,
tratados com injecéo de células-tronco mesenquimais saudaveis (SD-MSC) ou veiculo (PBS) sem
células (Controle), ao final de 4 semanas. No centro dos defeitos tratados com células houve
formacdo Ossea. Em todos os grupos observou-se tecido 6sseo formado e a presenca de tecido
conjuntivo com fibras colagenas desorganizadas e osteoblastos alinhados lado a lado na superficie
Ossea (A-D, setas). A area de tecido 6sseo formado exibiu 0sso maduro e imaturo delimitados por
uma linha de cemento (C-F, ponta de seta). Hematoxilina e Eosina. setas: osteoblastos; ponta de
seta: linha de cemento; cm: canal medular; tc: tecido conjuntivo; toi: tecido 6sseo imaturo; tol: tecido
6sseo lamelar; vs: vaso sanguineo. Barra de escala: Ae B =800 um; Ce D =200 um; E e F: 50 uym.
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1.3.4.5 Avaliacdo da expressdo génica de marcadores  osteoblasticos por PCR
em tempo real do tecido 6sseo formado em defeitos ¢ riados na calvaria
de ratos com osteoporose
Em geral, a expressao relativa dos marcadores osteoblasticos Runx2, Osx,
Alp, Bsp, Oc e Opn foi maior em tecidos colhidos de defeitos tratados com SD-MSC
em comparacao com o Controle (p=0,001, para todos os genes) (Figura 21A-F).
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Figura 21. Expressédo génica de Runx2 (A), Osx (B), Alp (C), Bsp (D), Oc (E) e Opn (F) das células do
osso formado em defeitos de calvaria de ratos com osteoporose, tratados com injecdo de células-
tronco mesenquimais saudaveis (SD-MSC) ou veiculo (PBS) sem células (Controle), ao final de 4
semanas. Asterisco (*) indica diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Os dados estao
representados como média + desvio padrao (n=4).
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1.4 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivos avaliar o efeito da osteoporose sobre
o tecido Osseo in vivo e sobre a diferenciacdo osteoblastica de MSC in vitro; bem
como o efeito da interacdo entre SD-MSC e ORX-MSC sobre a diferenciacdo
osteoblastica de ambas as células e a eficacia da terapia celular através de injecéo
local de SD-MSC para regenerar defeitos 6sseos de calvaria de ratos acometidos
pela osteoporose.

Inicialmente, mostramos que a cirurgia de orquiectomia é um método eficaz
para induzir a osteoporose em ratos machos porque as reconstru¢cbes 3D dos
fémures dos animais ORX e a analise dos parametros morfométricos gerados por
HCT mostraram que o procedimento resultou em efeitos prejudiciais ao tecido 0sseo,
assim como demonstrado anteriormente (ABUNA et al., 2021; CHIN; IMA-
NIRWANA, 2015; ARMADA et al., 2006). E consenso na literatura que a deficiéncia
de testosterona é a principal causa da osteoporose masculina e os ratos ORX tém
sido utilizados como modelo para estudos das alteragbes esqueléticas e do
metabolismo ésseo causados por essa doenca nesse género (CHIN; IMA-
NIRWANA, 2012, LELOVAS et al., 2008). Além disso, a osteoporose prejudica a
funcdo de MSC endogenas, alterando negativamente sua proliferacdo e
diferenciacéo (Ql et al., 2017).

Nesse contexto, o presente estudo mostrou que, embora as ORX-MSC
possuissem capacidade de diferenciacdo osteoblastica, o seu potencial osteogénico
foi prejudicado em comparacdo com SHAM-MSC, como visto através da atividade de
ALP e formacéo de matriz extracelular mineralizada reduzidas, corroborando com
estudos anteriores (LI et al., 2016; SUI et al., 2016; RODRIGUEZ et al., 1999). Além
disso, apesar de ambas as culturas néo proliferarem a partir do sétimo dia, 0 nimero
de ORX-MSC foi menor que SHAM-MSC em todos os periodos de proliferacdo
celular avaliados, semelhante ao observado anteriormente (GOERGEN et al., 2013).
Dessa forma, como as MSC contribuem para a manutencdo da homeostase 0ssea
sendo fonte de progenitores para os osteoblastos, agentes anabdlicos e reguladores
da osteoclastogénese (KFOURY; SCADDEN, 2018), os resultados sugerem que, ao
menos em parte, a perda 0ssea na osteoporose pode estar relacionada a reducao
da capacidade de diferenciacdo osteoblastica de MSC, semelhante ao observado
em outros estudos (BAKER; BOYETTE; TUAN, 2015). Por outro lado, a baixa taxa
de proliferacdo estaria relacionada com a reducdo da capacidade de
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autorrenovacao, sugerindo que na medula 6ssea do modelo in vivo de osteoporose
utilizado nesse estudo, pode haver um esgotamento gradual das fontes de MSC,
contribuindo para o prejuizo ao tecido ésseo provocado pela doenca.

As MSC podem ser uma fonte promissora para terapia celular com vistas ao
reparo de defeitos 6sseos em pacientes com osteoporose porque quando obtidas de
um ambiente saudavel e mais jovem, possuem alta capacidade proliferativa e
diferenciacdo com consequente aumento do potencial osteogénico (YANG et al.,
2018; SZYCHLINSK et al., 2017, BAKER; BOYETTE; TUAN, 2015). Considerando
gue na terapia celular as MSC podem atuar de forma paracrina (SHAO; ZHANG,;
YANG, 2015), nesse estudo decidiu-se avaliar in vitro o efeito de SD-MSC sobre a
diferenciacdo osteoblastica de ORX-MSC e vice-versa através de cocultura indireta.

As SD-MSC e ORX-MSC utilizadas nesse estudo foram obtidas e cultivadas
como descrito por Freitas et al. (2020) e caracterizadas como MSC por
apresentarem alta porcentagem de células expressando CD29 e CD90 e baixa
porcentagem de células expressando os marcadores hematopoiéticos CD34 e CD45
e endotelial CD31. Curiosamente, houve baixa porcentagem de células expressando
CD44 e CD106, também caracteristicos de MSC. No entanto, outros estudos
também obtiveram resultados semelhantes com baixa expressdo desses
marcadores (YANG et al., 2013). Por mais que a literatura ainda seja divergente em
relacdo aos marcadores de superficie de MSC, ha relatos que podem explicar esses
resultados de baixa expressdo de CD44 e CD106. As condicbes de cultura, por
exemplo, tém influéncia consideravel no fenétipo das células e isso pode contribuir
para os resultados divergentes sobre a expressao de diversos marcadores (LV et al.,
2014). Particularmente, alguns antigenos podem ser induzidos artificialmente por
manipulacéo e condicdes de cultura in vitro e a confluéncia da cultura também pode
alterar a expressao de certos marcadores, como o CD106 (LEE et al., 2009). Apesar
disso, a literatura € mais clara no ponto em que a expressao combinada de CD29 e
CD90 é uma das caracteristicas fenotipicas de identificagdo mais consistentes entre
as MSC, independentemente das variacdes das espécies ou condi¢des de cultura
(VIEIRA et al., 2010; HARTING et al., 2008).

As avaliacdes das interagdes entre SD-MSC e ORX-MSC mostraram que, de
maneira geral, todas as coculturas apresentaram o mesmo padréo de crescimento
com o numero de células aumentando ao longo do tempo, mas isso néo influencia a
expressao génica, onde as coculturas ORX-MSC—ORX-MSC apresentaram maior
expressdo dos marcadores osteoblasticos analisados. E possivel que o aumento na
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expressdo génica ocorra devido a mecanismos compensatérios das células na
tentativa de evitar a perda O0ssea causada pela osteoporose (IWAMOTO; SEKI,
2015). No entanto, as andlises do fendtipo celular confirmaram a menor
diferenciacdo osteoblastica das ORX-MSC como observado pela menor expressao
proteica e atividade de ALP e menor formacéo de matriz mineralizada nas coculturas
ORX-MSC—ORX-MSC. Por outro lado, a diferenciacdo osteoblastica foi recuperada
quando as ORX-MSC foram cultivadas na presenca de SD-MSC, que por sua vez
nao foram muito afetadas pela presenca das ORX-MSC.

No processo de diferenciacdo osteoblastica dentro do microambiente
controlado de cocultura in vitro ou mesmo tecidual in vivo, uma célula normalmente
recebe e responde a diferentes tipos de moléculas de sinalizacdo que envolvem
ligantes, receptores e transdutores. Essa mistura de sinais recebidos
simultaneamente por uma célula, sao originados de multiplas vias de sinalizacdo que
se interrelacionam e, dependendo do contexto, regulam a transducédo uma da outra,
resultando em respostas celulares diferentes daquela alcancada por apenas uma
Gnica via (MANZARI-TAVAKOLI et al. 2022, ASHE, 2016; ZHANG et al., 2016;
ITASAKI; HOPPLER, 2010). Dentre elas destacam-se as vias das BMP, WNT e ITG
que regulam a diferenciacdo osteoblastica e a formagdo Ossea, além de varias
outras funcdes bioldgicas (TANG et al., 2021; LOPES et al., 2019; KIM et al., 2018;
CHEN; DENG; LI, 2012). A analise do PCR array realizado aos 10 dias de cultura
mostrou que as interacdes estudadas afetam as vias de sinalizacdo das BMP, WNT
e ITG de maneira complexa e que precisam ser melhores e mais detalhadamente
estudadas para o melhor entendimento de como a osteoporose afeta essas vias. Em
geral, varios genes das trés vias e nas trés coculturas foram regulados
negativamente confirmando os resultados obtidos nas avaliacdes da atividade de
ALP ao mostrar que a diferenciacdo osteoblastica de ORX-MSC—ORX-MSC, SD-
MSC—ORX-MSC e ORX-MSC—SD-MSC continuou prejudicada. Por outro lado, na
via de BMP a expressdo de Colla2 e na via de WNT as expressdes de Fzd6 e
Wnt5a foram positivamente reguladas nas interacdes entre ORX-MSC e SD-MSC, o
que pode explicar a recuperagao do potencial de mineralizagdo observado nessas
culturas, pois é sabido que esses genes atuam na formacdo da matriz mineralizada
(WU et al, 2021; ABUNA et al., 2020; BASCHANT et al., 2016).

Devemos considerar ainda a complexidade da diferenciacdo osteoblastica,
onde muitos genes das vias avaliadas participam de fungdes biolégicas diversas, tais
como proliferagéo, diferenciagdo e migragéo celular, desenvolvimento embrionario e
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esquelético, formacédo 0ssea, remodelacdo e reparo tecidual, defesa do hospedeiro
e hemostasia. (YAN et al.,, 2022; YU et al., 2021; COSTANTINI et al., 2018;
PERSSON et al., 2019; HENDRICKX et al., 2017; DOCHEVA et al., 2014; LIU et al.,
2013; MULLIN et al., 2013; KATOH; KATOH, 2007). No futuro, o estudo dessas
outras vias abre a possibilidade para manipulagdo dos genes envolvidos, com
objetivo de contrabalancear o efeito negativo que a osteoporose exerce sobre as
MSC durante todo o processo de diferenciacdo osteoblastica.

A auséncia de correlacdo entre os achados genotipicos e fenotipicos
encontrada neste estudo pode ser explicada, ao menos em parte, por mecanismos
epigenéticos pods-transcricionais que regulam a formacdo Ossea, a integridade
esquelética e o desenvolvimento da osteoporose. Participam da regulagdo desses
processos microRNAs, metilacdo do DNA, modificacdo pés traducédo de histonas e
remodelacdo de cromatina (CHEN et al., 2020; WANG et al., 2016; QIN; BABA,
BUTLER, 2004). De fato, recentemente foi mostrado a participacdo do microRNA
mMiR-425-5p e acetilagdo de histona H3 no desenvolvimento da osteoporose e na
diferenciacdo osteoblastica de MSC obtidas de ratos com osteoporose (ABUNA et
al., 2021, CHEN et al., 2021).

Embora neste estudo ndo se tenha feito qualquer avaliagcao para determinar
0S mecanismos envolvidos nos efeitos observados de SD-MSC sobre ORX-MSC e
vice-versa, considerando que os resultados foram obtidos por meio de experimentos
de cocultura, é certo que ocorreram devido ao efeito paracrino. As MSC secretam
exossomos, microvesiculas, fatores de crescimento, hormoénios, citocinas,
quimiocinas e proteinas diversas que desempenham papéis criticos nas funcdes
celulares, como proliferacdo, desenvolvimento, apoptose, diferenciacéo, replicacéo,
sinalizacdo e angiogénese (HARRELL et al., 2019). Essas moléculas secretadas sédo
liberadas pelas MSC por meio de mecanismos de secre¢do, como encapsulamento
de exossomos e microvesiculas, exocitose e translocacdo de proteinas
(SKALNIKOVA et al., 2011).

A terapia celular tem atraido consideravel atencdo da comunidade cientifica
para o tratamento de diversas condi¢fes clinicas em pacientes com osteoporose, ou
para tratar a doenca em si (JJANG et al., 2021; ARJMAND et al., 2020). Acredita-se
gue as MSC sejam uma fonte ideal de células para esse tratamento devido as suas
propriedades de autorrenovacao e plasticidade, que podem reparar ou regenerar
tecidos danificados. No entanto, o uso de MSC aut6logas em um ambiente clinico
desafiador apresenta varias limitacdes, uma vez que o isolamento dessas células
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esta associado a morbidade do sitio doador e, quando obtidas de pacientes idosos
e/ou doentes, apresentam uma funcionalidade reduzida em termos de seu potencial
de proliferacdo e/ou diferenciagcdo (FIJANY et al., 2019; DUFRANE, 2017;
STENDERUP et al.,, 2003). Nesse contexto, aproveitando suas vantagens, esse
estudo utilizou MSC alégenas jovens e saudaveis como estratégia para reparar
defeitos 6sseos de ratos com osteoporose.

A reacdo imune é uma limitacdo importante para o uso clinico de SD-MSC
alégenas em terapia celular, o que poderia levar a morte das células injetadas. Essa
reacdo é mediada pela expressdo de antigenos MHC classes | e Il na superficie das
células doadoras que sao reconhecidas por células T CD8+ e células T CD4+ do
hospedeiro, respectivamente. Os resultados de avaliacdo da expressdo desses
complexos em SD-MSC mostraram que houve baixa porcentagem de células
expressando ambas as moléculas, permitindo assim que fossem utilizadas com
riscos minimos para 0s ratos em que foram injetadas. Apesar de haver maior
porcentagem de células expressando MHC classe | em comparacdo com MHC
classe I, esses resultados estdo de acordo com estudos anteriores que mostraram
gue MSC expressam intrinsecamente MHC classe |, mas ndo MHC classe Il
(HUAMAN et al. 2019; WANG et al., 2019). Além disso, assim como apresentado
agui, estudos anteriores utilizando o mesmo modelo experimental mostraram que a
utilizacao de células aldégenas foi segura e induziu a formacao de tecido 6sseo apés
injecdo nos defeitos (ADOLPHO et al., 2022; SOUZA et al., 2020; FREITAS et al.,
2019a; FREITAS et al., 2019b; SOUZA et al., 2018; FREITAS et al., 2017).

Na terapia celular, observamos que a permanéncia das células nos defeitos
0sseos foi afetada pela doenca. Apos injecdo, as células permaneceram na regido
dos defeitos 6sseos criados na calvaria dos ratos com osteoporose por um periodo
de até 5 dias, diferentemente de estudos anteriores, 0s quais, utilizando ratos
saudaveis observaram que as células permaneceram na regido dos defeitos por até
14 dias (FREITAS et al., 2019a; FREITAS et al., 2019b). Ao menos em parte, esses
resultados diferentes podem ser explicados pelo fato que o ambiente doente nos
defeitos de ratos com osteoporose pode ser mais hostil as células e além da doenca,
esses animais eram mais velhos comparados aos animais dos estudos citados
anteriormente (FREITAS et al., 2019a; FREITAS et al., 2019b). Além disso, estudos
relatam que uma vida util curta das células injetadas também pode ser resultado do
estresse fisico da injecdo, inflamagcdo local, desnutricdo e hipdxia
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(ROSENSTRAUCH et al., 2005; SORTWELL,; PITZER; COLLIER, 2000). Embora os
outros fatores nédo tenham sido avaliados pelo nosso grupo de estudo, certamente o
estresse fisico da injecdo ndo é um fator relevante porque o método utilizado para
injetar as MSC néo interfere com sua viabilidade (FREITAS et al., 2019a).

A respeito da formagdo Ossea obtida nos defeitos desses animais, as
reconstrucdes 3D e os parametros morfométricos gerados por uCT mostraram maior
formacao 6ssea nos defeitos tratados com injecao local de SD-MSC comparados ao
Controle. A normalizacdo do parametro BV/TV do tratamento com SD-MSC pelo com
PBS, como preconizado por Freitas et al. (2021), é de 2,06, indicando que a
formacdo Ossea pelas SD-MSC é duas vezes maior do que a induzida por PBS.
Esses resultados estdo de acordo com a analise histolégica que mostrou tecido
osseo formado nos defeitos que receberam injecao local de células, enquanto no
grupo Controle foi observado predominancia de tecido conjuntivo. Esses achados
sdo corroborados por outros estudos que utilizaram a mesma estratégia de terapia
celular, através de injecao local células em defeitos 0sseos criados na calvaria de
ratos. A utilizacdo de MSC derivadas da medula 0ssea e do tecido adiposo, ou de
osteoblastos diferenciados a partir dessas células, promoveu maior formacao 6ssea
(FREITAS et al.,, 2019a; FREITAS et al.,, 2019b). Resultados semelhantes foram
obtidos quando se utilizou MSC do ligamento periodontal ou osteoblastos de calvaria
(ADOLPHO et al., 2022; SOUZA et al., 2020; SOUZA et al., 2018).

Alguns aspectos moleculares do osso formado através de injecéo local de
SD-MSC também foram investigados pela expressao génica de alguns marcadores
osteoblasticos, que traduzem proteinas caracteristicas de formacdo Ossea. A
expressao de todos os genes avaliados foi maior nos tecidos formados pela injecéo
de células em comparacdo com o Controle, no entanto, nesse estudo néo foi
avaliada a expressao génica do o0sso nativo, portanto, ndo € possivel afirmar se a
assinatura molecular do tecido 6sseo formado se aproxima ou ndo daquele original.

Nesse estudo, nos demonstramos que SD-MSC recuperam o potencial
osteogénico de ORX-MSC e a terapia celular baseada em injecdes locais de SD-
MSC foi efetiva em induzir formagdo 6ssea significativa, mesmo na presenca de
osteoporose, abrindo novas perspectivas para o desenvolvimento de terapias
baseadas em células para regenerar tecido 6sseo de pacientes que sofrem de

disturbios metabdlicos, como a osteoporose.
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1.5 CONCLUSOES

» A cirurgia de orquiectomia € eficaz em induzir a osteoporose em ratos, a qual
prejudica o tecido 6sseo e a diferenciacao osteoblastica de MSC.

» A diferenciacdo osteoblastica de ORX-MSC é recuperada quando essas células
sdo cultivadas com SD-MSC, enquanto a diferenciacdo osteoblastica destas
tltimas néo é afetada quando essas células séo cultivadas com ORX-MSC.

* A injecdo local de SD-MSC resulta em maior formagdo 6ssea comparada a
injecdo de PBS.
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CAPITULO 2 — EFEITOS DAS INTERACOES ENTRE CELULAS-T RONCO
MESENQUIMAIS DE RATOS SAUDAVEIS E COM DIABETES MELL ITUS NA
DIFERENCIACAO OSTEOBLASTICA E NA REGENERACAO DE DEF EITOS
OSSEOS

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar in vivo o efeito da DM sobre o tecido 0sseo.

Avaliar in vitro o efeito da DM sobre a diferenciacéo osteoblastica de MSC.

Avaliar in vitro a influéncia de MSC isoladas a partir da medula éssea de ratos
saudaveis jovens (SD-MSC) sobre a diferenciacdo osteoblastica de MSC isoladas
a partir da medula 0ssea de ratos com DM (DM-MSC), e destas sobre a
diferenciacdo osteoblastica de SD-MSC, crescidas em condi¢bes osteogénicas,
utilizando um modelo de cocultura indireta.

Avaliar in vivo o efeito de injecdo local de SD-MSC para regenerar o tecido 6sseo

de ratos com DM, utilizando um modelo de defeito 6sseo criado em calvéria.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Animais

Para os experimentos foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar com

aproximadamente 150-200 g e 4 semanas de vida. O numero e a distribuicdo de

animais seguiram a descri¢cao abaixo:

52 ratos para inducdo da DM através da administracéo de estreptozotocina (STZ),
dos quais: 6 animais foram utilizados para confirmar o efeito da DM no tecido
0sseo (grupo DM); 14 animais foram utilizados para obtencéo e cultura de DM-
MSC; e 32 animais foram utilizados nos experimentos in vivo.

47 ratos que receberam veiculo da STZ, normoglicémicos (NG), dos quais: 6
foram utilizados como Controle para confirmar o efeito da DM no tecido 6sseo
(grupo NG), 6 foram utilizados para obtencéo e cultura de MSC isoladas a partir
da medula 6ssea (NG-MSC), 15 foram utilizados para obtencéo e cultura de SD-
MSC utilizadas nos experimentos de cocultura indireta e 20 foram utilizados para
obtencéo e cultura de SD-MSC para injecao local nos defeitos 6sseos criados nos
ratos com DM.
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2.2.2 Inducéo da diabetes mellitus

A DM foi induzida em ratos que permaneceram em jejum por 12 horas antes
da administracdo de STZ (Sigma-Aldrich, EUA), um agente diabetogénico que tem
efeito toxico sobre as células 3 pancreéticas, diminuindo a biossintese e secre¢éo de
insulina e, consequentemente, induzindo a hiperglicemia (SZKUDELSKI, 2001;
MASIELLO et al., 1998). A STZ foi administrada em uma Unica aplicacao, por via
intraperitoneal na dosagem de 60 mg/Kg de peso do animal, diluida em 0,2 mL de
tampéo citrato 1 M, pH 4,4. Os ratos que receberam injecao de 0,2 mL de tampé&o
citrato 1 M, pH 4,4 sem a presenca de STZ, ndo desenvolveram a DM e, portanto,
permaneceram com niveis normais de glicemia. Apés 7 dias, a verificacdo da
glicemia dos animais foi realizada através da mensuracdo dos niveis de glicose
circulante utilizando o Accu-Chek Active® (Roche, Suiga), segundo as instru¢cdes do
fabricante. Foram considerados com DM o0s ratos que apresentaram niveis
circulantes de glicose igual ou superiores a 300 mg/dL. Os niveis de glicose
sanguinea considerados normais para a espécie variam de 50 a 135 mg/dL
(HARKNESS; WAGNER, 1993). Os animais foram mantidos em numero de 3 por
caixa no biotério por 42 dias, periodo apés o qual as MSC estao afetadas pela
doenca (SILVA et al., 2015). Durante esse periodo, 0s animais receberam racéao e
agua sem restricbes ou limite e ficaram sob monitoramento constante, sendo feita a

limpeza das caixas, com troca da maravalha, a cada dois dias.

2.2.2.1 Analise microtomogréafica e morfométrica do tecido 6sseo dos fémures
de ratos com diabetes mellitus e normoglicémicos
Ao final de 42 dias apos a inducgédo, foram realizados os procedimentos de
eutanasia dos animais NG e DM, remocéao e fixacdo dos fémures, escaneamento em
microtomografo e obtencdo dos parametros morfométricos, como descrito no

capitulo 1, item 1.2.2.1.

2.2.3 Efeito da diabetes mellitus sobre a diferenci  acéo osteoblastica de MSC

2.2.3.1 Obtencéo e cultura de NG-MSC e DM-MSC
Para avaliar o efeito da DM sobre a diferenciacdo osteoblastica de MSC,
NG-MSC e DM-MSC foram isoladas da medula éssea de fémures de ratos NG e
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com DM, respectivamente. A eutanasia dos animais foi realizada como descrito no
capitulo 1, item 1.2.2.1 e os procedimentos de remocao e transporte dos fémures,
obtencdo e cultura de células foram realizados como descrito no capitulo 1, item
1.2.3.1. O cultivo foi realizado durante 7 dias para permitir a selecdo de MSC por
aderéncia ao poliestireno e obtencdo de células em numero suficiente para a
realizacdo dos experimentos. Durante esse periodo, as células foram mantidas a
37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO, e 95% de ar atmosférico e 0

meio de cultura foi trocado em a cada 48 horas.

2.2.3.2 Diferenciacéo osteoblastica de NG-MSC e DM-MSC

ApoOs 7 dias, quando as culturas atingiram subconfluéncia, o meio de
expansdo foi removido e as células aderidas foram desprendidas e obtida
suspensao de células como descrito no capitulo 1, item 1.2.3.2. Em seguida, NG-
MSC e DM-MSC foram plaqueadas em placas de poliestireno de 24 pocos contendo
meio de expansdo na densidade de 10* células/poco. Apés 2 dias, tempo necessario
para aderéncia celular, o meio de expansédo foi substituido por meio osteogénico
para induzir a diferenciacdo osteoblastica. As respostas celulares avaliadas foram:
proliferagdo celular, atividade de ALP e formagdo de matriz extracelular
mineralizada. As células foram mantidas e o meio de cultura foi trocado nas mesmas

condicbes como descrito no item 2.2.3.1.

2.2.3.2.1 Proliferagdo de NG-MSC e DM-MSC
A proliferacdo de NG-MSC e DM-MSC foi determinada aos 3, 7 e 10 dias de
cultura pelo ensaio colorimétrico MTT seguindo o mesmo protocolo experimental

descrito no capitulo 1, item 1.2.3.2.1.

2.2.3.2.2 Atividade de ALP em NG-MSC e DM-MSC

A atividade de ALP em NG-MSC e DM-MSC foi determinada ao final de 7 e
10 dias de cultura seguindo o mesmo protocolo experimental descrito no capitulo 1,
item 1.2.3.2.2.

2.2.3.2.3 Formacao de matriz extracelular mineraliz ada por NG-MSC e DM-MSC
A formacdo de matriz extracelular mineralizada por NG-MSC e DM-MSC

cultivadas foi detectada por coloragédo com vermelho de alizarina S (Sigma-Aldrich) e
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guantificada aos 17 dias de cultura, seguindo o mesmo protocolo experimental como

descrito no capitulo 1, item 1.2.3.2.3.

2.2.4 Efeito de SD-MSC na diferenciacdo osteoblasti ca de DM-MSC e de DM-
MSC na diferenciacao osteoblastica de SD-MSC

2.2.4.1 Obtencéo e cultura de SD-MSC e DM-MSC

SD-MSC e DM-MSC foram isoladas da medula 6ssea de fémures de ratos
saudaveis jovens e com DM, respectivamente, sendo os saudaveis jovens com
aproximadamente 4 semanas de vida e 150-200 g. As células foram obtidas e
cultivadas como descrito no capitulo 1, item 1.2.3.1, utilizando meio de expanséo
normoglicémico. No entanto, para o transporte de fémures de alguns animais com
DM, obtencdo e cultura de DM-MSC, foram seguidos 0S mesmos tempos e
protocolos experimentais, porém, foi utilizado meio de expansédo contendo a-MEM
com concentracdo de glicose semelhante a observada nas amostras de sangue de
animais com DM, mimetizando assim, um microambiente hiperglicémico em cultura.
Em seguida, foram caracterizadas como MSC por citometria de fluxo e utilizadas nos
experimentos de cocultura. SD-MSC foram também utilizadas nos experimentos
para avaliar o reparo de defeitos de calvaria de ratos com DM.

2.2.4.1.1 Caracterizacdo de DM-MSC por citometriad e fluxo
A caracterizacao por citometria de fluxo de DM-MSC em meio de expanséo
normoglicémico ou hiperglicémico foi realizada utilizando os mesmos anticorpos e

protocolo experimental descrito no capitulo 1, item 1.2.4.1.1.

2.2.4.2 Cocultura indireta de SD-MSC e DM-MSC e dif erenciacao osteoblastica
Apés 7 dias, quando as culturas atingiram subconfluéncia, o meio de
expansao foi removido e obtida suspensao de células, como descrito no capitulo 1,
item 1.2.3.2. As células foram cultivadas em modelo de cocultura indireta utilizando
insertos com filtros porosos de 0,4 um (Transwell, Corning Incorporated).
Inicialmente, SD-MSC e DM-MSC cultivadas previamente em meio de expansao
normoglicémico e DM-MSC cultivadas previamente em meio de expansao
hiperglicémico, foram plaqueadas em placas de poliestireno de 24 pog¢os ou insertos,
contendo 0s mesmos tipos de meio, com densidades de plagueamento de 10*
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células, de forma que os tipos celulares foram cultivados tanto nos insertos como
separadamente no fundo dos pocos. Para permitir sua aderéncia, as células foram
mantidas separadas durante 2 dias. Apds esse periodo, foi realizada a cocultura
indireta substituindo o meio de expansdo por meio osteogénico normoglicémico ou
hiperglicémico para induzir a diferenciacdo osteoblastica. Os controles foram SD-
MSC e DM-MSC, cocultivadas em meio osteogénico normoglicémico ou
hiperglicémico tanto no inserto quanto no poco, de forma que as coculturas formadas
foram SD-MSC—SD-MSC, DM-MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-
MSC—SD-MSC (Figura 22). Para avaliacdo das respostas celulares os insertos
foram descartados e as células dos pocos foram submetidas as seguintes
avaliacOes: proliferacdo celular, expressédo génica de marcadores osteoblasticos por
PCR em tempo real, expressao proteica de marcadores osteoblasticos por western
blot, atividade de ALP e formag&o de matriz extracelular mineralizada.

MEIO OSTEOGENICO NORMOGLICEMICO

inserto—JE\ o1 o1 o n
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B

Figura 22. Imagem ilustrativa da cocultura indireta de SD-MSC e DM-MSC cultivadas nos insertos e
pocos de placas de poliestireno em meio osteogénico normoglicémico (A) ou hiperglicémico (B). As
avaliagOGes foram realizadas nas células cultivadas nos pogos sob influéncia das células cultivadas
nos insertos.

2.2.4.3 Proliferacdo de SD-MSC e DM-MSC em cocultura indire  ta

A proliferagcado de SD-MSC e DM-MSC foi determinada aos 3, 7 e 10 dias de
cocultura indireta em meio normoglicémico ou hiperglicémico pelo ensaio
colorimétrico MTT, seguindo o mesmo protocolo experimental descrito no capitulo 1,
item 1.2.3.2.1.
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2.2.4.4 Avaliacao da expressdo génica de marcadores osteobl  asticos por PCR
em tempo real de SD-MSC e DM-MSC em cocultura indir  eta
A expressao génica de Runx2, Osx, Alp, Bsp, Oc, Opn e Ctnnbl em SD-
MSC e DM-MSC foi avaliada aos 7 e 10 dias de cocultura indireta em meio
normoglicémico ou hiperglicEémico por PCR em tempo real seguindo o mesmo
protocolo experimental descrito no capitulo 1, item 1.2.4.4.

2.2.4.5 Avaliacdo da expressao proteica por western blot de SD-MSC e DM-
MSC em cocultura indireta
A deteccgéo da expresséo proteica em SD-MSC e DM-MSC foi realizada por
western blot aos 10 dias de cocultura indireta em meio normoglicémico ou
hiperglicémico seguindo o mesmo protocolo experimental descrito no capitulo 1, item
1.2.4.5.

2.2.4.6 Atividade de ALP em SD-MSC e DM-MSC em cocultura in  direta
A atividade de ALP em SD-MSC e DM-MSC foi avaliada ao final de 7 e 10
dias de cocultura indireta em meio normoglicémico ou hiperglicémico, seguindo o

mesmo protocolo experimental descrito no capitulo 1, item 1.2.3.2.2.

2.2.4.7 Formacao de matriz extracelular mineralizada por SD -MSC e DM-MSC
em cocultura indireta
A formacao de matriz extracelular mineralizada por SD-MSC e DM-MSC foi
detectada por coloragdo com vermelho de alizarina S (Sigma-Aldrich) e quantificada
aos 17 dias de cocultura indireta em meio normoglicémico ou hiperglicémico,

seguindo o0 mesmo protocolo experimental descrito no capitulo 1, item 1.2.3.2.3.

2.2.4.8 Investigacao da modulacéo de genes das vias  de sinalizacdo de BMP,
WNT e ITG nas interagdes entre SD-MSC e DM-MSC em c ocultura
indireta
Ao final de 10 dias de cocultura indireta, a analise do perfil de expresséo de
genes envolvidos nas vias de sinalizagdo de BMP, WNT e ITG durante o processo
de diferenciagcdo osteoblastica em meio normoglicémico ou hiperglicémico foi
realizado através da técnica PCR array seguindo o mesmo protocolo experimental

descrito no capitulo 1, item 1.2.4.8.
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2.2.5 Avaliagdo do efeito de injecdo local de SD-MS C na formacdo éssea de

defeitos criados na calvaria de ratos com diabetes mellitus

2.2.5.1 Obtengéao e cultura de SD-MSC
SD-MSC foram obtidas e cultivadas seguindo o mesmo protocolo

experimental descrito no capitulo 1, item 1.2.4.1.

2.2.5.1.1 Avaliacdo do Complexo Principal de Histoc ompatibilidade (MHC
classes | e Il) em SD-MSC
A avaliacdo da expressdo das moléculas do MHC em SD-MSC foi realizada
por citometria de fluxo, seguindo o mesmo protocolo experimental descrito no

capitulo 1, item 1.2.5.1.1.

2.2.5.2 Procedimento cirdrgico para a criacdo dos d  efeitos 6sseos

Os ratos com DM foram submetidos a cirurgia para criacdo de defeitos
0sseos nas calvarias, 42 dias apos a inducdo da doenca, como descrito no capitulo
1, item 1.2.5.2. Apés o procedimento cirdrgico, os animais foram medicados como
descrito no capitulo 1, item 1.2.2, e transferidos ao biotério, onde foram mantidos em
namero de 3 por caixa, recebendo racdo e dgua sem restricdes ou limite e ficaram
sob monitoramento constante, sendo feita a limpeza das caixas, com troca da

maravalha, a cada dois dias.

2.2.5.3 Injecao local de SD-MSC nos defeitos 6sseos
ApOs 2 semanas da criacdo dos defeitos 6sseos, 0s animais foram
submetidos a nova intervencdo para a injecdo de SD-MSC ou PBS seguindo o

mesmo protocolo experimental descrito no capitulo 1, item 1.2.5.3.

2.2.5.4 Avaliacdo do tempo de permanéncia de SD-MSC injetadas nos defeitos
0sseos criados na calvéria de ratos com diabetes me  llitus
A avaliacdo do tempo de permanéncia de SD-MSC injetadas nos defeitos

0sseos foi realizado como descrito no capitulo 1, item 1.2.5.4.
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2.2.5.5 Avaliagdo da formagéo Ossea induzida por SD-MSC em defeitos de
calvéria de ratos com diabetes mellitus

Os ratos com DM foram divididos em 2 grupos: SD-MSC tratados com
injecdo de células e Controle, com injecdo de PBS, para avaliacdo da formacao
0ssea induzida por SD-MSC em defeitos de calvaria, como descrito no capitulo 1,
item 1.2.5.5.

Decorridas 4 semanas da injecao, foram realizadas a eutanasia, remocéao e
fixacdo das calvarias como descrito no capitulo 1, itens 1.2.2.1 e 1.2.5.5, para
avaliacdo do tecido 6sseo formado por uCT, seguida de processamento para analise
histologica, ou para avaliagcdo de marcadores osteoblasticos no tecido formado por

PCR em tempo real.

2.2.5.6 Analise microtomografica e morfométrica do tecido 6sseo formado em
defeitos criados na calvéaria de ratos com diabetes mellitus
Para avaliar o tecido 6sseo formado em defeitos criados na calvaria de ratos
com DM apos injecdo de PBS ou SD-MSC, as calvarias foram submetidas ao
escaneamento em microtomégrafo como descrito no capitulo 1, item 1.2.2.1, e

obtencdo dos parametros morfométricos, como descrito no capitulo 1, item 1.2.5.6.

2.2.5.7 Analise histologica do tecido 6sseo formado em defeitos criados na
calvaria de ratos com diabetes mellitus
Ap6s o escaneamento por PCT, as amostras foram processadas para
histologia como descrito no capitulo 1, item 1.2.5.7.

2.2.5.8 Avaliacdo da expressdo génica de marcadores osteoblasticos por
PCR em tempo real do tecido 6sseo formado em defeit  os criados na
calvaria de ratos com diabetes mellitus
A avaliacdo da expressdo dos marcadores osteoblasticos Runx2, Osx, Alp,
Bsp, Oc e Opn por PCR em tempo real no tecido 6sseo formado em defeitos criados
na calvaria de ratos com DM apo6s inje¢cdo de PBS ou SD-MSC foi realizada como
descrito no capitulo 1, item 1.2.5.8.
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2.2.6 Analise estatistica
As andlises estatisticas foram realizadas como descrito no capitulo 1, item
1.2.6.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Efeito da diabetes mellitus no tecido 6sseo

O registro da glicemia feito semanalmente, durante 6 semanas, contadas a
partir da injecdo de STZ ou veiculo mostrou que todos os animais que receberam
administracdo de STZ apresentaram niveis circulantes de glicose superiores a 300
mg/dL nas semanas avaliadas, sendo considerados com DM, enquanto os animais
gue receberam injecao de veiculo mantiveram niveis de glicose sanguinea normais

para a espécie, sendo considerados como NG (Figura 23).

Glicemia
600 -
150 'L_L 0 PR R |
2 504 1.~
= 300 -
g —NG
150 1 ¢ . -.-DM
O 1 1 1 1 1] 1
1 2 3 4 5 6
Semanas

Figura 23. Medidas dos niveis de glicose sanguinea de ratos tratados com STZ (DM) e veiculo (NG).
Os dados estédo representados como média + desvio padréo (n=12).

A andlise das reconstrucbes microtomograficas 3D mostrou, apos 6
semanas (42 dias) da injecdo intraperitoneal de STZ ou veiculo, diferencas
qualitativas na estrutura 6ssea da porcao distal dos fémures entre os ratos NG e DM.
Nos NG notou-se maior densidade de trabéculas (Figura 24A,B), quando
comparados com os DM, nos quais houve reducéao da densidade trabecular (Figura
24C,D).
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Figura 24. Reconstru¢cBes microtomograficas tridimensionais de fémures de ratos normoglicémicos
(NG; A e B) e com diabetes mellitus (DM; C e D) apos 42 dias da injecdo intraperitoneal de veiculo ou
STZ, respectivamente.

As analises morfométricas (Figura 25A-H) mostraram que os parametros BV
(p=0,001), BV/TV (p=0,002), BS (p=0,001), Tb.Th (p=0,001), Tb.N (p=0,002),
Conn.D (p=0,002) e BMD (p=0,004) dos ratos DM foram menores comparados com
0s NG, enquanto a Th.Sp (p=0,040) foi maior.
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Figura 25. Parametros morfométricos de fémures de ratos normoglicémicos (NG) e com diabetes
mellitus (DM) ap6s 42 dias da injecao intraperitoneal de veiculo ou STZ, respectivamente. Asterisco
(*) indica diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Os dados estdo representados como média
+ desvio padréo (n=6).
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2.3.2 Efeito da diabetes mellitus sobre a diferenci  ag&o osteoblastica de MSC

2.3.2.1 Proliferacdo de NG-MSC e DM-MSC

Os resultados de proliferacdo de NG-MSC e DM-MSC (Figura 26A)
mostraram que as culturas apresentaram comportamento diferente entre si. As NG-
MSC proliferaram de 3 para 7 dias, mas ndo entre 7 e 10 dias (p=0,001 e p=0,482,
respectivamente). As DM-MSC, embora tenham apresentado maior numero de
células do que as NG-MSC aos 3 dias (p=0,001), néo proliferaram porque o hamero
de células diminuiu ao longo dos periodos avaliados (p=0,001, para todos os

periodos).

2.3.2.2 Atividade de ALP em NG-MSC e DM-MSC

Os resultados da atividade de ALP em NG-MSC e DM-MSC (Figura 26B)
mostraram que, independentemente dos tipos de culturas avaliadas, houve maior
atividade enzimatica aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias de cultura,
nao houve diferenca estatisticamente significante na atividade de ALP entre as
culturas avaliadas (p=0,071). No entanto, aos 10 dias houve maior atividade de ALP
em NG-MSC comparadas as DM-MSC (p=0,001).

2.3.2.3 Formacao de matriz extracelular mineralizad a por NG-MSC e DM-MSC

Os resultados da formacéo de matriz extracelular mineralizada por NG-MSC
e DM-MSC (Figura 26C) mostraram que todas as culturas apresentaram
mineralizacdo da matriz, que foi maior em NG-MSC comparadas as DM-MSC
(p=0,022).
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Figura 26. Proliferacdo celular aos 3, 7 e 10 dias (A), atividade de fosfatase alcalina (ALP) aos 7 e 10
dias (B) e formacéo de matriz extracelular mineralizada aos 17 dias (C) em culturas de NG-MSC e
DM-MSC cultivadas em meio osteogénico normoglicémico. Letras e asteriscos (*) indicam diferenca
estatisticamente significante. Os dados estdo representados como média + desvio padrao (n=5;
p=<0,05).

2.3.3 Efeito de SD-MSC na diferenciacdo osteoblasti ca de DM-MSC e de DM-
MSC na diferenciagdo osteoblastica de SD-MSC cultiv. adas em meio

normoglicémico ou hiperglicémico

2.3.3.1 Caracterizacdo de DM-MSC cultivadas em meio  normoglicémico por

citometria de fluxo

Apoés 7 dias de cultura em meio de expansdo normoglicémico, o perfil de
expressdo dos marcadores de superficie confirmou que as culturas de DM-MSC
apresentaram caracteristicas de MSC. As culturas apresentaram alta porcentagem
de células expressando CD29 e CD90 e baixa porcentagem expressando CD31,
CD34, CD44, CD45 e CD106 (Figura 27A-G).

As SD-MSC utilizadas nas coculturas indiretas descritas nesse capitulo
foram caracterizadas previamente por citometria de fluxo e os resultados estéo

descritos no Capitulo 1, item 1.3.3.1.
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Figura 27. Histogramas e porcentagem de DM-MSC cultivadas em meio de expanséo
normoglicémico expressando os marcadores de superficie CD29 (A), CD90 (B), CD31 (C), CD34 (D),
CD44 (E), CD45 (F) e CD106 (G), assim como células ndo incubadas com os anticorpos (H-I).

2.3.3.2 Proliferacdo de SD-MSC e DM-MSC em cocultur a indireta em meio
normoglicémico

Os resultados da proliferacédo (Figura 28) mostraram que, independente dos
tipos de coculturas avaliadas, houve proliferacdo celular porque foi observado
aumento do numero de células de 3 para 7 dias e de 7 para 10 dias (p=0,001, para
ambos os intervalos). Aos 3 dias de cocultura, SD-MSC—SD-MSC tinha mais
células do que SD-MSC—DM-MSC (p=0,001), mas ambas nédo foram diferentes em
relacdo a DM-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC, dentre as quais também nao
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,791). Aos 7 dias de cocultura ndo

houve diferenga estatisticamente significante entre as coculturas. No entanto, aos 10
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dias, havia maior numero de células em SD-MSC—SD-MSC e DM-MSC—SD-MSC,
dentre as quais ndo houve diferenca estatisticamente significante (p=0,986), mas em
ambas a quantidade de células foi maior do que em DM-MSC—DM-MSC e SD-
MSC—DM-MSC, dentre as quais ndo houve diferenca estatisticamente significante
(p=0,998).

Proliferagao Celular
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o LI Spmsc SD-MSC O Sm-msc DM-MSC
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Figura 28. Proliferagdo celular aos 3, 7 e 10 dias de coculturas indiretas SD-MSC—SD-MSC, DM-
MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC, cultivadas em meio osteogénico
normoglicémico. Letras e asteriscos (*) indicam diferenca estatisticamente significante. Os dados
estao representados como média + desvio padrédo (n=5; p<0,05).

2.3.3.3 Avaliacdo da expressdo génica de marcadores osteobl  asticos por
PCR em tempo real de SD-MSC e DM-MSC em cocultura i ndireta em
meio normoglicémico
A expressao relativa do gene Runx2 (Figura 29A) foi diferente nos dois
periodos avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve
maior expressao aos 7 dias do que aos 10 dias (p=0,003). Aos 7 dias, a expressao
relativa de Runx2 foi maior em DM-MSC—DM-MSC quando comparada a SD-
MSC—DM-MSC (p=0,018), que por sua vez foi maior quando comparada a SD-
MSC—SD-MSC e DM-MSC—SD-MSC (p=0,001 e p=0,003, respectivamente),
dentre as quais ndao houve diferenca estatisticamente significante (p=0,950). Aos 10
dias, a expresséao relativa de Runx2 nao foi diferente entre DM-MSC—DM-MSC e
SD-MSC—DM-MSC (p=0,757), mas em ambas foi maior do que SD-MSC—SD-MSC
(p=0,001, para ambas) e DM-MSC—SD-MSC (p=0,001, para ambas). No mesmo
periodo, a expressao relativa de Runx2 foi maior em DM-MSC—SD-MSC quando
comparada a SD-MSC—SD-MSC (p=0,001).
A expressao relativa do gene Osx (Figura 29B) foi diferente nos dois
periodos avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve

maior expressao aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao
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relativa de Osx foi maior em DM-MSC—DM-MSC quando comparada a SD-
MSC—DM-MSC (p=0,044), que por sua vez foi maior quando comparada a SD-
MSC—SD-MSC e DM-MSC—SD-MSC (p=0,001, para ambos), dentre as quais nao
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,633). Aos 10 dias, a expressao
relativa de Osx néo foi diferente entre DM-MSC—DM-MSC e SD-MSC—DM-MSC
(p=0,141), mas em ambas foi maior do que SD-MSC—SD-MSC (p=0,001, para
ambas) e DM-MSC—SD-MSC (p=0,001, para ambas), dentre as quais nao houve
diferenca estatisticamente significante (p=0,692).

A expressao relativa do gene Alp (Figura 29C) foi diferente nos dois periodos
avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve maior
expressdo aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,006). Aos 7 dias a expressao relativa
de Alp nao foi diferente entre DM-MSC—DM-MSC e SD-MSC—DM-MSC (p=0,053),
mas em ambas foi maior do que SD-MSC—SD-MSC (p=0,001, para ambas) e DM-
MSC—SD-MSC (p=0,001, para ambas), dentre as quais nao houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,976). Aos 10 dias a expressao relativa de Alp
também ndo foi diferente entre DM-MSC—DM-MSC e SD-MSC—DM-MSC
(p=0,883), mas em ambas foi maior do que SD-MSC—SD-MSC (p=0,001, para
ambas) e DM-MSC—SD-MSC (p=0,001, para ambas), dentre as quais nao houve
diferenca estatisticamente significante (p=0,455).

A expressao relativa do gene Bsp (Figura 29D) foi diferente nos dois
periodos avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve
maior expressdo aos 7 dias do que aos 10 dias (p=0,038). Aos 7 dias, a expressao
relativa de Bsp foi maior em DM-MSC—DM-MSC quando comparada a DM-
MSC—SD-MSC (p=0,004), que por sua vez foi maior quando comparada a SD-
MSC—SD-MSC e SD-MSC—DM-MSC (p=0,003 e p=0,023), dentre as quais nao
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,755). Aos 10 dias, a expressao
relativa de Bsp nao foi diferente entre DM-MSC—DM-MSC e SD-MSC—DM-MSC
(p=0,601), mas em ambas foi maior do que SD-MSC—SD-MSC (p=0,001, para
ambas) e DM-MSC—SD-MSC (p=0,001, para ambas). No mesmo periodo, a
expressao relativa de Bsp foi maior em DM-MSC—SD-MSC quando comparada a
SD-MSC—SD-MSC (p=0,023).

A expressao relativa do gene Oc (Figura 29E) foi diferente nos dois periodos
avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve maior

expressao aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao relativa
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de Oc néo foi diferente entre DM-MSC—DM-MSC e SD-MSC—DM-MSC (p=0,889),
mas em ambas foi maior do que SD-MSC—SD-MSC (p=0,001, para ambas) e DM-
MSC—SD-MSC (p=0,003 e p=0,001, respectivamente), dentre as quais ndo houve
diferenca estatisticamente significante (p=0,830). Aos 10 dias, a expressao relativa
de Oc néo foi diferente entre DM-MSC—DM-MSC e SD-MSC—DM-MSC (p=0,188),
mas em ambas foi maior do que SD-MSC—SD-MSC (p=0,001, para ambas) e DM-
MSC—SD-MSC (p=0,001, para ambas). No mesmo periodo, a expressao relativa de
Oc foi maior em DM-MSC—SD-MSC quando comparada a SD-MSC—SD-MSC
(p=0,001).

A expressao relativa do gene Opn (Figura 29F) néo foi diferente nos dois
periodos avaliados, independente dos tipos de coculturas (p=0,649). Aos 7 dias, a
expressao relativa de Opn nao foi diferente entre DM-MSC—DM-MSC e SD-
MSC—DM-MSC (p=0,943), mas em ambas foi maior do que SD-MSC—SD-MSC
(p=0,001, para ambas) e DM-MSC—SD-MSC (p=0,001, para ambas), dentre as
quais ndo houve diferenca estatisticamente significante (p=0,841). Aos 10 dias, a
expressao relativa de Opn foi maior em DM-MSC—DM-MSC quando comparada a
SD-MSC—DM-MSC (p=0,012), que por sua vez foi maior quando comparada a SD-
MSC—SD-MSC e DM-MSC—SD-MSC (p=0,001, para ambos), dentre as quais nao
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,797).

A expresséao relativa do gene Ctnnbl (Figura 29G) foi diferente nos dois
periodos avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve
maior expressao aos 7 dias do que aos 10 dias (p=0,001). Aos 7 dias, ndo houve
diferenca estatisticamente significante na expresséao relativa do gene Ctnnbl entre
as coculturas. Aos 10 dias, a expressao relativa de Ctnnbl foi maior em DM-
MSC—DM-MSC, quando comparada a SD-MSC—SD-MSC, SD-MSC—DM-MSC e
DM-MSC—SD-MSC (p=0,004, p=0,034 e p=0,001, dentre as quais nado houve
diferenca estatisticamente significante.
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Figura 29. Expressao génica relativa de Runx2 (A), Osx (B), Alp (C), Bsp (D), Oc (E), Opn (F) e
Ctnnbl (G) aos 7 e 10 dias, em coculturas indiretas SD-MSC—SD-MSC, DM-MSC—DM-MSC, SD-
MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC, cultivadas em meio osteogénico normoglicémico. Letras e
asteriscos (*) indicam diferenca estatisticamente significante. Os dados estdo representados como
média + desvio padrao (n=4; p<0,05).
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2.3.3.4 Avaliagcdo da expressao proteica por western blot de SD-MSC e DM-
MSC em cocultura indireta em meio normoglicémico

A expressao relativa da proteina ALP (Figura 30A) foi maior em SD-
MSC—SD-MSC e SD-MSC—DM-MSC, dentre as quais ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,887), e menor em DM-MSC—DM-MSC e DM-
MSC—SD-MSC dentre as quais ndo houve diferenga estatisticamente significante
(p=0,190).

A expressao relativa da proteina OPN (Figura 30B) foi maior em SD-
MSC—-SD-MSC e SD-MSC—DM-MSC, dentre as quais n&do houve diferenga
estatisticamente significante (p=0,554), e menor em DM-MSC—DM-MSC e DM-
MSC—SD-MSC dentre as quais ndo houve diferenca estatisticamente significante
(p=0,055).

2.3.3.5 Atividade de ALP em SD-MSC e DM-MSC em cocu ltura indireta em meio

normoglicémico

Os resultados da atividade de ALP (Figura 30C) mostraram que,
independente dos tipos de coculturas avaliadas, houve maior atividade enzimatica
aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias de cocultura, ndo houve
diferenca estatisticamente significante na atividade de ALP entre as coculturas. No
entanto, aos 10 dias, houve maior atividade de ALP em SD-MSC—SD-MSC e DM-
MSC—SD-MSC, dentre as quais ndo houve diferenca estatisticamente significante
(p=1,000). No mesmo periodo, a atividade de ALP foi maior em SD-MSC—DM-MSC
quando comparada as DM-MSC—DM-MSC (P=0,003).

2.3.3.6 Formacao de matriz extracelular mineralizad a por SD-MSC e DM-MSC

em cocultura indireta em meio normoglicémico

Os resultados da formacao de matriz extracelular mineralizada (Figura 30D)
mostraram que todas as culturas apresentaram mineralizacdo da matriz, que foi
menor em DM-MSC—DM-MSC quando comparada as outras coculturas. Houve
maior mineralizagdo em SD-MSC—SD-MSC do que em SD-MSC—DM-MSC
(p=0,020), mas nao quando comparada a DM-MSC—SD-MSC (p=0,258). Nao houve
diferenca estatisticamente significante entre DM-MSC—SD-MSC e SD-MSC—DM-
MSC (p=0,514).
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Figura 30. Expressao proteica relativa de fosfatase alcalina (ALP) (A) e osteopontina (OPN) (B) aos
10 dias, atividade de ALP aos 7 e 10 dias (C) e formacdo de matriz extracelular mineralizada aos 17
dias (D) em coculturas indiretas SD-MSC—SD-MSC, DM-MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e
DM-MSC—SD-MSC, cultivadas em meio osteogénico normoglicémico. Letras e asteriscos (*) indicam
diferenca estatisticamente significante. Os dados esté@o representados como média + desvio padrao
(n=5; p=<0,05).

2.3.3.7 Caracterizacdo de DM-MSC cultivadas em meio  hiperglicémico por
citometria de fluxo

Apos 7 dias de cultura em meio de expansao hiperglicémico, o perfil de
expressdo dos marcadores de superficie confirmou que as culturas de DM-MSC
apresentaram caracteristicas de MSC. As culturas apresentaram alta porcentagem
de células expressando CD29 e CD90 e baixa porcentagem expressando CD31,
CD34, CD44, CD45 e CD106 (Figura 31A-G).

As SD-MSC utilizadas nas coculturas indiretas descritas nesse capitulo
foram caracterizadas previamente por citometria de fluxo e os resultados estao

descritos no Capitulo 1, item 1.3.3.1.
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Figura 31. Histogramas e porcentagem de DM-MSC cultivadas em meio de expansao hiperglicEmico
expressando os marcadores de superficie CD29 (A), CD90 (B), CD31 (C), CD34 (D), CD44 (E), CD45
(F) e CD106 (G), assim como células ndo incubadas com os anticorpos (H-I).

2.3.3.8 Proliferacdo de SD-MSC e DM-MSC em cocultur a indireta em meio
hiperglicémico

Os resultados da proliferacéo (Figura 32) mostraram que, independente dos
tipos de coculturas avaliadas, houve proliferacdo celular porque foi observado
aumento do numero de células de 3 para 7 dias, mas nao entre 7 e 10 dias (p=0,001
e p=0,163, respectivamente). Em todos os periodos avaliados havia maior nimero
de células em SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC, dentre as quais néo
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,266, p=0,983 e p=0,183,
respectivamente), mas em ambas a quantidade de células foi maior do que em SD-
MSC—SD-MSC e DM-MSC—DM-MSC, dentre as quais ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,995, p=0,054 e p=0,752, respectivamente).
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Figura 32. Proliferacéo celular aos 3, 7 e 10 dias de coculturas indiretas SD-MSC—SD-MSC, DM-
MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC, cultivadas em meio osteogénico
hiperglicémico. Letras e asteriscos (*) indicam diferenca estatisticamente significante. Os dados estéo
representados como média + desvio padrao (n=5; p<0,05).

2.3.3.9 Avaliacdo da expressdo génica de marcadores osteobl  asticos por
PCR em tempo real de SD-MSC e DM-MSC em cocultura i ndireta em
meio hiperglicémico

A expressao relativa do gene Runx2 (Figura 33A) foi diferente nos dois
periodos avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve
maior expressdo aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao
relativa de Runx2 néo foi diferente entre SD-MSC—SD-MSC e DM-MSC—SD-MSC
(p=0,077), mas em ambas foi maior do que DM-MSC—DM-MSC (p=0,001, para
ambas) e SD-MSC—DM-MSC (p=0,001, para ambas), dentre as quais ndo houve
diferenca estatisticamente significante (p=1,000). Aos 10 dias, a expressao relativa
de Runx2 foi maior em DM-MSC—SD-MSC quando comparada a SD-MSC—SD-
MSC (p=0,001), que por sua vez foi maior quando comparada a DM-MSC—DM-
MSC e SD-MSC—DM-MSC (p=0,001, para ambos), dentre as quais nao houve
diferenca estatisticamente significante (p=0,909).

A expressao relativa do gene Osx (Figura 33B) ndo foi diferente nos dois
periodos avaliados, independente dos tipos de coculturas (p=0,059). Aos 7 dias, a
expressao relativa de Osx foi maior em DM-MSC—SD-MSC quando comparada a
SD-MSC—SD-MSC (p=0,017), que por sua vez foi maior quando comparada a DM-
MSC—DM-MSC e SD-MSC—DM-MSC (p=0,001, para ambos), dentre as quais nao
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,888). Aos 10 dias, a expressao
relativa de Osx também foi maior em DM-MSC—SD-MSC guando comparada a SD-

MSC—SD-MSC (p=0,024), que por sua vez foi maior quando comparada a DM-
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MSC—DM-MSC e SD-MSC—DM-MSC (p=0,001, para ambos), dentre as quais néo
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,901).

A expressao relativa do gene Alp (Figura 33C) foi diferente nos dois periodos
avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve maior
expressao aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao relativa
de Alp nao foi diferente entre SD-MSC—SD-MSC e DM-MSC—SD-MSC (p=0,168),
mas em ambas foi maior do que DM-MSC—DM-MSC (p=0,001, para ambas) e SD-
MSC—DM-MSC (p=0,001, para ambas), dentre as quais ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,998). Aos 10 dias, a expressao relativa de Alp foi
maior em DM-MSC—SD-MSC quando comparada a SD-MSC—SD-MSC (p=0,001),
que por sua vez foi maior quando comparada a DM-MSC—DM-MSC e SD-
MSC—DM-MSC (p=0,001, para ambos), dentre as quais ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,895).

A expressao relativa do gene Bsp (Figura 33D) foi diferente nos dois
periodos avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve
maior expressao aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao
relativa de Bsp foi maior em DM-MSC—SD-MSC quando comparada a SD-
MSC—SD-MSC (p=0,020), que por sua vez foi maior quando comparada a DM-
MSC—DM-MSC e SD-MSC—DM-MSC (p=0,001, para ambos), dentre as quais néo
houve diferenca estatisticamente significante (p=1,000). Aos 10 dias, a expressao
relativa de Bsp também foi maior em DM-MSC—SD-MSC quando comparada a SD-
MSC—SD-MSC (p=0,001), que por sua vez foi maior quando comparada a DM-
MSC—DM-MSC e SD-MSC—DM-MSC (p=0,001, para ambos), dentre as quais néo
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,978).

A expresséao relativa do gene Oc (Figura 33E) foi diferente nos dois periodos
avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve maior
expressao aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao relativa
de Oc néo foi diferente entre SD-MSC—SD-MSC e DM-MSC—SD-MSC (p=0,998),
mas em ambas foi maior do que DM-MSC—DM-MSC (p=0,001, para ambas) e SD-
MSC—DM-MSC (p=0,001, para ambas), dentre as quais ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p=1,000). Aos 10 dias, a expressao relativa de Oc foi
maior em DM-MSC—SD-MSC quando comparada a SD-MSC—SD-MSC (p=0,029),

que por sua vez foi maior quando comparada a DM-MSC—DM-MSC e SD-



148 | Capitulo 2

MSC—DM-MSC (p=0,001, para ambos), dentre as quais n&do houve diferenca
estatisticamente significante (p=1,000).

A expressao relativa do gene Opn (Figura 33F) foi diferente nos dois
periodos avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve
maior expressdo aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao
relativa de Opn nao foi diferente entre SD-MSC—SD-MSC e DM-MSC—SD-MSC
(p=0,883), mas em ambas foi maior do que DM-MSC—DM-MSC (p=0,001, para
ambas) e SD-MSC—DM-MSC (p=0,001, para ambas), dentre as quais nao houve
diferenca estatisticamente significante (p=0,680). Aos 10 dias, a expressao relativa
de Opn foi maior em DM-MSC—SD-MSC quando comparada a SD-MSC—SD-MSC
(p=0,001), que por sua vez foi maior quando comparada a DM-MSC—DM-MSC e
SD-MSC—DM-MSC (p=0,001, para ambos), dentre as quais ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,530).

A expressao relativa do gene Ctnnbl (Figura 33G) foi diferente nos dois
periodos avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve
maior expressao aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao
relativa de Ctnnbl foi maior em DM-MSC—SD-MSC quando comparada a SD-
MSC—SD-MSC (p=0,001), que por sua vez foi maior quando comparada a DM-
MSC—DM-MSC e SD-MSC—DM-MSC (p=0,001, para ambos), dentre as quais néo
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,745). Aos 10 dias, a expressao
relativa de Ctnnbl foi maior em DM-MSC—SD-MSC quando comparada a SD-
MSC—SD-MSC (p=0,001), que foi maior comparada a SD-MSC—DM-MSC
(p=0,001), que por sua vez foi maior quando comparada a DM-MSC—DM-MSC
(p=0,019).
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Figura 33. Expressdo génica relativa de Runx2 (A), Osx (B), Alp (C), Bsp (D), Oc (E), Opn (F) e
Ctnnbl (G) aos 7 e 10 dias, em coculturas indiretas SD-MSC—SD-MSC, DM-MSC—DM-MSC, SD-
MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC, cultivadas em meio osteogénico hiperglicémico. Letras e
asteriscos (*) indicam diferenca estatisticamente significante. Os dados estdo representados como

média + desvio padrao (n=4; p<0,05).
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2.3.3.10 Avaliacao da expressédo proteica por wester n blot de SD-MSC e DM-
MSC em cocultura indireta em meio hiperglicémico

A expressao relativa da proteina ALP (Figura 34A) foi maior em em DM-
MSC—SD-MSC quando comparada a SD-MSC—SD-MSC, DM-MSC—DM-MSC e
SD-MSC—DM-MSC (p=0,030, p=0,049 e p=0,011, respectivamente), dentre as
guais néo houve diferenca estatisticamente significante.

A expressao relativa da proteina OPN (Figura 34B) foi maior em DM-
MSC—DM-MSC quando comparada a SD-MSC—DM-MSC (p=0,006), que foi maior
comparada a SD-MSC—SD-MSC (p=0,001), mas ndo maior que DM-MSC—SD-
MSC (p=0,339), dentre as quais ndo houve diferenca estatisticamente significante
(p=0,094).

2.3.3.11 Atividade de ALP em SD-MSC e DM-MSC em coc ultura indireta em
meio hiperglicémico

Os resultados da atividade de ALP (Figura 34C) mostraram que,
independente dos tipos de coculturas avaliadas, houve maior atividade enzimatica
aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias de cocultura houve maior
atividade ALP em DM-MSC—DM-MSC e SD-MSC—DM-MSC, dentre as quais hao
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,989), e menor em SD-MSC—SD-
MSC e DM-MSC—SD-MSC, dentre as quais ndo houve diferenca estatisticamente
significante (p=0,999). Aos 10 dias de cocultura houve maior atividade de ALP em
SD-MSC—DM-MSC quando comparada as DM-MSC—DM-MSC (p=0,045), que por
sua vez foi maior quando comparada as SD-MSC—SD-MSC e DM-MSC—SD-MSC
(p=0,013 e p=0,001, respectivamente), dentre as quais ndo houve diferenca

estatisticamente significante (p=0,776).

2.3.3.12 Formagéao de matriz extracelular mineraliza da por SD-MSC e DM-MSC
em cocultura indireta em meio hiperglicémico

Os resultados da formacao de matriz extracelular mineralizada (Figura 34D)
mostraram que todas as culturas apresentaram mineralizagcdo da matriz, que nao foi
diferente entre DM-MSC—DM-MSC e SD-MSC—DM-MSC (p=0,513), mas em
ambas foi maior do que SD-MSC—SD-MSC (p=0,001, para ambas) e DM-
MSC—SD-MSC (p=0,001, para ambas), dentre as quais ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,973).
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Figura 34. Expressao proteica relativa de fosfatase alcalina (ALP) (A) e osteopontina (OPN) (B) aos
10 dias, atividade de ALP aos 7 e 10 dias (C) e formac&o de matriz extracelular mineralizada aos 17
dias (D) em coculturas indiretas SD-MSC—SD-MSC, DM-MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e
DM-MSC—SD-MSC, cultivadas em meio osteogénico hiperglicémico. Letras e asteriscos (*) indicam
diferenca estatisticamente significante. Os dados estédo representados como média + desvio padrédo
(n=5; p<0,05).

2.3.3.13 Modulacéo da expressao de genes das vias d e sinalizacdo das BMP,
WNT e ITG nas interagdes entre SD-MSC e DM-MSC cult ivadas em
meio normoglicémico ou hiperglicémico
Os heatmaps mostram os genes modulados em DM-MSC—DM-MSC, SD-
MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC em comparagdo com SD-MSC—SD-MSC
cultivadas em meio osteogénico normoglicémico nas vias de sinalizacdo das BMP
(Figura 35A), WNT (Figura 36A) e ITG (Figura 37A).
Na via de BMP, dos 63 genes avaliados, 42 foram diferencialmente
expressos em DM-MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—-SD-MSC em
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comparacdo com SD-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico
normoglicémico (Figura 35B). Destes, 3 foram regulados positivamente somente em
DM-MSC—DM-MSC, 7 somente em SD-MSC—DM-MSC e 2 somente em DM-
MSC—SD-MSC (Figura 35C). Enquanto 5 foram regulados negativamente somente
em DM-MSC—DM-MSC e 1 somente em SD-MSC—DM-MSC (Figura 35D).
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Figura 35. Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde - positivamente; vermelho -
negativamente e preto - descartados) (A) e diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes
modulados (B), os genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de BMP, entre DM-
MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico

normoglicémico em comparacdao com SD-MSC—SD-MSC.

Na via de WNT, dos 63 genes avaliados, 43 foram diferencialmente
expressos em DM-MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC em
comparacdo com SD-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico
normoglicémico (Figura 36B). Destes, 3 foram regulados positivamente somente em
DM-MSC—DM-MSC, 7 somente em SD-MSC—DM-MSC e 6 somente em DM-
MSC—SD-MSC (Figura 36C). Enquanto 8 foram regulados negativamente somente
em DM-MSC—DM-MSC e 1 somente em SD-MSC—DM-MSC (Figura 36D).
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Figura 36. Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde - positivamente; vermelho -
negativamente e preto - descartados) (A) e diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes
modulados (B), os genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de WNT, entre DM-
MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico
normoglicémico em comparacdo com SD-MSC—SD-MSC.

Na via de ITG, dos 61 genes avaliados, 41 foram diferencialmente expressos
em DM-MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC em
comparacdo com SD-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico
normoglicémico (Figura 37B). Destes, 2 foram regulados positivamente somente em
DM-MSC—DM-MSC, 4 somente em SD-MSC—DM-MSC e 6 somente em DM-
MSC—SD-MSC (Figura 37C). Enquanto 10 foram regulados negativamente somente
em DM-MSC—DM-MSC e 2 somente em DM-MSC—SD-MSC (Figura 37D).

Os genes regulados positiva ou negativamente sdo mostrados na Tabela 4.
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Figura 37. Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde - positivamente; vermelho -
negativamente e preto - descartados) (A) e diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes
modulados (B), os genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de ITG, entre DM-
MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico
normoglicémico em comparacao com SD-MSC—SD-MSC.
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Tabela 4. Genes das vias de BMP, WNT e ITG regulados positiva ou negativamente entre DM-
MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico
normoglicémico em compara¢ao com SD-MSC—SD-MSC

Genes regulados

Genes regulados

Via Coculturas . .
pOSItlvamente negatlvamente
DM-MSCDM-MSC
SD-MSC—DM-MSC Bmprib, Sox4 ;
DM-MSC—SD-MSC
DM-MSC—DM-MSC Colla2, Fos Collal, Gdf5

SD-MSC—DM-MSC
DM-MSC—DM-MSC

Atf3, Bmp2, Bmp6, Bmpr2, Igfl,
Inhba, Runx1, Statl, Tgfb2,

Bmp5, DIx2, Gdf6, Id1, Nog,

o - _,SD-
% DM-MSC—SD-MSC Tgfb3, Tgfbrl Smad9, Tgfbr3
SD-MSC—DM-MSC
DM-MSC—SD-MSC Mapk11l, Smad4, Tgfbr2 -
DM-MSC—DM-MSC Inha, Serpinel, Smad3 Bambi, Chrd 1d2, ld3,
Map2k6
i i Acvr2a, Bmpl, Bmp4, Bmp5,
SD-MSC—DM-MSC Map2k6, Smads, Tgfbr3 Acvr2b
DM-MSC—SD-MSC Atf4, Tfifl -
DM-MSC—DM-MSC
SD-MSC—DM-MSC Sfrp5 -
DM-MSC—SD-MSC
DM-MSC—DM-MSC
SD-MSC—DM-MSC Fzd3, Pygo2 ]
DM-MSC—DM-MSC Axinl, Daam1, DvI2, Fzd2, Bcl9, Dkk1, Fzd4, Fzd7,
— DM-MSC—SD-MSC Fzd8, Mmp7, Tcf712, Wnt5b Sfrpl, Sfrp2, Wifl, Wnt10b
£ SD-MSC—DM-MSC
= DM-MSC—SD-MSC Dvl1, Rorl, Tcf3, Wnt2b -
Axin2, Dixdcl, Jun, Lrp5,
DM-MSC—DM-MSC Apc, Btrc, Ccnd2 Myc, Nkd2, NIk, Notum
Dkk1, Nfats, Sfrpl, Tcf7, Wispl,
SD-MSC—DM-MSC Whnt5a, Wnt10b Fzd8
DM-MSC—SD-MSC Dab2, Lefl, Lrp5, Lrp6, Nkd1, i
Ror2
DM-MSC—DM-MSC
SD-MSC—DM-MSC Itgall, Itgal, Itgax, Prkcb Itgh4
DM-MSC—SD-MSC
DM-MSC—DM-MSC Mapkl i
SD-MSC—DM-MSC P
DM-MSC—DM-MSC Actn4, Grb2, Itgal, Itga5, Itga7, ltoa3. 1tqal0
DM-MSC—SD-MSC ltga9, Itgam, Itgb2, Prkcg gas. 119
2 SD-MSC—DM-MSC

DM-MSC—SD-MSC

DM-MSC—DM-MSC

SD-MSC—DM-MSC
DM-MSC—SD-MSC

FInb, Pip5klc, Shcl

Itga8, Rasgrfl

Itga3, Itgab, Pak4, Rapla
Akt3, Capn2, Cdc42, Fina,
Pak3, Parva

Actn3, Cav2, FIna, llk, Itga4,
Itgb5, Pakl, Prkca, Pten,
Shcl

Bcarl, Diaphl

Os heatmaps mostram os genes modulados em DM-MSC—DM-MSC, SD-
MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC em comparagcao com SD-MSC—SD-MSC
cultivadas em meio osteogénico hiperglicémico nas vias de sinalizagdo das BMP
(Figura 38A), WNT (Figura 39A) e ITG (Figura 40A).
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Na via de BMP, dos 63 genes avaliados, 41 foram diferencialmente
expressos em DM-MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC em
comparacdo com SD-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico
hiperglicémico (Figura 38B). Destes, 1 foi regulado positivamente somente em DM-
MSC—DM-MSC, 9 somente em SD-MSC—DM-MSC e 2 somente em DM-
MSC—SD-MSC (Figura 38C). Enquanto 6 foram regulados negativamente somente
em DM-MSC—DM-MSC e 1 somente em DM-MSC—SD-MSC (Figura 38D).
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Figura 38. Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde - positivamente; vermelho -
negativamente e preto - descartados) (A) e diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes
modulados (B), os genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de BMP, entre DM-
MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico
hiperglicémico em comparacédo com SD-MSC—SD-MSC.

Na via de WNT, dos 63 genes avaliados, 37 foram diferencialmente
expressos em DM-MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC em
comparacdo com SD-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico
hiperglicémico (Figura 39B). Destes, 2 foram regulados positivamente somente em
DM-MSC—SD-MSC (Figura 39C). Enquanto 2 foram regulados negativamente
somente em DM-MSC—DM-MSC e 2 somente em SD-MSC—DM-MSC (Figura
39D).
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Figura 39. Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde - positivamente; vermelho -
negativamente e preto - descartados) (A) e diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes
modulados (B), os genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de WNT, entre DM-
MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico
hiperglicémico em comparacdo com SD-MSC—SD-MSC.

Na via de ITG dos 61 genes avaliados, 44 foram diferencialmente expressos
em DM-MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—-SD-MSC em
comparacdo com SD-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico
hiperglicémico (Figura 40B). Destes, 2 foram regulados positivamente somente em
DM-MSC—DM-MSC, 13 somente em SD-MSC—DM-MSC e 1 somente em DM-
MSC—SD-MSC (Figura 40C). Enquanto 2 foram regulados negativamente somente
em DM-MSC—DM-MSC, 2 somente em SD-MSC—DM-MSC e 1 somente em DM-
MSC—SD-MSC (Figura 40D).

Os genes regulados positiva ou negativamente sdo mostrados na Tabela 5.
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Figura 40. Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde - positivamente; vermelho -
negativamente e preto - descartados) (A) e diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes
modulados (B), os genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de ITG, entre DM-
MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico
hiperglicémico em comparacédo com SD-MSC—SD-MSC.
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Tabela 5. Genes das vias de BMP, WNT e ITG regulados positiva ou negativamente entre DM-
MSC—DM-MSC, SD-MSC—DM-MSC e DM-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico
hiperglicémico em compara¢do com SD-MSC—SD-MSC

Genes regulados

Genes regulados

Via Coculturas e .
positivamente negativamente
DM-MSC—DM-

MSC
SD-MSC—DM-MSC Bmp6, Mapk11 ;
DM-MSC—SD-MSC

Acvrll, Atf4, Bmprlb, Colla2,
DM'MNSISCC_’DM' Id1, Id3, Inhba, Mapk14, Runx1,  Bmp3, Eng, Igfl, Map2ké, Nog,
Serpinel, Statl, Tfifl, Tgfb3, Smad3
N SD-MSC—DM-MSC Tgfbr3, Smad4, Sox4
> DM-MSC—DM-
@ MSC - Map3k7, Tgfbl
DM-MSC—SD-MSC
DM-MSC—DM- frd1 Bmp1, Bmp4, Collal, Gdf6, Inha,
MSC Tgfb2
Bmprla, Collal, Dnajal, Fos,
SD-MSC—DM-MSC Map2k3, Map3k7, Smad>, -
Smad7, Tgfb2
DM-MSC—SD-MSC Smad3, Smad9 Smad1l
DM-MSC—DM-

MSC
SD-MSC—DM-MSC Dvl1, DvI2, Nkd1 Ccnd2
DM-MSC—SD-MSC

Apc, Axin2, Bcl9, Dixdcl,
DM-MSC—DM- Ep300, Fosl1, Fzd1, Fzd2,
MSC Fzd4, Jun, LefL, NIk, Ppard, D" CamKke® Daba, SfpL, Sfrpd,
= SD-MSC—DM-MSC Pygo2, Rorl, Ror2, Tcf3, Tcf7, » Y
pd .
= Wispl, Wntll
DM-MSC—DM-

MSC - NIk

DM-MSC—SD-MSC
DM-MSC—DM-

MSC - Fzd3, Mmp7
SD-MSC—DM-MSC - Notum, Wnt10b
DM-MSC—SD-MSC Axinl, Wifl -

DM-MSC—DM-

MSC
SD-MSC—DM-MSC ltgah ]
DM-MSC—SD-MSC

Aktl, Bcarl, Cavl, Cav2,
DM'MNSISCE’ DM-" Diapht, Finb, Grb2, Itgal, Itga3, Itga9, Itgal0, Itgall, Itgam, Itgh2,
SD-MSC—DM-MSC Itgab, Itgab, Itga8, Itgb1, Pak?2, Itgb4, Prkcb
0] Pak3, Prkcg
£  SD-MSC—DM-MSC
DM-MSC—SD-MSC Ptk2, Raplb ]
DM-MSC—DM-
MSC Akt3, Itga7 Actn3, Itgax
Actnl, Actn4, Akt2, Flna, Ik,
SD-MSC—DM-MSC Itgav, Mapkl, Pakl, Pak4, Itga7, ltgbh5

DM-MSC—SD-MSC

Parva, Pip5klc, Rapla, Shcl
Actn3

Actnl
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2.3.4 Avaliacdo da formacdo de tecido 6sseo apls in  jecdo de SD-MSC em

defeitos criados na calvaria de ratos com diabetes mellitus

2.3.4.1 Avaliacdo do MHC classes | e Il em SD-MSC

As SD-MSC utilizadas para o tratamento dos defeitos O0sseos descritas
nesse capitulo foram analisadas previamente quanto a expressado das moléculas do
MHC classes | e Il por citometria de fluxo e os resultados estdo descritos no Capitulo
1, item 1.3.4.1.

2.3.4.2 Avaliacao do tempo de permanéncia de SD-MSC injetadas nos defeitos

0sseos criados na calvaria de ratos com diabetes me  llitus

Os sinais de luminescéncia, gerados pela reacdo de D-luciferina com a
luciferase expressa por SD-MSC e captados pelo IVIS Spectrum (Perkin Elmer) em
calvarias de ratos com DM, mostraram que as células estavam presentes em uma
area bem delimitada no interior do defeito, enquanto os animais Controle né&o
apresentaram sinais de luminescéncia (Figura 41A-E). A quantificacdo da luciferina
caiu progressivamente, de forma que o pico do sinal ocorreu no dia 1 pdés injecdo de
células, reduzindo no dia 3, com uma queda de aproximadamente 88%, continuando
a cair aproximadamente mais 10% no dia 5. No dia 8, o sinal detectado foi muito

baixo ndo indicando a presenca de células (Figura 41F).
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Figura 41. Imagens (A-E) e quantificacdo (F) do sinal de luminescéncia gerados pela luciferina
injetada nos dias 1, 3, 5 e 8 pos injecdo de SD-MSC transduzidas com luciferase em defeitos 6sseos
criados na calvaria de ratos com diabetes mellitus (DM). O animal Controle, com auséncia de sinal,

recebeu injecdo de veiculo (PBS) no dia 1. Os dados estdo apresentados como média + desvio
padrao (n=6).

2.3.4.3 Analises microtomografica e morfométrica do tecido 0sseo formado
em defeitos criados na calvaria de ratos com diabet  es mellitus

A andlise das reconstrugdes microtomograficas 3D das calvarias de ratos
com DM (Figura 42A,B) mostrou que, apds 4 semanas da injecdo de células, houve
formacédo limitada de tecido Osseo, presente majoritariamente nas margens dos
defeitos tratados com injecdo de SD-MSC ou PBS. Além disso, ndo houve diferenca
na formacgéo 0ssea nos defeitos de animais tratados com SD-MSC em comparagao
com os Controles (Figura 42A,B).
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Figura 42. Reconstru¢des microtomograficas tridimensionais (A,B) da calvéaria de ratos com diabetes
mellitus (DM), tratados com injecédo de células-tronco mesenquimais saudaveis (SD-MSC) ou veiculo
(PBS) sem células (Controle), ao final de 4 semanas.

As andlises morfométricas das calvarias de ratos com DM (Figura 43A-F)
mostraram que ndo houve diferenca estatisticamente significante nos parametros BV
(p=0,180), BV/TV (p=0,180), BS (p=0,286), Th.Th (p=0,446), Th.N (p=0,336) e Tb.S
(p=0,655).
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Figura 43. Parametros morfométricos (A-F) do tecido 6sseo formado em defeitos criados em calvaria
de ratos com diabetes mellitus (DM), tratados com injecdo de células-tronco mesenquimais saudaveis
(SD-MSC) ou veiculo (PBS) sem células (Controle), ao final de 4 semanas. Os dados estdo
representados como média + desvio padrao (n=12, p<0,05).

2.3.4.4 Andlise histolégica do tecido ésseo formado em defeitos criados na
calvaria de ratos com diabetes mellitus
A andlise histologica das calvérias de ratos com DM mostrou que nao houve
diferencas na quantidade de tecido 0sseo formado nos defeitos tratados com injecéo
de SD-MSC em relac¢édo ao Controle, corroborando os dados morfométricos gerados
pela analise de uCT (Figura 44A,B). Nas margens de todos os defeitos notou-se a
presenca de tecido conjuntivo com fibras colagenas desorganizadas, osteoblastos
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alinhados lado a lado na superficie 0ssea e osso formado (Figura 44C,D). Além
disso, independente do tratamento, o osso formado apresentou caracteristicas
histologicas semelhantes, com tecido 6sseo maduro com a presenca de linha de
cemento e caracterizado por lamelas dispostas paralelamente entre si, e tecido
0sseo imaturo (Figura 44C-F). Nado foram observados sinais inflamatorios em

nenhum dos cortes histologicos.

Efaes T e ¢
Figura 44. Microscopia de luz de defeitos 6sseos criados em calvaria de ratos com diabetes mellitus
(DM), tratados com injecdo de células-tronco mesenquimais saudaveis (SD-MSC) ou veiculo (PBS)
sem células (Controle), ao final de 4 semanas. Em todos os grupos observou-se tecido 6sseo
formado e a presenca de tecido conjuntivo com fibras colagenas desorganizadas e osteoblastos
alinhados lado a lado na superficie 6ssea (A-D, setas). A area de tecido 6sseo formado exibiu 0sso
maduro e imaturo delimitados por uma linha de cemento (C-F, ponta de seta). Hematoxilina e Eosina.
setas: osteoblastos; ponta de seta: linha de cemento; cm: canal medular; tc: tecido conjuntivo; toi:
tecido 6sseo imaturo; tol: tecido 6sseo lamelar. Barra de escala: A e B=800 um; Ce D =200 ym; E e
F: 50 pym.
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2.3.4.5 Avaliacao da expressao génica de marcadores  osteoblasticos por PCR
em tempo real do tecido O6sseo formado em defeitos ¢  riados na
calvéria de ratos com diabetes mellitus
Em geral, a expressao relativa dos marcadores osteoblasticos Runx2, Osx,
Alp, Bsp, Oc e Opn foi maior em tecidos colhidos de defeitos tratados com SD-MSC
em comparacdo com o Controle (p=0,001, p=0,001, p=0,003, p=0,001, p=0,001 e
p=0,001, respectivamente) (Figura 45A-F).
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Figura 45. Expresséao génica de Runx2 (A), Osx (B), Alp (C), Bsp (D), Oc (E) e Opn (F) das células do
osso formado em defeitos de calvaria de ratos com diabetes mellitus, tratados com injecéo de células-
tronco mesenquimais saudaveis (SD-MSC) ou veiculo (PBS) sem células (Controle), ao final de 4
semanas. Asterisco (*) indica diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Os dados estado
representados como média + desvio padrao (n=4).
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2.4 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivos avaliar o efeito da DM sobre o tecido
0sseo in vivo e sobre a diferenciacdo osteoblastica de MSC in vitro; bem como o
efeito da interagéo entre SD-MSC e DM-MSC sobre a diferencia¢éo osteoblastica de
ambas as células em meio normo e hiperglicémico e a eficacia da terapia celular
através de injecao local de SD-MSC para regenerar defeitos 0sseos de calvaria de
ratos acometidos pela DM.

Inicialmente, mostramos que a inje¢do intraperitoneal de STZ é um método
eficaz para induzir a DM em ratos machos. As reconstru¢cdes 3D dos fémures dos
animais com DM e a andlise dos parametros morfométricos gerados por uUCT
mostraram que o procedimento resultou em efeitos prejudiciais ao tecido 0sseo,
assim como demonstrado anteriormente (SAMSULRIZAL et al., 2021; GONG et al.,
2019, NI et al., 2019). De fato, a administragcdo de STZ tem sido utilizada como
modelo para estudos das alteracdes esqueléticas e do metabolismo 6sseo causados
pela DM (LIU et al.,, 2020; ZHANG et al.,, 2018; KIM et al., 2014; JOHNSON;
THLIVERIS, 1989), e as evidéncias na literatura mostram que a hiperglicemia resulta
em distUrbios do metabolismo ésseo (BAGI; EDWARDS; BERRYMAN, 2018). A DM
acelera a perda Ossea e ainda promove cicatrizacdo Ossea tardia, reducdo da
espessura da placa de crescimento e aumento da porosidade cortical (MARIN et al.,
2018; OSIMA et al., 2017; STALVEY et al. 2017; AJAMI et al., 2014; WONGDEE;
CHAROENPHANDHU, 2011). Além disso, embora 0os mecanismos exatos pelos
quais a DM prejudica a funcdo de MSC enddgenas ainda precisam ser elucidados, a
literatura sugere que isso pode ocorrer devido, entre outras coisas, ao estresse
oxidativo aumentado, disfuncdo mitocondrial e efeito negativo sobre a proliferacéo,
migracao e diferenciagao celular (VILAHUR; NGUYEN; BADIMON, 2021; FIJANY et
al., 2019; VAN DE VYVER, 2017).

Nesse contexto, o presente estudo mostrou que, embora as DM-MSC
possuissem capacidade de diferenciacdo osteoblastica, o seu potencial osteogénico
foi prejudicado em comparacdo com NG-MSC, como visto através da atividade de
ALP e formacdo de matriz extracelular mineralizada reduzidas, corroborando com
estudos anteriores (BUENO et al., 2021; QIAN et al., 2015; STOLZING et al., 2010).
Além disso, apesar de ambas as culturas ndo proliferarem a partir do sétimo dia,

com excecdo do terceiro dia o numero de DM-MSC foi menor que NG-MSC nos
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demais periodos de proliferacdo celular avaliados, semelhante ao observado
anteriormente (BUENO et al.,, 2022; BUENO et al., 2021). Dessa forma, como as
MSC contribuem para a manutencdo da homeostase Ossea sendo fonte de
progenitores para 0S osteoblastos, agentes anabdlicos e reguladores da
osteoclastogénese (KFOURY; SCADDEN, 2018), os resultados sugerem que ao
menos em parte, a perda 6ssea na DM pode estar relacionada a reducdo da
capacidade de diferenciacdo osteoblastica de MSC, semelhante ao observado em
outros estudos (GHODSI et al., 2015). Por outro lado, a baixa taxa de proliferacéo
estaria relacionada com a reducédo da capacidade de autorrenovacgao, sugerindo que
na medula 6ssea do modelo in vivo de DM utilizado nesse estudo, pode haver um
esgotamento gradual das fontes de MSC, contribuindo para o prejuizo ao tecido
0sseo provocado pela doenca.

As MSC podem ser uma fonte promissora para terapia celular com vistas ao
reparo de defeitos 6sseos em pacientes com DM como discutido no capitulo 1.
Considerando que na terapia celular as MSC podem atuar de forma paracrina
(SHAO; ZHANG; YANG, 2015), nesse estudo decidiu-se avaliar in vitro o efeito de
SD-MSC sobre a diferenciagdo osteoblastica de DM-MSC e vice-versa através de
cocultura indireta utilizando meio normoglicémico ou hiperglicémico. Este ultimo
possui concentracdo de glicose semelhante a observada nas amostras de sangue
de animais com DM e foi utilizado com o objetivo de mimetizar em cultura o
microambiente hiperglicémico encontrado in vivo.

As SD-MSC e DM-MSC cultivadas em meio de expansao normoglicémico ou
hiperglicémico utilizadas nesse estudo foram obtidas e cultivadas como descrito por
Freitas et al. (2020) e caracterizadas como MSC por apresentarem alta porcentagem
de células expressando CD29 e CD90 e baixa porcentagem de células expressando
0s marcadores hematopoiéticos CD34 e CD45 e endotelial CD31. Curiosamente,
houve baixa porcentagem de células expressando CD44 e CD106, também
caracteristicos de MSC. Esses resultados foram semelhantes aos obtidos e
discutidos no capitulo 1.

As avaliacdes das intera¢des entre SD-MSC e DM-MSC em meio osteogénico
normoglicémico mostraram que, de maneira geral, apesar de todas as culturas
proliferarem ao longo do tempo, DM-MSC—DM-MSC e SD-MSC—DM-MSC
apresentaram menor numero de células aos 10 dias. Por outro lado, essas mesmas

coculturas apresentaram maior expressdo génica dos marcadores osteoblasticos
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analisados. E possivel que, independente do tipo celular com que foi cultivada, o
aumento na expressao génica em DM-MSC ocorra devido a um mecanismo
compensatoério das células na tentativa de evitar a perda 6ssea causada pela DM
(IWAMOTO; SEKI, 2015). No entanto, as analises do fendtipo celular confirmaram a
menor diferenciacdo osteoblastica das DM-MSC como observado pela menor
expressao proteica e atividade de ALP e menor formacao de matriz mineralizada nas
coculturas DM-MSC—DM-MSC. Por outro lado, a diferenciacdo osteoblastica foi
parcialmente recuperada quando as DM-MSC foram cultivadas na presenca de SD-
MSC, que por sua vez nao foram muito afetadas pela presenca das SD-MSC.

As avaliagOes das interacdes entre SD-MSC e DM-MSC em meio osteogénico
hiperglicémico mostraram que, de maneira geral, todas as coculturas apresentaram
0 mesmo padrao de crescimento, mas isso nao influencia a expressao génica, na
gual as coculturas DM-MSC—DM-MSC e SD-MSC—DM-MSC apresentaram menor
expressdo dos marcadores osteoblasticos analisados, muito provavelmente devido
ao efeito negativo conjunto que a doenca e a hiperglicemia tém sobre essas células
(AL-QARAKHLI et al., 2019). No entanto, as analises do fendtipo celular, mostraram
maior diferenciagdo osteoblastica das DM-MSC como observado pelas maiores
atividade de ALP e formacao de matriz mineralizada nas coculturas DM-MSC—DM-
MSC e SD-MSC—DM-MSC.

Como discutido no capitulo 1, as vias das BMP, WNT e ITG sdo de
fundamental importancia para o processo de diferenciacdo osteoblastica que ocorre
na interacdo entre essas células. A analise do PCR array das coculturas em meio
osteogénico normoglicémico realizado aos 10 dias de cultura mostrou que as
interacbes estudadas afetam as vias de sinalizacdo das BMP, WNT e ITG de
maneira complexa e que precisam ser melhores e mais detalhadamente estudadas
para o melhor entendimento de como a DM afeta essas vias. Em geral, varios genes
das trés vias e nas trés coculturas foram regulados positivamente e a complexidade
das interacdes estudadas corroboram com os resultados obtidos nas avaliagdes
fenotipicas ao mostrar que a diferenciacao osteoblastica de DM-MSC—DM-MSC foi
a mais prejudicada talvez pelo fato de nestas haver maior nimero de genes das trés
vias regulados negativamente, em comparagao com as demais coculturas, enquanto
para as SD-MSC—DM-MSC ela foi recuperada parcialmente e DM-MSC—SD-MSC
nao foi afetada, como visto na formacédo de matriz extracelular mineralizada. Esses

resultados sugerem, a0 menos em parte, que os efeitos positivos de SD-MSC na
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diferenciacdo osteoblastica de DM-MSC se deve a modulagdo positiva da maioria
dos genes das vias das BMP, WNT e ITG, enquanto DM-MSC exerce pouco ou
nenhum efeito sobre a diferenciacdo osteoblastica de SD-MSC. Por outro lado, ndo
se pode descartar os eventuais efeitos positivos a diferenciacdo osteoblastica
exercidos pela realizacdo das culturas de DM-MSC em meio normoglicémico, o que
o desenho experimental desse estudo n&do permitiu avaliar.

A analise do PCR array das coculturas em meio osteogénico hiperglicémico
corroborou com os resultados obtidos nas avaliagdes fenotipicas. De maneira geral,
a grande maioria dos genes das trés vias, foram regulados positivamente nas
coculturas que tiveram maior diferenciagdo osteoblastica, como visto na formacéo de
matriz extracelular mineralizada em DM-MSC—DM-MSC e SD-MSC—DM-MSC. O
mais provavel é que as SD-MSC ao serem submetidas a hiperglicemia tenham
sofrido maior influéncia desse microambiente, que promove diminuigdo da formacéo
de colbnias, perda do potencial osteogénico, aumento do estresse oxidativo e
produtos finais de glicacdo avancada, juntamente com deposicdo de matriz
extracelular alterada e mineralizacdo reduzida (CUNHA et al., 2014; ZHAO et al.,
2013; WANG et al.,, 2010). Corroborando com isso, observa-se que o perfil de
expressao génica das trés vias nos heatmaps revela poucos genes diferencialmente
modulados entre as culturas SD-MSC—SD-MSC e DM-MSC—SD-MSC.

A partir das analise de PCR array tanto em meio normoglicémico quanto
hiperglicémico, ndo se descarta que outras vias de sinalizacéo, ndo avaliadas nesse
estudo, possam estar envolvidas na diferenciacdo osteoblastica, além de se
considerar ainda a complexidade desse processo, onde muitos genes das vias
avaliadas participam de funcbes biologicas diversas, tais como proliferacéo,
diferenciacdo e migracdo celular, desenvolvimento embrionario e esquelético,
formacdo Ossea, remodelacdo e reparo tecidual, defesa do hospedeiro e
hemostasia. (YAN et al., 2022; YU et al., 2021; COSTANTINI et al., 2018; PERSSON
et al.,, 2019; HENDRICKX et al., 2017; DOCHEVA et al., 2014; LIU et al., 2013;
MULLIN et al., 2013; KATOH; KATOH, 2007).

A auséncia de correlacdo entre os achados genotipicos de PCR em tempo
real e fenotipicos encontrada neste estudo pode ser explicada, ao menos em parte,
por mecanismos epigenéticos poés-transcricionais discutidos no capitulo 1. De fato,
recentemente foi mostrado a participacdo dos microRNAs miR-203a e miR-31-5p no
desenvolvimento da DM (HEILMEIER et al., 2022, GUAN; ZHOU; LI, 2011).
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Embora neste estudo ndo se tenha feito qualquer avaliagcdo para determinar
0S mecanismos envolvidos nos efeitos observados de SD-MSC sobre DM-MSC e
vice-versa, considerando que os resultados foram obtidos por meio de experimentos
de cocultura, € certo que, a0 menos em meio normoglicémico, ocorreram devido ao
efeito paracrino, como discutido no capitulo 1.

A terapia celular tem atraido consideravel atencdo da comunidade cientifica
para o tratamento de diversas condi¢des clinicas em pacientes com DM, ou para
tratar a doenca em si (CHEN; DU; ZOU, 2020; LOPES et al., 2018; LIEW; O'BRIEN,
2014). A semelhanca do discutido no capitulo 1, nesse estudo foram utilizadas MSC
alégenas jovens e saudaveis como estratégia para reparar defeitos 6sseos de ratos
com DM.

Em relacdo a reacédo devido o uso clinico de SD-MSC alégenas em terapia
celular, confirmando os resultados descritos no capitulo 1, houve baixa porcentagem
de SD-MSC expressando ambos MHC classes | e Il, permitindo assim que fossem
utilizadas com riscos minimos para os ratos em que foram injetadas.

Na terapia celular, observamos que a permanéncia das células nos defeitos
osseos foi afetada pela doenca. Apds injecdo, as células permaneceram na regido
dos defeitos 6sseos criados na calvaria dos ratos com DM por um periodo de até 8
dias, diferentemente de estudos anteriores, 0s quais, utilizando ratos saudaveis
observaram que as células permaneceram na regido dos defeitos por até 14 dias
(FREITAS et al.,, 2019a; FREITAS et al., 2019b). Ao menos em parte, esses
resultados diferentes podem ser explicados pelo fato que o ambiente doente nos
defeitos de ratos com DM pode ser mais hostil as células,e além da doenca, esses
animais eram mais velhos comparados aos animais dos estudos citados
anteriormente (FREITAS et al., 2019a; FREITAS et al., 2019b). Além disso, estudos
relatam que uma vida util curta das células injetadas também pode ser resultado do
estresse fisico da injecdo, inflamacdo local, desnutricdo e hipdxia
(ROSENSTRAUCH et al., 2005; SORTWELL; PITZER; COLLIER, 2000). Embora os
outros fatores ndo tenham sido avaliados pelo nosso grupo de estudo, certamente o
estresse fisico da injecdo ndo € um fator relevante porque o método utilizado para
injetar as MSC nao interfere com sua viabilidade (FREITAS et al., 2019a).

A respeito da formacdo Ossea obtida nos defeitos desses animais, as
reconstrucdes 3D e os parametros morfométricos gerados por uCT ndo mostraram

diferencas em termos de formacgdo 0ssea nos defeitos tratados com injecdo local de
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SD-MSC comparados ao Controle. A normalizagdo do parametro BV/TV do
tratamento com SD-MSC pelo com PBS, como preconizado por Freitas et al. (2021),
e de 0,99, indicando que a formacao O0ssea pelas SD-MSC semelhante a induzida
por PBS. Esses resultados estdo de acordo com a analise histolégica que mostrou
tecido conjuntivo e a presenca de fibras coldgenas desorganizadas em ambos o0s
grupos. Como ja haviamos demonstrado em outros estudos que a terapia celular foi
eficaz (ADOLPHO et al.,, 2022; SOUZA et al., 2020; FREITAS et al., 2019a;
FREITAS et al.,, 2019b; SOUZA et al., 2018; FREITAS et al.,, 2017) mesmo na
presenca da osteoporose (Capitulo 1) sugere-se que na presenca de DM as MSC
sejam injetadas em microambiente que prejudica seu potencial para induzir a
formacéo O0ssea. Baseado nos efeitos observados na interacéo entre SD-MSC e DM-
MSC em ambiente hiperglicEmico, similar ao encontrado in vivo, as MSC injetadas
teriam pouco efeito sobre as MSC residentes nos defeitos 0sseos. E possivel
especular que, se a hiperglicemia estivesse controlada nos ratos DM, talvez a
terapia celular tivesse mostrado alguma eficacia.

Alguns aspectos moleculares do osso formado através de injecdo local de
SD-MSC também foram investigados pela expressao génica de alguns marcadores
osteoblasticos, que traduzem proteinas caracteristicas de formacdo éssea. A
despeito de n&o ter ocorrido maior formacéo, todos os genes avaliados foram mais
expressos no tecido 6sseo induzido pelas MSC.

Nesse estudo, nés demonstramos que SD-MSC recuperam parcialmente o
potencial osteogénico de DM-MSC em condigdes normoglicémicas, mas ndo em
condi¢cbes hiperglicémicas, a qual prejudica o potencial osteogénico de SD-MSC.
Além disso, a terapia celular baseada em injecdes locais de SD-MSC nao foi efetiva
em induzir formacao Ossea significativa na presenca de DM, muito provavelmente

pela falta do controle da glicemia dos animais.

2.5 CONCLUSOES

* A administracdo de STZ é eficaz em induzir a DM em ratos, a qual prejudica o
tecido 6sseo e diferenciacéo osteoblastica de MSC.

* Em meio osteogénico normoglicémico, a diferenciacdo osteoblastica de DM-MSC
€ recuperada parcialmente quando essas células sédo cultivadas com SD-MSC,

enquanto a diferenciacdo osteoblastica destas ultimas € pouco afetada quando
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essas células sao cultivadas com DM-MSC. Em meio osteogénico hiperglicémico,
a diferenciagédo osteoblastica de DM-MSC néo é afetada quando essas células
sdo cultivadas com SD-MSC, enquanto a diferenciacdo osteoblastica destas
Ultimas € prejudicada independentemente do tipo celular com a qual sdo
cultivadas.

* A injecéo local de SD-MSC néo foi eficaz em induzir formacao 0ssea comparada

a injecao de PBS.
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CAPITULO 3 - EFEITOS DAS INTERACOES ENTRE CELULAS-T RONCO
MESENQUIMAIS DE RATOS SAUDAVEIS E COM HIPERTENSAO A RTERIAL NA
DIFERENCIACAO OSTEOBLASTICA E NA REGENERACAO DE DEF EITOS
OSSEOS

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar in vivo o efeito da HA sobre o tecido dsseo.

» Avaliar in vitro o efeito da HA sobre a diferenciacdo osteoblastica de MSC.

e Avaliar in vitro a influéncia de MSC isoladas a partir da medula 6ssea de ratos
saudaveis jovens (SD-MSC) sobre a diferenciacéo osteoblastica de MSC isoladas
a partir da medula 0ssea de ratos com HA (HA-MSC), e destas sobre a
diferenciacdo osteoblastica de SD-MSC, crescidas em condi¢cdes osteogénicas,
utilizando um modelo de cocultura indireta.

» Avaliar in vivo o efeito de injecdo local de SD-MSC para regenerar o tecido 6sseo

de ratos com HA, utilizando um modelo de defeito 6sseo criado em calvaria.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Animais

Para os experimentos foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar e
ratos espontaneamente hipertensos da linhagem Wistar Kyoto (SHR, do Inglés
spontaneously hypertensive rats) com aproximadamente 150-200 g e 4 semanas de
vida. O numero e a distribuicdo de animais seguiram a descri¢cao abaixo:

* 52 ratos SHR, dos quais: 6 animais foram utilizados para confirmar o efeito da HA
no tecido 6sseo (grupo HA); 14 animais foram utilizados para obtencéo e cultura
de HA-MSC; e 32 animais foram utilizados para os experimentos in vivo.

» 47 ratos Wistar normotensos (NT), dos quais: 6 foram utilizados como Controle
para confirmar o efeito da HA no tecido 6sseo (grupo NT), 6 foram utilizados para
obtencdo e cultura de MSC isoladas a partir da medula 6ssea (NT-MSC), 15
foram utilizados para obtencao e cultura de SD-MSC utilizadas nos experimentos
de cocultura indireta e 20 foram utilizados para obtencdo e cultura de SD-MSC

para injecao local nos defeitos 6sseos criados nos ratos com HA.
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3.2.2 Desenvolvimento da hipertensao arterial

Ratos SHR foram mantidos no biotério por até 90 dias contados a partir da
42 semana de vida, periodo em que a HA ja esta estabelecida e as MSC estéo
afetadas pela doenca (MANRIQUE et al., 2015; CURSINO, 2014; DICKHOUT,; LEE,
1998). Esse modelo experimental, sem necessidade de nenhum recurso fisiol6gico,
farmacol6gico ou cirargico foi desenvolvido por Okamoto e Aoki (1963). Ratos
saudaveis da linhagem Wistar foram mantidos nas condi¢cdes e periodos descritos
para os ratos SHR para serem utilizados como NT. Previamente a eutanasia dos
animais, a verificacdo da HA foi realizada através da mensuracéo da pressao arterial
sistolica utilizando o aparelho Pawer Lab 4/26 acoplado a um sistema ML125 NIBP
Controller (ADInstruments, Nova Zelandia), segundo as instru¢cées do fabricante.
Foram considerados com HA os ratos que apresentaram pressao arterial sistolica
igual ou superior a 150 mmHg, sendo que, para a espécie, sdo considerados NT
aqueles com pressao arterial sistdlica variando entre 120 e 140 mmHg (DORIS,
2017; LOUIS; HOWES, 1990; SIMPSON, 1974; OKAMOTO; AOKI, 1963). Durante
os 90 dias, os animais foram mantidos em numero de 3 por caixa no biotério até o
inicio dos experimentos. Durante esse periodo, 0os animais receberam racao e agua
sem restricbes ou limite e ficaram sob monitoramento constante, sendo feita a

limpeza das caixas, com troca da maravalha, trés vezes por semana.

3.2.2.1 Andlise microtomografica e morfométrica do tecido 6sseo dos
fémures de ratos com hipertenséo arterial e normote nsos
Ao final de 90 dias contados a partir da 42 semana de vida dos animais, foram
realizados os procedimentos de eutanasia dos animais NT e HA, remocéo e fixacao
dos fémures, escaneamento em microtomografo e obtencdo dos parametros

morfométricos, como descrito no capitulo 1, item 1.2.2.1.

3.2.3 Efeito da hipertensdo arterial sobre a difere nciacdo osteoblastica de
MSC

3.2.3.1 Obtengéo e cultura de NT-MSC e HA-MSC
Para avaliar o efeito da HA sobre a diferenciacdo osteoblastica de MSC, NT-
MSC e HA-MSC foram isoladas da medula 6ssea de fémures de ratos NT e com HA,

respectivamente. A eutandsia dos animais foi realizada como descrito no capitulo 1,
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item 1.2.2.1 e os procedimentos de remocgao e transporte dos fémures, obtencao e
cultura de células foram realizados como descrito no capitulo 1, item 1.2.3.1. O
cultivo foi realizado durante 7 dias para permitir a selecdo de MSC por aderéncia ao
poliestireno e obtencdo de células em numero suficiente para a realizacdo dos
experimentos. Durante esse periodo, as células foram mantidas a 37°C em
atmosfera umidificada contendo 5% de CO; e 95% de ar atmosférico e o meio de

cultura foi trocado a cada 48 horas.

3.2.3.2 Diferenciacéo osteoblastica de NT-MSC e HA-MSC

ApoOs 7 dias, quando as culturas atingiram subconfluéncia, o meio de
expansdo foi removido e as células aderidas foram desprendidas e obtida
suspensao de células como descrito no capitulo 1, item 1.2.3.2. Em seguida, NT-
MSC e HA-MSC foram plaqueadas em placas de poliestireno de 24 pocos contendo
meio de expans&o na densidade de 10* células/poco. Apés 2 dias, tempo necessario
para aderéncia celular, o meio de expansédo foi substituido por meio osteogénico
para induzir a diferenciacdo osteoblastica. As respostas celulares avaliadas foram:
proliferacdo celular, atividade de ALP e formacdo de matriz extracelular
mineralizada. As células foram mantidas e o meio de cultura foi trocado nas mesmas
condi¢gbes como descrito no item 3.2.3.1.

3.2.3.2.1 Proliferacdo de NT-MSC e HA-MSC

A proliferagédo de NT-MSC e HA-MSC foi determinada aos 3, 7 e 10 dias de
cultura pelo ensaio colorimétrico MTT seguindo o mesmo protocolo experimental
descrito no capitulo 1, item 1.2.3.2.1.

3.2.3.2.2 Atividade de ALP em NT-MSC e HA-MSC

A atividade de ALP em NT-MSC e HA-MSC foi determinada ao final de 7 e 10
dias de cultura seguindo o mesmo protocolo experimental descrito no capitulo 1,
item 1.2.3.2.2.

3.2.3.2.3 Formacao de matriz extracelular mineraliz ada por NT-MSC e HA-MSC

A formacdo de matriz extracelular mineralizada por NT-MSC e HA-MSC foi
detectada por coloracdo com vermelho de alizarina S (Sigma-Aldrich) e quantificada
aos 17 dias de cultura, seguindo o mesmo protocolo experimental descrito no
capitulo 1, item 1.2.3.2.3.
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3.2.4 Efeito de SD-MSC na diferenciacdo osteoblasti ca de HA-MSC e de HA-
MSC na diferenciacao osteobléstica de SD-MSC

3.2.4.1 Obtengéo e cultura de SD-MSC e HA-MSC

SD-MSC e HA-MSC foram isoladas da medula 6ssea de fémures de ratos
saudaveis jovens e com HA, respectivamente, sendo o0s saudaveis jovens com
aproximadamente 4 semanas de vida e 150-200 g. As células foram obtidas e
cultivadas como descrito no capitulo 1, item 1.2.3.1. Em seguida, foram
caracterizadas como MSC por citometria de fluxo e utilizadas nos experimentos de
cocultura. SD-MSC foram também utilizadas nos experimentos para avaliar o reparo
de defeitos de calvaria de ratos com HA.

3.2.4.1.1 Caracterizacdo de HA-MSC por citometriad e fluxo

A caracterizacdo por citometria de fluxo de HA-MSC foi realizada utilizando
0S mesmos anticorpos e protocolo experimental descrito no capitulo 1, item
1.24.1.1.

3.2.4.2 Cocultura indireta de SD-MSC e HA-MSC e dif erenciacao osteoblastica

ApoOs 7 dias, quando as culturas atingiram subconfluéncia, o meio de
expanséo foi removido e obtida suspensao de células, como descrito no capitulo 1,
item 1.2.3.2. As células foram cultivadas em modelo de cocultura indireta utilizando
insertos com filtros porosos de 0,4 um (Transwell, Corning Incorporated).
Inicialmente, SD-MSC e HA-MSC foram plaqueadas em placas de poliestireno de 24
pocos ou insertos contendo meio de expansédo com densidades de plagueamento de
10* células, de forma que os tipos celulares foram cultivados tanto nos insertos como
separadamente no fundo dos pocos. Para permitir sua aderéncia, as células foram
mantidas separadas durante 2 dias. Apds esse periodo, foi realizada a cocultura
indireta substituindo 0 meio de expansdo por meio osteogénico para induzir a
diferenciacdo osteoblastica. Os controles foram SD-MSC e HA-MSC cocultivadas em
meio osteogénico tanto no inserto quanto no poco, de forma que as coculturas
formadas foram SD-MSC—SD-MSC, HA-MSC—HA-MSC, SD-MSC—HA-MSC e
HA-MSC—SD-MSC (Figura 46). Para avaliacdo das respostas celulares os insertos
foram descartados e as células dos pocos foram submetidas as seguintes
avaliacoes: proliferacdo celular, expressao génica de marcadores osteoblasticos por
PCR em tempo real, expressao proteica de marcadores osteoblasticos por western
blot, atividade de ALP e formacgao de matriz extracelular mineralizada.
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Figura 46. Imagem ilustrativa da cocultura indireta de SD-MSC e HA-MSC cultivadas nos insertos e
pocos de placas de poliestireno em meio osteogénico. As avaliagdes foram realizadas nas células
cultivadas nos pocos sob influéncia das células cultivadas nos insertos.

3.2.4.3 Proliferacao de SD-MSC e HA-MSC em cocultura indire  ta

A proliferacdo de SD-MSC e HA-MSC foi determinada aos 3, 7 e 10 dias de
cocultura indireta pelo ensaio colorimétrico MTT seguindo 0 mesmo protocolo
experimental descrito no capitulo 1, item 1.2.3.2.1.

3.2.4.4 Avaliacdo da expressao génica de marcadores osteobl  &sticos por PCR
em tempo real de SD-MSC e HA-MSC em cocultura indir  eta
A expressao génica de Runx2, Osx, Alp, Bsp, Oc, Opn e Ctnnbl em SD-
MSC e HA-MSC foi avaliada aos 7 e 10 dias de cocultura indireta por PCR em tempo
real seguindo o mesmo protocolo experimental descrito no capitulo 1, item 1.2.4.4.

3.2.4.5 Avaliacado da expressdo proteica por western blot de SD-MSC e HA-
MSC em cocultura indireta
A deteccao da expressao proteica em SD-MSC e HA-MSC foi realizada por
western blot aos 10 dias de cocultura indireta seguindo o mesmo protocolo
experimental descrito no capitulo 1, item 1.2.4.5.

3.2.4.6 Atividade de ALP em SD-MSC e HA-MSC em coculturain direta

A atividade de ALP em SD-MSC e HA-MSC foi avaliada ao final de 7 e 10
dias de cocultura indireta, seguindo o mesmo protocolo experimental descrito no
capitulo 1, item 1.2.3.2.2.

3.2.4.7 Formagao de matriz extracelular mineralizada por SD -MSC e HA-MSC
em cocultura indireta
A formacdo de matriz extracelular mineralizada por SD-MSC e HA-MSC foi
detectada por coloracdo com vermelho de alizarina S (Sigma-Aldrich) e quantificada
aos 17 dias de cocultura indireta, seguindo o mesmo protocolo experimental descrito
no capitulo 1, item 1.2.3.2.3.
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3.2.4.8 Investigacdo da modulacdo de genes das vias  de sinalizagdo de BMP,
WNT e ITG nas interagbes entre SD-MSC e HA-MSC em c ocultura
indireta
Ao final de 10 dias de cocultura indireta, a analise do perfil de expresséo de
genes envolvidos nas vias de sinalizacdo de BMPs, WNT e ITG durante o processo
de diferenciacdo osteoblastica foi realizado através da técnica PCR array seguindo o

mesmo protocolo experimental descrito no capitulo 1, item 1.2.5.

3.2.5 Avaliacdo do efeito de inje¢do local de SD-MS C na formacdo éssea de
defeitos criados na calvaria de ratos com hipertens ao arterial

3.2.5.1 Obtencao e cultura de SD-MSC
SD-MSC foram obtidas e cultivadas seguindo o mesmo protocolo

experimental descrito no capitulo 1, item 1.2.4.1.

3.2.5.1.1 Avaliacdo do Complexo Principal de Histoc ompatibilidade (MHC
classes | e Il) em SD-MSC
A avaliagdo da expressdo das moléculas do MHC em SD-MSC foi realizada
por citometria de fluxo, seguindo o mesmo protocolo experimental descrito no
capitulo 1, item 1.2.5.1.1.

3.2.5.2 Procedimento cirurgico para a criagcdo dosd  efeitos 6sseos

Os ratos com HA foram submetidos a cirurgia para criacdo de defeitos
0sseos nas calvarias, 90 dias contados a partir da 42 semana de vida dos animais,
como descrito no capitulo 1, item 1.2.5.2. Apds o procedimento cirargico, 0os animais
foram medicados como descrito no capitulo 1, item 1.2.2, e transferidos ao biotério,
onde foram mantidos em numero de 3 por caixa, recebendo racdo e dgua sem
restricbes ou limite e ficaram sob monitoramento constante, sendo feita a limpeza

das caixas, com troca da maravalha, trés vezes por semana.

3.2.5.3 Injecéo local de SD-MSC nos defeitos 6sseos
ApOs 2 semanas da criacdo dos defeitos 0sseos, 0s animais foram
submetidos a nova intervencdo para a injecdo de SD-MSC ou PBS seguindo o

mesmo protocolo experimental descrito no capitulo 1, item 1.2.5.3.
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3.25.4 Avaliacdo do tempo de permanéncia de SD-MSC injetadas nos
defeitos 6sseos criados na calvaria de ratos com hi pertenséo arterial
A avaliacdo do tempo de permanéncia de SD-MSC injetadas nos defeitos

0sseos foi realizado como descrito no capitulo 1, item 1.2.5.4.

3.2.5.5 Avaliagdo da formagéo Ossea induzida por SD-MSC em defeitos de
calvaria de ratos com hipertensao arterial

Os ratos com HA foram divididos em 2 grupos: SD-MSC tratados com
injecdo de células e Controle, com injecdo de PBS, para avaliacdo da formacao
0ssea induzida por SD-MSC em defeitos de calvaria, como descrito no capitulo 1,
item 1.2.5.5.

Decorridas 4 semanas da injecao, foram realizadas a eutanasia, remocao e
fixacdo das calvarias como descrito no capitulo 1, itens 1.2.2.1 e 1.2.5.5, para
avaliacdo do tecido 6sseo formado por uCT, seguida de processamento para analise
histoldgica, ou para avaliagdo de marcadores osteoblasticos no tecido formado por

PCR em tempo real.

3.2.5.6 Andlise microtomografica e morfométrica do tecido 6sseo formado
em defeitos criados na calvéaria de ratos com hipert  enséo arterial
Para avaliar o tecido 6sseo formado em defeitos criados na calvaria de ratos
com HA apés injecdo de PBS ou SD-MSC, as calvarias foram submetidas ao
escaneamento em microtomégrafo como descrito no capitulo 1, item 1.2.2.1, e

obtencdo dos parametros morfométricos, como descrito no capitulo 1, item 1.2.5.6.

3.2.5.7 Analise histologica do tecido 0sseo formado em defeitos criados na
calvaria de ratos com hipertenséo arterial
Ap6s o escaneamento por PCT, as amostras foram processadas para

histologia como descrito no capitulo 1, item 1.2.5.7.

3.2.5.8 Avaliacdo da expressdo génica de marcadores osteoblasticos por
PCR em tempo real do tecido 6sseo formado em defeit  os criados na
calvaria de ratos com hipertensao arterial
A avaliacdo da expressdo dos marcadores osteoblasticos Runx2, Osx, Alp,

Bsp, Oc e Opn por PCR em tempo real no tecido 6sseo formado em defeitos criados
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na calvaria de ratos com HA apods injecdo de PBS ou SD-MSC foi realizada como

descrito no capitulo 1, item 1.2.5.8.

3.2.6 Andlise estatistica
As analises estatisticas foram realizadas como descrito no capitulo 1, item
1.2.6.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Efeito da hipertensao arterial no tecido 6sse 0

Apods 90 dias contados a partir da 42 semana de vida dos animais, os valores
obtidos através da avaliacdo da pressédo arterial sistolica confirmaram que os ratos
SHR desenvolveram HA, enquanto para os ratos da linhagem Wistar os valores se

mantiveram normais, sendo considerados como NT (Figura 47).

Pressao Arterial Sistolica
200 -

150
100

mmHg

50 -

NT HA

Figura 47. Medidas da presséao arterial sistolica de ratos Wistar (NT) e SHR (HA). Os dados estédo
representados como média + desvio padrdo (n=12).

A andlise das reconstru¢des microtomograficas 3D mostrou, apos 90 dias
contados a partir da 42 semana de vida dos animais, diferengas qualitativas na
estrutura 0ssea da porcao distal dos fémures entre os ratos NT e HA. Nos NT notou-
se maior densidade de trabéculas (Figura 48A,B), quando comparados com os HA,

nos quais houve reducgéo da densidade trabecular (Figura 48C,D).
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Figura 48. Reconstru¢6es microtomograficas tridimensionais de fémures de ratos normotensos (NT;
A e B) e com hipertenséo arterial (HA; C e D), ap6s 90 dias contados a partir da 4% semana de vida.

As analises morfométricas (Figura 49A-H) mostraram que os parametros BV
(p=0,002), BV/TV (p=0,001), BS (p=0,002), Tb.Th (p=0,002), Tb.N (p=0,010) e BMD
(p=0,004) dos ratos HA foram menores comparados com os NT, enquanto na Th.Sp
(p=0,132) e Conn.D (p=0,106) ndo houve diferenca estatisticamente significante

entre os grupos avaliados.
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Figura 49. Parametros morfométricos de fémures de ratos normotensos (NT) ou ratos com
hipertenséo arterial (HA), apds 90 dias contados a partir da 42 semana de vida dos animais. Asterisco
(*) indica diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Os dados estéo representados como média
+ desvio padréo (n=6).
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3.3.2 Efeito da hipertensdo arterial sobre a difere nciacdo osteoblastica de
MSC

3.3.2.1 Proliferacdo de NT-MSC e HA-MSC

Os resultados de proliferacado de NT-MSC e HA-MSC (Figura 50A)
mostraram que as culturas apresentaram comportamento diferente entre si. As NT-
MSC proliferaram de 3 para 7 dias (p=0,001), mas nédo entre 7 e 10 dias (p=0,547).
As HA-MSC néao proliferaram ao longo dos periodos avaliados (p=0,213, p=0,448 e
p=0,869, respectivamente). Em todos os periodos avaliados, NT-MSC apresentaram
maior nimero de células que HA-MSC (p=0,001, para todos os periodos).

3.3.2.2 Atividade de ALP em NT-MSC e HA-MSC

Os resultados da atividade de ALP em NT-MSC e HA-MSC (Figura 50B)
mostraram que, independentemente dos tipos de culturas avaliadas, houve maior
atividade enzimatica aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,018). Aos 7 e 10 dias de
cultura houve maior atividade ALP em NT-MSC comparadas as HA-MSC (p=0,001,

para ambos).

3.3.2.3 Formagé&o de matriz extracelular mineralizad a por NT-MSC e HA-MSC

Os resultados da formacao de matriz extracelular mineralizada por NT-MSC
e HA-MSC (Figura 50C) mostraram que todas as culturas apresentaram
mineralizacdo da matriz, que foi maior em NT-MSC comparadas as HA-MSC
(p=0,001).
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Proliferagao Celular
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Figura 50. Proliferacdo celular aos 3, 7 e 10 dias (A), atividade de fosfatase alcalina (ALP) aos 7 e 10
dias (B) e formacdo de matriz extracelular mineralizada aos 17 dias (C) em culturas de NT-MSC e
HA-MSC cultivadas em meio osteogénico. Letras e asteriscos (*) indicam diferenca estatisticamente
significante. Os dados estdo representados como média + desvio padréo (n=5; p<0,05).

3.3.3 Efeito de SD-MSC na diferenciacdo osteoblasti ca de HA-MSC e de HA-
MSC na diferenciacao osteoblastica de SD-MSC

3.3.3.1 Caracterizacdo de HA-MSC por citometria de  fluxo

Apoés 7 dias de cultura em meio de expanséo, o perfil de expressdo dos
marcadores de superficie confirmou que as culturas de HA-MSC apresentaram
caracteristicas de MSC. As culturas apresentaram alta porcentagem de células
expressando CD29 e CD90, aproximadamente metade delas expressaram CD45 e
baixas porcentagens expressaram CD31, CD34, CD44 e CD106 (Figura 51A-G),

As SD-MSC utilizadas nas coculturas indiretas descritas nesse capitulo
foram caracterizadas previamente por citometria de fluxo e os resultados estédo

descritos no Capitulo 1, item 1.3.3.1.
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3.3.3.2 Proliferacdo de SD-MSC e HA-MSC em cocultura indire ta

Os resultados da proliferagcédo (Figura 52) mostraram que, independente dos
tipos de coculturas avaliados, houve proliferacdo celular porque foi observado
aumento do numero de células de 3 para 7 dias e de 7 para 10 dias (p=0,001, para
ambos os intervalos). Aos 3 e 7 dias de cocultura, havia maior numero de células em
HA-MSC—HA-MSC e SD-MSC—HA-MSC, dentre as quais ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,710 e p=0,133, respectivamente), mas em ambas
a quantidade de células foi maior do que em SD-MSC—SD-MSC e HA-MSC—SD-
MSC, dentre as quais ndo houve diferenca estatisticamente significante (p=0,999 e

p=0,981, respectivamente). Aos 10 dias havia maior numero de células em SD-
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MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-MSC, dentre as quais nao houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,716), mas em ambas a quantidade de células foi
maior do que em SD-MSC—SD-MSC e HA-MSC—HA-MSC, dentre as quais nao
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,077).

Proliferagao Celular
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Figura 52. Proliferacédo celular aos 3, 7 e 10 dias de coculturas indiretas SD-MSC—SD-MSC, HA-
MSC—HA-MSC, SD-MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico. Letras e
asteriscos (*) indicam diferenca estatisticamente significante. Os dados estdo representados como
média + desvio padrao (n=5; p<0,05).

3.3.3.3 Avaliacdo da expressao génica de marcadores osteobl  asticos por PCR

em tempo real de SD-MSC e HA-MSC em cocultura indir  eta

A expressao relativa do gene Runx2 (Figura 53A) foi diferente nos dois
periodos avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve
maior expressao aos 7 dias do que aos 10 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao
relativa de Runx2 foi maior em HA-MSC—SD-MSC quando comparada a SD-
MSC—HA-MSC (p=0,003), mas n&do maior que HA-MSC—HA-MSC (p=0,199),
dentre as quais ndo houve diferenca estatisticamente significante (p=0,258). No
mesmo periodo, a expressao relativa de Runx2 foi menor em SD-MSC—SD-MSC
guando comparada a HA-MSC—HA-MSC, SD-MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-
MSC (p=0,001, para todas). Aos 10 dias, a expresséo relativa de Runx2 foi maior em
HA-MSC—HA-MSC quando comparada a SD-MSC—SD-MSC (p=0,040) e SD-
MSC—HA-MSC (p=0,033), mas ndo maior que HA-MSC—-SD-MSC (p=0,591),
dentre as quais ndo houve diferenga estatisticamente significante.

A expressao relativa do gene Osx (Figura 53B) foi diferente nos dois
periodos avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve
maior expressao aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao

relativa de Osx foi maior em HA-MSC—SD-MSC quando comparada a SD-
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MSC—SD-MSC (p=0,001), que por sua vez foi maior quando comparada a HA-
MSC—HA-MSC e SD-MSC—HA-MSC (p=0,001, para ambos), dentre as quais nao
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,526). Aos 10 dias a expressao
relativa de Osx nao foi diferente entre SD-MSC—SD-MSC e HA-MSC—SD-MSC
(p=0,950), mas em ambas foi maior do que HA-MSC—HA-MSC (p=0,001, para
ambas) e SD-MSC—HA-MSC (p=0,001, para ambas), dentre as quais ndo houve
diferenca estatisticamente significante (p=0,422).

A expressao relativa do gene Alp (Figura 53C) nao foi diferente nos dois
periodos avaliados, independente dos tipos de coculturas (p=0,166). Aos 7 dias, a
expressao relativa de Alp foi maior em HA-MSC—SD-MSC quando comparada a
SD-MSC—SD-MSC (p=0,001), que por sua vez foi maior quando comparada a HA-
MSC—HA-MSC e SD-MSC—HA-MSC (p=0,001, para ambos), dentre as quais nao
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,630). Aos 10 dias a expressao
relativa de Alp néo foi diferente entre SD-MSC—SD-MSC e HA-MSC—SD-MSC
(p=0,097), mas em ambas foi maior do que HA-MSC—HA-MSC (p=0,001, para
ambas) e SD-MSC—HA-MSC (p=0,001, para ambas), dentre as quais ndo houve
diferenca estatisticamente significante (p=0,638).

A expressao relativa do gene Bsp (Figura 53D) foi diferente nos dois
periodos avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve
maior expressao aos 7 dias do que aos 10 dias (p=0,038). Aos 7 dias, a expressao
relativa de Bsp foi maior em HA-MSC—SD-MSC quando comparada a SD-
MSC—SD-MSC (p=0,001), que por sua vez foi maior quando comparada a HA-
MSC—HA-MSC e SD-MSC—HA-MSC (p=0,001, para ambos), dentre as quais nao
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,944). Aos 10 dias, a expressao
relativa de Bsp também foi maior em HA-MSC—SD-MSC quando comparada a SD-
MSC—SD-MSC (p=0,001), que por sua vez foi maior quando comparada a HA-
MSC—HA-MSC e SD-MSC—HA-MSC (p=0,001, para ambos), dentre as quais nao
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,800).

A expresséao relativa do gene Oc (Figura 53E) foi diferente nos dois periodos
avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve maior
expressao aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao relativa
de Oc foi maior em em HA-MSC—SD-MSC quando comparada a SD-MSC—SD-
MSC, HA-MSC—HA-MSC e SD-MSC—HA-MSC (p=0,001, para todas), dentre as
quais nao houve diferenca estatisticamente significante. Aos 10 dias, a expresséo
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relativa de Oc foi maior em HA-MSC—SD-MSC quando comparada a SD-MSC—SD-
MSC (p=0,001), que por sua vez foi maior quando comparada a HA-MSC—HA-MSC
e SD-MSC—HA-MSC (p=0,001, para ambos), dentre as quais ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,951).

A expressao relativa do gene Opn (Figura 53F) foi diferente nos dois
periodos avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve
maior expressao aos 7 dias do que aos 10 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao
relativa de Opn foi maior em HA-MSC—SD-MSC quando comparada a SD-
MSC—SD-MSC (p=0,001), que por sua vez foi maior quando comparada a SD-
MSC—HA-MSC (p=0,001), que foi maior quando comparada a HA-MSC—HA-MSC
(p=0,001). Aos 10 dias, a expressao relativa de Opn foi maior em HA-MSC—SD-
MSC quando comparada a SD-MSC—SD-MSC (p=0,001), que por sua vez foi maior
guando comparada a HA-MSC—HA-MSC e SD-MSC—HA-MSC (p=0,001, para
ambos), dentre as quais ndo houve diferenca estatisticamente significante (p=0,062).

A expresséo relativa do gene Ctnnbl (Figura 53G) foi diferente nos dois
periodos avaliados, de tal forma que, independente dos tipos de coculturas, houve
maior expressdo aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias, a expressao
relativa de Ctnnbl foi maior em SD-MSC—SD-MSC quando comparada a HA-
MSC—SD-MSC (p=0,001), que por sua vez foi maior quando comparada a HA-
MSC—HA-MSC e SD-MSC—HA-MSC (p=0,001, para ambos), dentre as quais nao
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,970). Aos 10 dias, a expressao
relativa de Ctnnbl foi maior em SD-MSC—SD-MSC quando comparada a SD-
MSC—HA-MSC (p=0,001) e HA-MSC—SD-MSC (p=0,007), dentre as quais néo
houve diferenca estatisticamente significante (p=0,583). No mesmo periodo, a
expressao relativa de Ctnnbl foi menor em HA-MSC—HA-MSC quando comparada
SD-MSC—-SD-MSC, SD-MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-MSC (p=0,001, para

todas).
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Figura 53. Expressdo génica relativa de Runx2 (A), Osx (B), Alp (C), Bsp (D), Oc (E), Opn (F) e
Ctnnbl (G) aos 7 e 10 dias, em coculturas indiretas SD-MSC—SD-MSC, HA-MSC—HA-MSC, SD-
MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico. Letras e asteriscos (*)
indicam diferenca estatisticamente significante. Os dados estdo representados como média + desvio
padrao (n=4; p<0,05).
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3.3.3.4 Avaliacdo da expressao proteica por western blot de SD-MSC e HA-

MSC em cocultura indireta

A expressao relativa da proteina ALP (Figura 54A) foi menor em SD-
MSC—OSD-MSC quando comparada a SD-MSC—HA-MSC (p=0,007), que foi maior
comparada a HA-MSC—HA-MSC (p=0,009), que por sua vez foi maior quando
comparada a HA-MSC—SD-MSC (p=0,004).

A expressao relativa da proteina OPN (Figura 54B) foi maior em SD-
MSC—SD-MSC quando comparada a SD-MSC—HA-MSC (p=0,003), que por sua
vez foi maior quando comparada a HA-MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-MSC
(p=0,006 e p=0,003, respectivamente), dentre as quais ndo houve diferenca

estatisticamente significante (p=0,941).

3.3.3.5 Atividade de ALP em SD-MSC e HA-MSC em cocu ltura indireta

Os resultados da atividade de ALP (Figura 54C) mostraram que,
independente dos tipos de coculturas avaliadas, houve maior atividade enzimatica
aos 10 dias do que aos 7 dias (p=0,001). Aos 7 dias de cocultura, ndo houve
diferenca estatisticamente significante na atividade de ALP entre as coculturas. No
entanto, aos 10 dias, houve maior atividade de ALP em SD-MSC—SD-MSC e HA-
MSC—SD-MSC, dentre as quais ndo houve diferenga estatisticamente significante
(p=1,000). No mesmo periodo, a atividade de ALP foi maior em SD-MSC—HA-MSC
guando comparada a HA-MSC—HA-MSC (p=0,001).

3.3.3.6 Formacao de matriz extracelular mineralizad a por SD-MSC e HA-MSC
em cocultura indireta
Os resultados de formacao de matriz extracelular mineralizada (Figura 54D)
mostraram que todas as culturas apresentaram mineralizagcdo da matriz, que foi
menor em HA-MSC—HA-MSC quando comparada as outras coculturas. Houve
maior mineralizacdo em SD-MSC—SD-MSC do que em SD-MSC—HA-MSC
(p=0,002) e HA-MSC—SD-MSC (p=0,006), dentre as quais ndo houve diferenca

estatisticamente significante (p=0,920).
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Figura 54. Expressao proteica relativa de fosfatase alcalina (ALP) (A) e osteopontina (OPN) (B) aos
10 dias, atividade de ALP aos 7 e 10 dias (C) e formac&o de matriz extracelular mineralizada aos 17
dias (D) em coculturas indiretas SD-MSC—SD-MSC, HA-MSC—HA-MSC, SD-MSC—HA-MSC e HA-
MSC—SD-MSC cultivadas em meio osteogénico. Letras e asteriscos (*) indicam diferenca
estatisticamente significante. Os dados estdo representados como média + desvio padrdo (n=5;
p<0,05).

3.3.3.7 Modulacédo da expressao de genes das vias de  sinalizacdo das BMP,

WNT e ITG nas interacdes entre SD-MSC e HA-MSC

Os heatmaps mostram os genes modulados em HA-MSC—HA-MSC, SD-
MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-MSC em comparagdo com SD-MSC—SD-MSC
nas vias de sinalizacdo das BMP (Figura 55A), WNT (Figura 56A) e ITG (Figura
57A).

Na via de BMP, dos 63 genes avaliados, 51 foram diferencialmente
expressos em HA-MSC—HA-MSC, SD-MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-MSC em
comparacdo com SD-MSC—SD-MSC (Figura 55B). Destes, 1 foi regulado
positivamente somente em SD-MSC—HA-MSC (Figura 55C). Enquanto 21 foram
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regulados negativamente somente em SD-MSC—HA-MSC e 1 somente em HA-
MSC—SD-MSC (Figura 55D).

BMP

Q HA-MSC
HA-MSC

/2
& Total () sbusc
N

O HA-MSC
SD-MSC

B
g /N
&

SD-MSC HA-MSC HA-MSC  SD-MSC

Figura 55. Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde - positivamente; vermelho -
negativamente e preto - descartados) (A) e diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes
modulados (B), os genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de BMP, entre HA-
MSC—HA-MSC, SD-MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-MSC em comparagdo com SD-MSC—SD-
MSC.

Na via de WNT, dos 63 genes avaliados, 51 foram diferencialmente
expressos em HA-MSC—HA-MSC, SD-MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-MSC em
comparagdo com SD-MSC—SD-MSC (Figura 56B). Destes, 1 foi regulado
positivamente somente em SD-MSC—HA-MSC e 13 somente em HA-MSC—SD-
MSC (Figura 56C). Enquanto 2 foram regulados negativamente somente em HA-
MSC—HA-MSC, 23 somente em SD-MSC—HA-MSC e 1 somente em HA-
MSC—SD-MSC (Figura 56D).
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Figura 56. Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde - positivamente; vermelho -
negativamente e preto - descartados) (A) e diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes
modulados (B), os genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de WNT, entre HA-
MSC—HA-MSC, SD-MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-MSC em comparacdo com SD-MSC—SD-
MSC.

Na via de ITG, dos 61 genes avaliados, 45 foram diferencialmente expressos
em HA-MSC—HA-MSC, SD-MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-MSC em comparacao
com SD-MSC—SD-MSC (Figura 57B). Destes, 1 foi regulado positivamente somente
em HA-MSC—HA-MSC, 1 somente em SD-MSC—HA-MSC e 12 somente em HA-
MSC—SD-MSC (Figura 57C). Enquanto 3 foram regulados negativamente somente
em HA-MSC—HA-MSC, 15 somente em SD-MSC—HA-MSC e 3 somente em HA-
MSC—SD-MSC (Figura 57D).

Os genes regulados positiva ou negativamente sdo mostrados na Tabela 6.
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Figura 57. Heatmap mostrando genes diferencialmente expressos (verde - positivamente; vermelho -
negativamente e preto - descartados) (A) e diagramas de Venn mostrando o nimero total de genes
modulados (B), os genes regulados positiva (C) e negativamente (D) da via de ITG, entre HA-
MSC—HA-MSC, SD-MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-MSC em comparacdo com SD-MSC—SD-
MSC.
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Tabela 6. Genes das vias de BMP, WNT e ITG regulados positiva ou negativamente entre HA-
MSC—HA-MSC, SD-MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-MSC em comparacdo com SD-MSC—SD-

MSC

Via

Coculturas

Genes regulados
positivamente

Genes regulados
negativamente

BMP

HA-MSC—HA-MSC
SD-MSC—HA-MSC
HA-MSC—SD-MSC
HA-MSC—HA-MSC
SD-MSC—HA-MSC

HA-MSC—HA-MSC
HA-MSC—SD-MSC

SD-MSC—HA-MSC
HA-MSC—SD-MSC

SD-MSC—HA-MSC

HA-MSC—SD-MSC

Acvr2a, Acvr2b, Acvrll, Atf4,

Bmp4, Bmprlb, Bmpr2, Chrd,
Gdf3, Gdfb, Id1, 1d3, Igfl, Inha,
Nog, Runx1, Smad5, Smad9,

Tfif1, Tgfbrl, Tgfbr2, Tgfbr3

Bmp2, Collal

Bambi, Bmp1

DIx2, Eng, Fos, Gdf6, Inhba,
Tgfbl, Tgfb3

Colla2

Acvrl, Acvr2b, Atf3, Atf4, Bmpb5,
Bmprla, Bmpr2, Gdf5, Id1, 1d2,
Id3, Igfl, Inha, Map2k6, Mapk14,
Nog, Smad4, Smad>5, Sox4,
Tgfb2, Tgfbr3
Serpinel

WNT

HA-MSC—HA-MSC
SD-MSC—HA-MSC
HA-MSC—SD-MSC
HA-MSC—HA-MSC
SD-MSC—HA-MSC

SD-MSC—HA-MSC
HA-MSC—SD-MSC
HA-MSC—HA-MSC

SD-MSC—HA-MSC

HA-MSC—SD-MSC

Dab2, Dixdc1, DviI2, Fzd1, Fzd4,
Fzd6, Fzd7, Gsk3b, Jun, Lrp6,
Mitf, Mmp7, Nfat5, NIk, Sfrp1,

Sfrp2, Sfrp4, Tcf712, Wnt5a

Axin1, Bcl9, Btrc, Ep300, Fzd3,
Fzd8, Lrp5, Myc, Nkd1, Pygo2,
Rhoa, Rorl, Wntll

Apc, Ccnd2, Lefl, Tcf7, Wifl,
Wispl, Wnt5b, Wnt10b

Fzd8, Notum, Tcf3

Dkk1, Nkd2

Daaml, Ror2
Axin2, Bcl9, Btrc, Camk2d,
Ctnnb1, Dab2, Dixdc1, Dvl1,
Ep300, Fzd4, Fzd7, Jun, Lrp5,
Lrp6, Mitf, Myc, Nfat5, Nkd1,
Rhoa, Ror1, Sfrpl, Sfrp2, Wnt11

Fosl1

ITG

HA-MSC—HA-MSC
SD-MSC—HA-MSC
HA-MSC—SD-MSC
HA-MSC—HA-MSC
SD-MSC—HA-MSC

HA-MSC—HA-MSC
HA-MSC—SD-MSC
HA-MSC—HA-MSC

SD-MSC—HA-MSC

HA-MSC—SD-MSC

Cav2, Diaph1, Itgal, Itga4,
Itga8, Itgal, Itgam, Itgax, Itgb4,
Itgb6, Pip5klc, Prkcb, Shcl
Itga7

Actn3, FInb, Grb2, Itga2b, Itgh3,
Mapkl, Parva, Pakl, Pak2,
Prkcg, Pten, Rapgefl

Actnl, FIna, Ik, Itga3, ltgal0

Cdc42, Flnb

Actn4, Prkca, Shc2, Sost

Capn2, Itgav, Pak3
Cav2, Itgal, Itgab, Itga8, Itga9,
Itgall, Itga2b, Itgal, Itgax, Itgb3,
Itgb4, Mapk1, Mapk3, Pip5kic,

Prkcg

Itga6, Itga7?, Itgbl
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3.3.4 Avaliacdo da formacdo de tecido 6sseo apls in  jecdo de SD-MSC em
defeitos criados na calvaria de ratos com hipertens ao arterial

3.3.4.1 Avaliacdo do MHC classes | e Il em SD-MSC

As SD-MSC utilizadas para o tratamento dos defeitos O6sseos descritas
nesse capitulo foram analisadas previamente quanto a expressado das moléculas do
MHC classes | e Il por citometria de fluxo e os resultados estdo descritos no Capitulo
1, item 1.3.4.1.

3.3.4.2 Avaliacao do tempo de permanéncia de SD-MSC injetadas nos defeitos

0sseos criados na calvaria de ratos com hipertenséo arterial

Os sinais de luminescéncia, gerados pela reacdo de D-luciferina com a
luciferase expressa por SD-MSC e captados pelo IVIS Spectrum (Perkin Elmer) em
calvarias de ratos com HA, mostraram que as células estavam presentes em uma
area bem delimitada no interior do defeito, enquanto os animais Controle né&o
apresentaram sinais de luminescéncia (Figura 58A-E). A quantificacdo da luciferina
mostrou que o pico do sinal ocorreu no dia 1 pos injecdo de células, reduzindo no
dia 3, com uma queda de aproximadamente 75%, continuando a cair
aproximadamente mais 7% no dia 5. No dia 8, o sinal detectado foi muito baixo n&o

indicando a presenca de células (Figura 58F).
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Figura 58. Imagens (A-E) e quantificacdo (F) do sinal de luminescéncia gerados pela luciferina
injetada nos dias 1, 3, 5 e 8 pos injecdo de SD-MSC transduzidas com luciferase em defeitos 6sseos
criados na calvaria de ratos com hipertenséo arterial (HA). O animal Controle, com auséncia de sinal,
recebeu injecdo de veiculo (PBS) no dia 1. Os dados estdo apresentados como média + desvio
padrao (n=6).

3.3.4.3 Analises microtomografica e morfométrica do tecido 6sseo formado em

defeitos criados na calvaria de ratos com hipertens ao arterial

A andlise das reconstrugdes microtomograficas 3D das calvarias de ratos
com HA (Figura 59A,B) mostrou que, apés 4 semanas da inje¢do de células, o tecido
osseo formado estava presente majoritariamente nas margens dos defeitos tratados
com injecdo de SD-MSC ou PBS. Contudo, houve maior formacdo Ossea nos
defeitos de animais tratados com SD-MSC em comparag¢ado com os Controles com o
tecido 6sseo avancando em direcao ao centro do defeito (Figura 59A,B).
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Controle

Figura 59. Reconstrucbes microtomogréficas tridimensionais (A,B) da calvaria de ratos com
hipertenséo arterial (HA), tratados com injecéo de células-tronco mesenquimais saudaveis (SD-MSC)
ou veiculo (PBS) sem células (Controle), ao final de 4 semanas.

As andlises morfométricas das calvarias de ratos com HA (Figura 60A-F)
mostraram que os parametros BV (p=0,005), BV/TV (p=0,005), BS (p=0,001) e Th.N
(p=0,001) foram maiores, nos defeitos de animais tratados com SD-MSC em
comparacao com o Controle, enquanto a Th.SP foi menor (p=0,001). Ndo houve
diferenca estatisticamente significante no parametro Th.Th entre os grupos avaliados
(p=0,917).
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Figura 60. Parametros morfométricos (A-F) do tecido 6sseo formado em defeitos criados em calvaria
de ratos com osteoporose, tratados com injecdo de células-tronco mesenquimais saudaveis (SD-
MSC) ou veiculo (PBS) sem células (Controle), ao final de 4 semanas. Asterisco (*) indica diferenga
estatisticamente significante (p<0,05). Os dados estdo representados como média + desvio padrao
(n=12).

3.3.4.4 Andlise histolégica do tecido 6sseo formado em defeitos criados na
calvaria de ratos com hipertenséo arterial
A analise histologica das calvarias de ratos com HA mostrou maior
guantidade de tecido 6sseo formado nos defeitos tratados com injecdo de SD-MSC
em relacdo ao Controle, corroborando os dados morfométricos gerados pela analise
de uCT (Figura 61A,B). Somente no centro dos defeitos tratados com células houve
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formacdo Ossea, enquanto que nas margens de todos os defeitos, notou-se a
presenca de tecido conjuntivo com fibras colagenas desorganizadas, osteoblastos
alinhados lado a lado na superficie 0ssea e osso formado (Figura 61C,D), sugerindo
gue o processo de formacdo Ossea ocorria em todos os defeitos. Além disso,
independente do tratamento, o osso formado apresentou caracteristicas histologicas
semelhantes, com tecido 6ésseo maduro com a presenca de linha de cemento e
caracterizado por lamelas dispostas paralelamente entre si, e tecido 0sseo imaturo
(Figura 61C-F). Nao foram observados sinais inflamatorios em nenhum dos cortes

histolégicos.
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Figura 61. Microscopia de luz de defeitos 6sseos criados em calvaria de ratos com hipertenséo
arterial (HA), tratados com inje¢édo de células-tronco mesenquimais saudaveis (SD-MSC) ou veiculo
(PBS) sem células (Controle), ao final de 4 semanas. No centro dos defeitos tratados com células
houve formacdo éssea. Em todos os grupos observou-se tecido 6sseo formado e a presenca de
tecido conjuntivo com fibras colagenas desorganizadas e osteoblastos alinhados lado a lado na
superficie éssea (A-D, setas). A area de tecido 6sseo formado exibiu osso maduro e imaturo
delimitados por uma linha de cemento (C-F, ponta de seta). Hematoxilina e eosina. setas:
osteoblastos; ponta de seta: linha de cemento; tc: tecido conjuntivo; toi: tecido 6sseo imaturo; tol:
tecido 6sseo lamelar. Barra de escala: A e B =800 um; C e D =200 ym; E e F: 50 ym.
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3.3.4.5 Avaliacdo da expressdo génica de marcadores  osteoblasticos por PCR
em tempo real do tecido 6sseo formado em defeitos ¢ riados na calvaria
de ratos com hipertensao arterial
Em geral, a expressao relativa dos marcadores osteoblasticos Runx2, Osx,
Alp, Bsp, Oc e Opn foi maior em tecidos colhidos de defeitos tratados com SD-MSC
em comparacao com o Controle (p=0,001, para todos os genes) (Figura 62A-F).
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Figura 62. Expressédo génica de Runx2 (A), Osx (B), Alp (C), Bsp (D), Oc (E) e Opn (F) das células do
osso formado em defeitos de calvaria de ratos com hipertenséo arterial (HA), tratados com injecéo de
células-tronco mesenquimais saudaveis (SD-MSC) ou veiculo (PBS) sem células (Controle), ao final
de 4 semanas. Asterisco (*) indica diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Os dados estéo
representados como média + desvio padrao (n=4).
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3.4 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivos avaliar o efeito da HA sobre o tecido
0sseo in vivo e sobre a diferenciacdo osteoblastica de MSC in vitro; bem como o
efeito da interagédo entre SD-MSC e HA-MSC sobre a diferenciagédo osteoblastica de
ambas as células e a eficicia da terapia celular através de injecéo local de SD-MSC
para regenerar defeitos 0sseos de calvaria de ratos acometidos pela HA.

Inicialmente, escolhemos ratos SHR pois tem sido amplamente utilizado
como modelo de HA induzida geneticamente por mutagbes e com variaveis
ambientais controladas. As reconstru¢cdes 3D dos fémures dos animais com HA e a
analise dos parametros morfométricos gerados por PCT mostraram que a HA
resultou em efeitos prejudiciais ao tecido 60sseo, assim como demonstrado
anteriormente, onde houve alteracbes esqueléticas e do metabolismo d&sseo
causados nesses animais (TIYASATKULKOVIT et al., 2019; MANRIQUE et al.,
2015; LEE et al., 2014). Além disso, a DM prejudica a funcdo de MSC enddgenas,
alterando negativamente sua proliferacdo e diferenciacdo (CHAVES NETO et al.,
2018; LANDIM DE BARROS et al., 2016).

Nesse contexto, o presente estudo mostrou que, embora as HA-MSC
possuissem capacidade de diferenciacdo osteoblastica, o seu potencial osteogénico
foi prejudicado em comparacdo com NT-MSC, como visto através da atividade de
ALP e formacéo de matriz extracelular mineralizada reduzidas, corroborando com
estudos anteriores (TIYASATKULKOVIT et al., 2019; CHAVES NETO et al., 2018;
LANDIM DE BARROS et al., 2016). Além disso, apesar de NT-MSC néo proliferarem
a partir do sétimo dia e HA-MSC néao proliferarem, o numero de HA-MSC foi menor
gue NT-MSC em todos os periodos de proliferacao celular avaliados, semelhante ao
observado anteriormente (LANDIM DE BARROS et al., 2016). Dessa forma, como as
MSC contribuem para a manutencdo da homeostase déssea sendo fonte de
progenitores para 0S osteoblastos, agentes anabdlicos e reguladores da
osteoclastogénese (KFOURY; SCADDEN, 2018), os resultados sugerem que ao
menos em parte, a perda 6ssea na HA pode estar relacionada a redugcdo da
capacidade de diferenciacdo osteoblastica de MSC, semelhante ao observado em
outros estudos (TIYASATKULKOVIT et al.,, 2019; CHAVES NETO et al.,, 2018;
LANDIM DE BARROS et al., 2016). Por outro lado, a baixa taxa de proliferacdo
estaria relacionada com a reducédo da capacidade de autorrenovacgao, sugerindo que
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na medula 6ssea do modelo in vivo de HA utilizado nesse estudo, pode haver um
esgotamento gradual das fontes de MSC, contribuindo para o prejuizo ao tecido
0sseo provocado pela doenca.

As MSC podem ser uma fonte promissora para terapia celular com vistas ao
reparo de defeitos 6sseos em pacientes com HA como discutido no capitulo 1.
Considerando que na terapia celular as MSC podem atuar de forma paréacrina
(SHAO; ZHANG; YANG, 2015), nesse estudo decidiu-se avaliar in vitro o efeito de
SD-MSC sobre a diferenciacdo osteoblastica de HA-MSC e vice-versa através de
cocultura indireta.

As SD-MSC e HA-MSC utilizadas nesse estudo foram obtidas e cultivadas
como descrito por Freitas et al. (2020) e caracterizadas como MSC por
apresentarem alta porcentagem de células expressando CD29 e CD90 e baixa
porcentagem de células expressando os marcadores hematopoiéticos CD34 e CD45
e endotelial CD31. Curiosamente, houve baixa porcentagem de células expressando
CD44 e CD106, também caracteristicos de MSC. Esses resultados foram
semelhantes aos obtidos e discutidos no capitulo 1.

As avaliacdes das interagdes entre SD-MSC e HA-MSC mostraram que, de
maneira geral, todas as coculturas apresentaram, o mesmo padrao de crescimento
com o numero de células aumentando ao longo do tempo. Com excec¢do do décimo
dia em que HA-MSC cultivada na presenca de SD-MSC e vice-versa apresentaram
maior numero de células, nos demais periodos esse numero foi maior em HA-MSC
independentemente do tipo celular com a qual foi cultivada. Por outro lado, as SD-
MSC cultivadas na presenca de SD-MSC ou HA-MSC apresentaram maior
expressao génica dos marcadores osteoblasticos analisados, ao mesmo tempo que
foi menor em HA-MSC cultivadas na presenca de SD-MSC ou HA-MSC. Portanto,
em termos de expressao génica, SD-MSC nao promoveu efeitos em HA-MSC e vice-
versa. Tomados em conjunto, esses resultados sugerem que os efeitos prejudiciais
da HA ao tecido 0sseo estéo relacionados a menor expressao génica de marcadores
osteoblasticos. As analises do fenotipo celular confirmaram a menor diferenciacéo
osteoblastica das HA-MSC como observado pela menor expressdo proteica e
atividade de ALP e menor formacdo de matriz mineralizada nas coculturas HA-
MSC—HA-MSC. Por outro lado, a diferenciacdo osteoblastica foi recuperada
parcialmente quando as HA-MSC foram cultivadas na presenca de SD-MSC, que por

sua vez tiveram sua diferenciacdo prejudicada quando na presenca das HA-MSC.
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Como discutido no capitulo 1, as vias das BMP, WNT e ITG sdo de
fundamental importancia para o processo de diferenciagdo osteoblastica que ocorre
na interacao entre essas células. A analise do PCR array das coculturas realizado
aos 10 dias de cultura mostrou que as interacdes estudadas afetam as vias de
sinalizacdo das BMP, WNT e ITG de maneira complexa e que precisam ser
melhores e mais detalhadamente estudadas para o melhor entendimento de como a
HA afeta essas vias. Em geral, varios genes das trés vias foram regulados
positivamente em HA-MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-MSC e nenhum gene foi
regulado positivamente em SD-MSC—HA-MSC. Nesse contexto, a recuperacao
parcial da diferenciagédo osteoblastica de HA-MSC quando cultivadas com SD-MSC,
como visto na formacdo de matriz extracelular mineralizada pode estar relacionada,
ao menos em parte, a modulacdo positiva de outras vias de sinalizacdo né&o
avaliadas nesse estudo. Por outro lado, essas vias podem estar moduladas
negativamente, resultando na diferenciagdo osteoblastica reduzida de HA-
MSC—HA-MSC e HA-MSC—SD-MSC, contrapondo a modulacdo positiva das vias
das BMP, WNT e ITG avaliadas nesse estudo.

Devemos considerar ainda a complexidade da diferenciacdo osteoblastica,
onde muitos genes das vias avaliadas participam de fungdes bioldgicas diversas, tais
como proliferagéo, diferenciagdo e migragéo celular, desenvolvimento embrionario e
esquelético, formacao 0ssea, remodelacao e reparo tecidual, defesa do hospedeiro
e hemostasia. (YAN et al., 2022; YU et al., 2021; COSTANTINI et al., 2018;
PERSSON et al., 2019; HENDRICKX et al., 2017; DOCHEVA et al., 2014; LIU et al.,
2013; MULLIN et al., 2013; KATOH; KATOH, 2007).

A auséncia de correlacdo entre os achados genotipicos e fenotipicos
encontrada neste estudo pode ser explicada, ao menos em parte, por mecanismos
epigenéticos pos-transcricionais discutidos no capitulo 1, ou modulagédo de genes de
outras vias de sinalizacdo, com diferentes receptores e transdutores de sinal. De
fato, recentemente foi mostrado a participacédo da via de sinalizacdo de AMP ciclico
e a participacdo do receptor adrenérgico 1 no desenvolvimento da HA e na
diferenciacdo osteoblastica de MSC obtidas de ratos com HA (ALVES BARRETO et
al., 2021; GUAN; ZHOU; LI, 2011).

Embora neste estudo ndo se tenha feito qualquer avaliacdo para determinar
0s mecanismos envolvidos nos efeitos observados de SD-MSC sobre HA-MSC e

vice-versa, considerando que os resultados foram obtidos por meio de experimentos
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de cocultura, é certo que ocorreram devido ao efeito paracrino, como discutido no
capitulo 1.

A terapia celular tem atraido consideravel atencdo da comunidade cientifica
para o tratamento de diversas condi¢cdes clinicas em pacientes com HA, ou para
tratar a doenca em si (STROJNY et al., 2021; JUNIOR; DOS REIS LIVERO, 2018;
WANG et al., 2015). A semelhanca do discutido no capitulo 1, nesse estudo foram
utilizadas MSC alégenas jovens e saudaveis como estratégia para reparar defeitos
0sseos de ratos com HA.

Em relacdo a reacéo devido o uso clinico de SD-MSC al6genas em terapia
celular, confirmando os resultados descritos no capitulo 1, houve baixa porcentagem
de SD-MSC expressando ambos MHC classes | e Il, permitindo assim que fossem
utilizadas com riscos minimos para os ratos em que foram injetadas.

Na terapia celular, observamos que a permanéncia das células nos defeitos
osseos foi afetada pela doenca. Apds injecdo, as células permaneceram na regido
dos defeitos 6sseos criados na calvaria dos ratos com HA por um periodo de até 5
dias, diferentemente de estudos anteriores, os quais, utilizando ratos saudaveis
observaram que as células permaneceram na regido dos defeitos por até 14 dias
(FREITAS et al., 2019a; FREITAS et al.,, 2019b). Ao menos em parte, esses
resultados diferentes podem ser explicados pelo fato que o ambiente doente nos
defeitos de ratos com HA pode ser mais hostil as células e além da doenca, esses
animais eram mais velhos comparados aos animais dos estudos citados
anteriormente (FREITAS et al., 2019a; FREITAS et al., 2019b). Além disso, estudos
relatam que uma vida util curta das células injetadas também pode ser resultado do
estresse fisico da injecdo, inflamacdo local, desnutricio e hipdxia
(ROSENSTRAUCH et al., 2005; SORTWELL; PITZER; COLLIER, 2000). Embora os
outros fatores nédo tenham sido avaliados pelo nosso grupo de estudo, certamente o
estresse fisico da injecdo ndo € um fator relevante porque o método utilizado para
injetar as MSC néo interfere com sua viabilidade (FREITAS et al., 2019a).

A respeito da formacdo éssea obtida nos defeitos desses animais, as
reconstrucdes 3D e os parametros morfométricos gerados por uCT mostraram maior
formacao 6ssea nos defeitos tratados com injecéo local de SD-MSC comparados ao
Controle. A normalizacdo do parametro BV/TV do tratamento com SD-MSC pelo com
PBS, como preconizado por Freitas et al. (2021), é de 1,69, indicando que a

formacao 6ssea pelas SD-MSC € uma vez e meia maior do que a induzida por PBS.
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Esses resultados estdo de acordo com a analise histolégica que mostrou tecido
0sseo formado nos defeitos que receberam injecdo local de células, enquanto no
grupo Controle foi observado predominancia de tecido conjuntivo. Esses achados
sao corroborados por outros estudos (ADOLPHO et al., 2022; SOUZA et al., 2020;
FREITAS et al., 2019a; FREITAS et al., 2019b; SOUZA et al., 2018) que utilizaram a
mesma estratégia de terapia celular, através de injecdo local de células em defeitos
0sseos criados na calvaria de ratos, mesmo na presenca de osteoporose, como
discutido no capitulo 1

Alguns aspectos moleculares do osso formado através de injecdo local de
SD-MSC também foram investigados pela expressao génica de alguns marcadores
osteoblasticos, que traduzem proteinas caracteristicas de formacdo Ossea. A
expressao de todos os genes avaliados foi maior nos tecidos formados pela injecéo
de células em comparacdo com o Controle, no entanto, nesse estudo ndo foi
avaliada a expressao génica do osso nativo, portanto, ndo € possivel afirmar se a
assinatura molecular do tecido 6sseo formado se aproxima ou ndo daquele original.

Nesse estudo, nés demonstramos que SD-MSC recuperam parcialmente o
potencial osteogénico de HA-MSC e a terapia celular baseada em injecdes locais de
SD-MSC foi efetiva em induzir formacao déssea significativa, mesmo na presenca de
HA, abrindo novas perspectivas para o desenvolvimento de terapias baseadas em
células para regenerar tecido 0sseo de pacientes que sofrem de distarbios

metabolicos, como a HA.

3.5 CONCLUSOES

* A HA prejudica o tecido 0sseo e a diferenciacéo osteoblastica de MSC.

» A diferenciacdo osteoblastica de HA-MSC é recuperada parcialmente quando
essas ceélulas sdo cultivadas com SD-MSC, enquanto a diferenciacdo
osteoblastica destas ultimas é prejudicada quando sao cultivadas com HA-MSC.

* A injecdo local de SD-MSC resulta em maior formagdo O0ssea comparada a
injecéo de PBS.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, avaliamos 1) o efeito da osteoporose, DM ou HA sobre o
tecido 0sseo e diferenciacédo osteoblastica de MSC derivadas da medula 0ssea; 2) a
influéncia de SD-MSC sobre a diferenciagédo osteoblastica de ORX-MSC, DM-MSC
ou HA-MSC, e destas sobre a diferenciagdo osteoblastica de SD-MSC; e 3) o
potencial de SD-MSC derivadas da medula 0ssea para regenerar o tecido 0sseo
guando injetadas diretamente em defeitos de 5 mm de diametro criados em calvarias
de ratos com osteoporose, DM ou HA.

Observamos que as doencas prejudicam o tecido 6sseo e a diferenciacédo
osteoblastica de MSC, e que a presenca de SD-MSC com ORX-MSC, DM-MSC ou
HA-MSC recupera parcialmente a diferenciacdo osteoblastica dessas ultimas. Por
outro lado, quando avaliamos os efeitos das ORX-MSC, DM-MSC ou HA-MSC sobre
a diferenciagdo osteoblastica de SD-MSC, observamos que as ORX-MSC néo
afetam essa diferenciacdo, as DM-MSC prejudicam pouco e as HA-MSC prejudicam
ainda mais esse processo. Nessas interacdes, ha o envolvimento da modulacdo de
genes das vias de sinalizagédo das BMP, WNT e ITG em diferentes graus.

Na terapia celular, inicialmente observamos que a permanéncia das células
nos defeitos 6sseos foi afetada pelas doencgas. Na presenca de osteoporose e HA as
MSC foram detectadas até o 5°. dia, mas na DM elas foram observadas até o 8°. dia,
havendo reducdo no tempo de permanéncia das ceélulas em comparacdo com
animais saudaveis, nos quais as MSC sao detectadas até o 14°. dia (FREITAS et al.,
2019a). Interessante observar que o tempo de permanéncia das células ndo se
correlaciona com a formacdo 6ssea porgue nos animais com osteoporose e HA
houve reparacéo parcial dos defeitos, mas nos animais com DM néo foi observada
formacao 6ssea em comparagdo com o Controle. Tal auséncia de correlacdo indica
que a atuacdo mais relevante das MSC na terapia celular se da por efeito paracrino
nas células ja presentes no ambiente do defeito 6sseo e deve ser mais importante
nos periodos mais iniciais. A normalizacdo do parametro microtomografico BV/TV
dos tratamentos com MSC pelos respectivos tratamentos com PBS, como
preconizado por Freitas et al. (2021), permite a comparacao da eficacia da terapia
celular nas trés doencas estudadas. Assim, para a osteoporose esse valor é de 2,06,
indicando que a formacéo 6ssea pelas MSC é duas vezes maior do que a induzida

por PBS, para a DM é de 0,99 e para a HA, 1,69. Isso sugere que a doenca mais
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desafiadora para a formacédo 6ssea € a DM seguida pela HA e osteoporose. No
entanto, independente das doencgas avaliadas, ndo obtivemos regeneracdo completa
dos defeitos 6sseos, portanto, esse modelo de estudo na osteoporose, DM e HA
continua a ser um desafio que merece investigacdes adicionais.

Como desdobramento desse trabalho, estratégias futuras poderiam ser
baseadas na utilizacdo de MSC condicionadas por tratamentos prévios que
pudessem aumentar seu potencial terapéutico. Tais condicionamentos poderiam ser
a combinacdo de MSC com fatores de crescimento sabidamente relevantes para o
processo de angiogénese e/ou osteogénese, a edicdo génica de MSC para
sobrexpressar, isoladamente ou em conjunto, esses fatores de crescimento,
submeté-las a hipdxia, cultiva-las em superficies nanoestruturadas ou ainda
combinar MSC com microvesiculas liberadas pelas préprias MSC, isoladamente ou
em conjunto com células, no intuito de se obter a completa regeneracéo do tecido
0sseo. Tais estratégias estdo sendo exploradas dentro do nosso grupo de pesquisa
como consequéncia do desenvolvimento deste e de outros projetos abordando a

terapia celular e a regeneracao ossea.
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ANEXO B
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Ferreira FU, Ros FA, Beloti MM, Rosa AL. Mesenchymal Stromal Cells Derived from
Bone Marrow and Adipose Tissue: Isolation, Culture, Characterization and
Differentiation. Bio Protoc. 2020;10:e3534.

Freitas GP, Lopes HB, Souza ATP, Oliveira PGFP, Almeida ALG, Souza LEB,
Coelho PG, Beloti MM, Rosa AL. Cell Therapy: Effect of Locally Injected
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Regeneration of Rat Calvarial Defects. Sci Rep. 2019;9:13476.

Freitas GP, Lopes HB, Souza ATP, Oliveira PGFP, Almeida ALG, Coelho PG,
Ferreira FU, Covas DT, Beloti MM, Rosa AL. Effect of cell therapy with osteoblasts
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Regen Med. 2019;14:1107-1119.

Souza ATP, Freitas GP, Lopes HB, Ferraz EP, Oliveira FS, Beloti MM, Rosa AL.
Effect of cell therapy with allogeneic osteoblasts on bone repair of rat calvaria
defects. Cytotherapy. 2018;20:1267-1277.

Abuna RPF, Oliveira FS, Ramos JIR, Lopes HB, Freitas GP, Souza ATP, Beloti MM,
Rosa AL. Selection of reference genes for quantitative real-time polymerase chain
reaction studies in rat osteoblasts. J Cell Physiol. 2018;234:749-756.

Souza ATP, Bezerra BLS, Oliveira FS, Freitas GP, Bighetti Trevisan RL, Oliveira PT,
Rosa AL, Beloti MM. Effect of bone morphogenetic protein 9 on osteoblast
differentiation of cells grown on titanium with nanotopography. J Cell Biochem.
2018;119:8441-8449.

2. Resumos publicados em anais de congressos

Souza ATP, Freitas GP, Lopes HB, Weffort D, Adolpho LF, Oliveira FS, Almeida
ALG, Beloti MM, Rosa AL. Effect of hypertension on osteoblast differentiation of
mesenchymal stem cells and bone repair. 49th European Calcified Tissue Society
Congress. Bone Reports: Abstracts of the ECTS 2022 Congress, 2022. v. 16S. p. 4-
5.

Souza ATP, Freitas GP, Lopes HB, Weffort D, Adolpho LF, Oliveira FS, Almeida
ALG, Beloti MM, Rosa AL. Effect of the interaction between cells from healthy and
osteoporotic rats on osteoblast differentiation and bone repair. 49th European
Calcified Tissue Society Congress. Bone Reports: Abstracts of the ECTS 2022
Congress, 2022. v. 16S. p. 5-6.

Souza ATP, Oliveira FS, Weffort D, Lopes HB, Freitas GP, Gomes MPO, Fernandes
RR, Rosa AL, Beloti MM. Agrin drives osteoblast differentiation through Wnt and
BMP signaling modulation. 2020 Annual Meeting of the American Society for Bone
and Mineral Research, Virtual Event. Journal of Bone and Mineral Research
Supplement 1 Abstracts 2020. p. 180-180.

Souza ATP, Freitas GP, Lopes HB, Weffort D, Oliveira FS, Adolpho LF, Beloti MM,
Rosa AL. Effects of mesenchymal stromal cells from healthy rats on the impaired
osteoblast differentiation of mesenchymal stromal cells from osteoporotic and
diabetic rats. 2020 Annual Meeting of the American Society for Bone and Mineral
Research, Virtual Event. Journal of Bone and Mineral Research Supplement 1
Abstracts 2020. p. 181-181.

Souza ATP, Freitas GP, Lopes HB, Oliveira FS, Beloti MM, Rosa AL. Positive effects
of mesenchymal stem cells from healthy rats on the impaired osteoblast
differentiation of mesenchymal stem cells from osteoporotic and diabetic rats. 47th
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Reports: Abstracts of the ECTS Congress 2020, v. 13S. p. 28-28.
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