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RESUMO

A compreensdo dos mecanismos que regulam a osteogénese, bem como da
atuacdo de farmacos e biomateriais que favorecam o reparo 0sseo é de
fundamental importancia para o estabelecimento de novas terapias de
reconstrucdo Ossea, envolvendo os pilares da bioengenharia tecidual.
Biomateriais constituidos de 0sso bovino tém revelado resultados promissores
como matrizes de preenchimento 0sseo. Farmacos como o ranelato de
estroncio (RE) tém demonstrado efeitos anti-osteoporéticos importantes, e vém
sendo indicado por via oral para prevencédo de fraturas, principalmente em
mulheres na fase pds-menopausa. Entretanto, os efeitos locais do RE e a
possibilidade de sua associacdo com biomateriais foram pouco investigados.
Neste trabalho, analisamos o efeito do RE em culturas de osteoblastos
primarios (OP), extraidos das calvarias de neonatos de ratos Wistar e
imortalizados (Ol), da linhagem MC3T3-E1, em monocamada ou associados a
scaffolds de osso bovino, mineralizados (OBM) e desmineralizados (OBD), no
intuito de avaliar se essas associag0es favoreceriam o desempenho celular in
vitro. Para tanto, utilizamos o RE p.a. em meio de cultura sem suplementacéo
adicional, para verificar sua acdo sem a interferéncia de outros reagentes. O
efeito do RE sobre a viabilidade celular foi obtido por uma curva dose-efeito
através do ensaio MTT nas doses de 0,025 a 1 mM de RE. Estabelecida a
dose otima de RE a 0,1mM, os efeitos da sua administracdo local em
osteoblastos foram avaliados nas fases de ‘diferenciacdo celular (pela
atividade da fosfatase alcalina e pela expressdo dos genes marcadores
osteogénicos Runx2, Colageno |, FGFR1 e Osteocalcina, por RT-PCRQ); na
deposicdo de matriz organica (por coloracdo Sirius Red) e >deposicéo de
matriz mineralizada (por coloragdo de Alizarina). A viabilidade de osteoblastos
cultivados sobre os scaffolds de OBM e OBD também foi avaliada por ensaios
de MTT. Nossos resultados mostram que o RE possui biocompatibilidade,
aumenta o metabolismo dos OP e Ol e que ndo apresenta efeito citotoxico
quando administrado in loco. Além disso, parece acelerar a diferenciacédo
celular, aumentando a atividade da fosfatase alcalina, a expressao de alguns

marcadores de diferenciacdo osteogénica e a sintese de matriz organica. Na



fase de mineralizacdo o contetido de fons Ca®" diminuiu nos grupos tratados
com RE em relacdo aos grupos controle, possivelmente pela competicdo e
maior disponibilidade de ions estroncio na formagdo dos cristais de
hidroxiapatita. A matriz de 0sso bovino desmineralizado apresentou melhores
resultados como scaffold para OP e Ol. Esses resultados fornecem subsidios
importantes para a continuidade de estudos in vivo com administracéo local do
RE em sitios de reparacdo Ossea. O sucesso da associacdo do RE com
matrizes 6sseas desmineralizadas pode possibilitar sua utilizagdo como
coadjuvante nas estratégias de bioengenharia tecidual 6ssea e nas terapias de

preenchimento dsseo, inclusive com outros biomateriais.

Palavras-chave: osteoblastos primarios, osteoblastos imortalizados, ranelato

de estréncio, 0sso bovino trabeculado, bioengenharia tecidual 6ssea



ABSTRACT

Understanding the mechanisms that control osteogenesis, as well as drugs and
biomaterials that promote bone repair, is of fundamental importance for the
establishment of new therapies for bone reconstruction, representing the pillars
of tissue bioengineering. Biomaterials made up of bovine bone have unveiled
promising results as arrays for bone filling. Drugs, such as Strontium Ranelate
(SR), have demonstrated significant anti-osteoporotic effects, and have been
indicated for oral administration for prevention of bone fractures, especially for
post-menopausal women. However, so far, few studies have investigated SR
local effects, and its use in association with biomaterials. In this work, we
investigated SR effects in cultures of primary osteoblasts (PO) obtained from
Wistar rats neonates cranial calottes and immortalized osteoblasts (I0) MC3T3-
E1l cell line, cultivated in monolayer, or in association with bovine bone as
scaffolds, as mineralized (MBB) and demineralized (DBB) forms, to evaluate if
these associations would promote in vitro cell performance. We chose to work
with SR (p.a.), using medium without supplementation, to verify its action
without the interference of other reagents. SR effect on cell viability (MTT) was
determined using a dose-effect curve, with dosis ranging from 0.025 to 1 mM.
After establishing 0.1 mM as the optimum dose, the effects of the SR local
administration in osteoblasts were evaluated during the following phases: 1. cell
differentiation (by measuring alkaline phosphatase activity, and by gRT-PCR,
using Runx2, Collagen I, FGFR1 and Osteocalcin as osteogenic differentiation
markers); 2. deposition of organic matrix (using picrosirius red Collagen
staining); and 3. deposition of mineralized matrix (using alizarin red staining).
Cell viability of osteoblasts cultivated onto MBB and DBB scaffolds were also
obtained using the MTT assay. Our results suggested that SR is biocompatible,
improves PO and 10 metabolism, and did not present a cytotoxic effect when it
is administrated in loco. Besides, SR appeared to accelerate cell differentiation,
enhancing alkaline phosphatase activity, the expression of osteogenic
differentiation markers, and the synthesis of organic matrix. During the
mineralization phase, the Ca®* content decreased in the group treated with SR
in relation to the control, probably associated with Strontium competition during
the hydroxyapatite formation. DBB showed to be better scaffolds for PO and IO.



Our results indicated the importance to further investigate the local
administration of SR at sites of bone repair. The success of the association of
SR and DBB signalized the possibility of using SR as co-adjuvant for bone

tissue bioengineering, and in therapies of bone filling with other biomaterials.

Keywords: primary osteoblasts, immortalized osteoblasts, strontium ranelate,

trabecular bovine bone, bone tissue bioengineering
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1 INTRODUCAO

As doencas Osseas sempre foram tema de grande relevancia e
preocupacdo dentre ortopedistas, geriatras, odontologos e cirurgibes
bucomaxilofaciais. Nos ultimos anos, em decorréncia do envelhecimento da
populacdo brasileira, os problemas 6sseos e as possibilidades de tratamento
tém recebido maior atencdo dos pesquisadores. O Brasil € um pais populoso
em franco processo de envelhecimento (IBGE, 2010). Os diagnésticos de
osteopenia, osteoporose, fraturas 6ésseas tém aumentado a cada ano e sao
causas frequentes do afastamento de individuos potencialmente produtivos,
especialmente aqueles de idade adulta e 32 idade (GOMES e GARCIA, 2006).
Além das sequelas causadas por doencas degenerativas, a perda de tecido
0sseo pode ser decorrente de traumas, resseccdo de tumores ou infecctes
Osseas e podem, do mesmo modo, comprometer a produtividade e qualidade
de vida , inclusive de individuos jovens. A manutencdo do tecido 6sseo no
ambito da ortopedia e odontologia € um fator determinante para o sucesso do
restabelecimento das funcdes do esqueleto e do sistema estomatognatico, seja
pela importancia do 0sso como suporte para préteses ou como hicho para
insercdo de implantes. Neste sentido, inGmeros estudos e investimentos tém
sido propostos em busca de terapias viaveis para regeneracéo e reconstrucdes
O0sseas. Um dos recursos mais frequentemente utilizado na clinica médica e
odontoldgica, em pacientes portadores de lesdes 0sseas, consiste na utilizacdo
de enxertos 6sseos, especialmente para a restauracdo da forma, volume e

funcdo das areas 0sseas perdidas (DONGIEUX et al., 1998).
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INTRODUGAO

1.1 Enxertos 0sseos e matriz de osso bovino

Os enxertos podem ser autégenos, quando retirados e transferidos do
mesmo individuo; homogenos ou alégenos, se obtidos a partir de doadores da
mesma espécie ou xendgenos (heterégenos) se obtidos de doadores de
espécies diferentes. O tecido 6sseo de origem autdgena, por suas
propriedades osteogénica, osteoindutora e osteocondutora, € considerado
enxerto "gold standard" para a cirurgia 6ssea reconstrutiva (BURCHARD, 1983;
ALAM et al., 2009; SPIN-NETO et al.,, 201). Dentre as vantagens dessa
modalidade, destaca-se a qualidade do osso formado, sua baixa
antigenicidade, o menor risco de contaminacdo cruzada e a maior
previsibilidade no reparo de defeitos mais amplos e/ou muito atréficos.
Enxertos autdgenos sdo vascularizados e contém células vitais e fatores de
crescimento que contribuem com a remodelacdo Ossea, formando uma
estrutura unificada com o tecido receptor (TSIGKOU et al., 2010). No entanto,
a utilizacdo de ossos humanos retirados do préprio paciente apresenta
algumas limitacbes e desvantagens como a disponibilidade de uma area
doadora viavel, a abertura de um segundo sitio cirdrgico no mesmo paciente,
possibilidade de parestesia, dor, morbidade e a imprevisibilidade no processo
de reabsorcédo do enxerto (JOHANSSON et al., 2001; NKENKE et al., 2001;
SPRINGER et al.,, 2004; WEIBULL et al.,, 2009; SCHUCKERT et al., 2011).
Enxertos 0sseos aldégenos representam uma boa alternativa, mas existe 0 risco
de imunoreatividade e transmissédo de doencas (CHAN et al., 2009). Por essas
razdes, muitos profissionais tém optado pelos enxertos xendgenos,
comercialmente disponibilizados no mercado. Os enxertos xendgenos ou

xenoenxertos, oriundos de espécie doadora diferente do individuo receptor, séo
20



INTRODUGAO

predominantemente de origem bovina, mas também podem derivar de suinos
ou equinos (RODRIGUEZ et al.,, 2003). Geralmente sdo matrizes 6sseas
enxertadas in natura, ou seja, sdo implantados como uma matriz 0ssea
mineralizada, cujo objetivo é funcionar como material de preenchimento 0sseo,
com propriedades biologicas restritas a osteoconducdo (DEL CARLO et al.,
2003). A estrutura molecular dos enxertos xendgenos € constituida de matriz
O0ssea Inorganica, descelularizada visando eliminar respostas imunes e
inflamatorias no individuo receptor. A estrutura mineral dos enxertos 6sseos
xenodgenos funciona como um arcabouco para proliferacdo de células 0sseas
do hospedeiro. Nesse caso, eles atuam primordialmente como um biomaterial
osteocondutor (CONSTANTINO & FREIDMAN, 1994) cuja funcdo é permitir a
aderéncia celular e orientar a migracdo e proliferacdo vascular. Nestas
condicbes, 0 0SSO nativo cresce lentamente neste meio, sendo a matriz
enxertada gradualmente substituida por osso neoformado (NOIA et al., 2012).
Além das enxertias de matrizes 0sseas mineralizadas, alguns estudos
tém avaliado o potencial osteogénico da matriz 6ssea desmineralizada, como
scaffold ou suporte para o crescimento celular (MAUNEY et al., 2005;
LAUREANO FILHO et al., 2007). A fase organica das matrizes 6sseas guardam
propriedades osteoindutoras importantes (DEL CARLO et al., 2003); podem
conter informacdes, tais como sequencias especificas de aminoacidos que
facilitam a adeséao celular ou manutencao de funcdes de diferenciacao celular e
devem interagir de modo favoravel, nos processos regenerativos in vivo
(ABDULLAH et al., 2009). Por exemplo, proteinas que possuem a seguencia
Arginina-Glicina-Aspartato, sequéncia de peptideos conhecida como “dominio

RGD” tém a capacidade de se ligar a receptores de superficie celular,
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INTRODUGAO

facilitando a adesdo de células ao substrato (CHAN et al., 2009). Proteinas
como o colageno e sialoproteina é6ssea contém o dominio RGD e sao
abundantes componentes da matriz organica do tecido 0sseo. A sialoproteina
0ssea possui também a capacidade de nuclear cristais de hidroxiapatita in vitro
(HUNTER & GOLDBERG, 1993). Esses dados indicam o potencial de matrizes
0sseas desmineralizadas como estratégia terapéutica para o reparo de defeitos
0sseos por meio de um processo osteoindutivo.

E valido ressaltar que nem sempre a simples enxertia de matrizes
0sseas descelularizadas garante o restabelecimento morfolégico e funcional da
area lesionada. Ha situacées em que a morfologia e dimensédo do defeito sédo
extensas e criticas ao reparo, 0 que torna o mecanismo regenerativo limitado e,
dessa forma, ha formacdo de tecido conjuntivo fibroso em substituicio ao
tecido 6sseo (KIM et al., 2006). O sucesso e a consolidacdo do reparo 6sseo
estdo condicionadas a determinadas condicdes, tais como amplo suprimento
sanguineo, estabilidade mecanica, presenca de um arcabouco tridimensional e
tamanho do sitio lesionado. Diante desses pré-requisitos, a chamada “medicina
regenerativa” tem avancado em alguns pontos buscando atender a esses
critérios, ndo somente pela melhoria e aperfeicoamento dos biomateriais de
preenchimento 6sseo, mas também pelas propostas de associacdo desses
biomateriais as células e fatores angiogénicos e osteogénicos. A adicao de
componentes celulares gera uma rede biologicamente funcional no interior dos
scaffols como um plexo que favorece a perfusdao de vasos e melhora
significantemente a qualidade dos enxertos (TSIGKOUA et al., 2010). Estudos

in vitro tém avaliado o efeito da colonizacdo ou semeadura de diferentes
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linhagens celulares sobre scaffolds, no intuito de otimizar, acelerar ou promover

uma regeneracao 0ssea mais eficiente.

1.2 Terapias celulares, bioengenharia tecidual e scaffolds 6sseos

A demanda por terapias capazes de restaurar lesdes 0sseas incluindo
“‘defeitos Osseos criticos” tem estimulado o refinamento das técnicas de
bioengenharia tecidual e terapias celulares. Tais estratégias fundamentam-se
ndo somente na osteoconducdo, mas nos principios da osteogénese e
osteoinducéo. A osteogénese € o processo de neoformacao dssea por células
osteoprogenitoras vivas dentro do auto-enxerto. A osteoinducao por outro lado
€ a estimulacéo e ativacao de células osteoprogenitoras do hospedeiro, a partir
de células do tecido circundante (GIANNOUDIS et al., 2005). As terapias
celulares preconizam o transplante de células, de modo isolado (em uma
solucdo tampdo) ou pré-cultivadas em biomateriais, em matrizes
tridimensionais conhecidas como scaffolds. A vantagem da incorporacdo de
scaffolds as terapias celulares e ndo apenas a adminstracdo de células em
solucéo € o fato de o material prover a estrutura inicial de suporte para reter as
células na area defeituosa, além de facilitar a vascularizacdo. Os scaffolds sao
geralmente biomateriais porosos, de natureza biodegradavel e que podem reter
diferentes fatores de crescimento, drogas, genes, ou as células osteogénicas

(CHESMEL et al., 1998).

Na engenharia de tecidos, células e fatores de crescimento séo
combinados com scaffolds biodegradaveis para reparar e regenerar 0s tecidos.

Os scaffolds atuam como uma matriz temporaria, enquanto as células secretam
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uma matriz extracelular que é requerida para a regeneracao dos tecidos. Duas
vias tém sido propostas para a regeneracdo 0ssea por meio das técnicas de
bioengenharia tecidual: 1. Uso de scaffolds para a formacdo 6ssea por células
dos tecidos circundantes e 2. O uso de scaffolds como carreadores de células
osteogénicas, preferencialmente autégenas que séo cultivadas em biorreatores
e subsequentemente reimplantadas nos pacientes doadores. A primeira
alternativa é considerada uma forma de engenharia tecidual in vivo, uma vez
que o proéprio corpo € usado como um bioreator para produzir o tecido 6sseo
em cima de um scaffold implantado. Na segunda modalidade, células
osteogénicas sao removidas de pacientes e cultivadas sobre os scaffolds in
vitro e apds certo tempo de cultivo, os construtos (células-matriz) sao
implantados no paciente (CHAN et al., 2009). Diferentes tipos celulares tém
sido propostos para essa finalidade, desde células tronco, células da linhagem

osteoblastica e células com potencial vasculogénico.

A fim de melhorar as funcdes biolégicas dos scaffolds, varios fatores de
crescimento, como exemplo, a proteina morfogenética do 0sso tipo 2 (BMP-2),
Fatores de crescimento fibroblastico bésico (FGF-2 ou bFGF) e PRPs (Plasma
rico em plaquetas), Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) tém sido
imobilizados nos scaffolds porosos e tém revelado maior formacdo 6ssea e
melhora significante da cicatrizacdo (ZHAO et al., 2009; CHEN et al., 2010;
SCHUCKERT et al., 2011). A associagdo de scaffolds tridimensionais, células e
moléculas bioativas capazes de induzir a diferenciacdo da linhagem pré-
osteoblastica e a proliferacdo de osteoblastos durante a sintese dos tecidos in

vitro, constitui a base da bioengenharia tecidual.
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O processo de remodelacdo Ossea in vivo € regulado por diversos
fatores locais e/ou sistémicos, incluindo estimulo elétrico, forca mecanica,
horménios (PTH-paratorménios, hormonios da tiredide, estrogeno, andrégenos,
cortisol, calcitonina, hormonio do crescimento), fatores do crescimento (IGF-1)
e citocinas (WATTS et al., 1999). Nesse sentido, também como tentativa de
melhorar os progndésticos da regeneracao 0ssea, pesquisadores tém avaliado o
efeito da administracdo tépica de alguns fatores de crescimento nos sitios de
reparo 6sseo. Os trabalhos de ABREU et al. (2013) e FERREIRA et al. (2013)
mostraram que fatores de crescimento, como TGF-p1, BMP-4, PDGF e IGF-I,
aplicados localmente durante o reparo de alvéolos dentarios de ratos
aumentaram a quantidade de vasos sanguineos e por consequéncia induziram
maior deposicao 6ssea. Paralelamente aos fatores de acéo local, a utilizacao
sistémica de alguns farmacos tem sido indicada como terapia coadjuvante nos
processos de remodelacdo Ossea. Como exemplo desses agentes de
administracdo sistémica pode-se citar os tradicionais bisfosfonados, como o

alendronato e mais recentemente o ranelato de estroncio.

1.3 Ranelato de estroncio

Especialmente desenvolvidos para o tratamento das osteoporoses,
compostos como alendronato e ranelato de estrébncio (RE) tém sido
clinicamente indicados no tratamento da osteoporose pos-menopausa com 0
objetivo de reduzir o risco de fraturas vertebrais e de pelve na mulher
(MEUNIER et al., 2004; REGINSTER et al., 2005; SEEMAN et al., 2006). O RE
€ a mais recente droga disponibilizada para o tratamento de osteoporose e

prevencdo de fraturas (FAN et al., 2011). Terapias para osteoporose sao
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tradicionalmente fundamentadas na inibicdo de reabsorcdo 6ssea com 0 uso
dos bifosfonatos (alendronato, zolendronato) ou pela estimulacdo de formacéo
O0ssea pela administracdo oral de anabdlicos 6sseos como exemplo, 0s
fragmentos de hormdnios paratirebideos (PTH) (JOBKE et al., 2011,
CHAPURLAT, 2014). O agente antireabsortivo alendronato reduz o nivel de
remodelacdo O0ssea em cerca de 60%, atuando praticamente na inibicdo da
reabsorcdo 6ssea (LIBERMAN et al.,, 1995). O RE é considerado uma 3%
geracdo ou classe de agentes anti-osteoporose. Avaliacbes da dinamica
histomorfométrica (ARLOT et al., 2008) revelaram que o ranelato de estréncio
nao reduz o nivel de remodelacdo 6ssea, mas atua de modo diferente dos
alendronatos; possui um modo duplo de acéo, agindo concomitantemente na
inibicdo da atividade osteoclastica e estimulando a replicacdo e maturacao
osteoblastica (BONNELYE et al., 2008; MARIE, et al., 2011). O estroncio tem
sido amplamente estudado na forma de cloreto ou de ranelato, sendo este
altimo o mais utilizado, por via sistémica, na prevencdo da osteoporose.
Estudos in vitro sugerem que este farmaco promove a proliferacdo e
diferenciacdo de osteoblastos (CANALIS et al., 1996; BONNELYE et al., 2008).
O RE parece alterar o balanco fisiologico do tecido 6sseo no sentido de
bloquear a acdo dos osteoclastos (MARIE et al., 2011; PRZEDLACKI et al.,
2011) e estimular a acao e diferenciacdo dos osteoblastos (DAHL et. al., 2001;
MARIE et al., 2001; FONSECA et al., 2008).

Aléem do tratamento de osteoporoses com o RE, alguns estudos tém
demonstrado também sua utilidade como coadjunvante para acelerar ou

melhorar a osteointegracdo de implantes de titdnio e atenuar os sintomas em
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pacientes portadores de osteoartrites reumatdides (ANDY et al., 2013;
REGINSTER et al., 2013).

O efeito anabdlico e os mecanismos de acéo celular e molecular do RE
sobre o0 o0sso sédo ainda pouco compreendidos e estdo sendo amplamente
investigados. Estudos in vitro, avaliando o comportamento de células sob
diferentes condi¢cfes de tratamento com RE, tém contribuido grandemente para
a compreensdo de seus efeitos biologicos. Os resultados desses estudos
revelaram que o RE aumenta a replicacdo de células pré-osteoblasticas e a
formacdo de nddulos de mineralizacdo in vitro (BONNELYE et al., 2008;
BRENNAN et al., 2009). Até o0 momento, dois mecanismos tém sido propostos
para atuacdo do RE, incluindo a ativacdo de receptores de célcio localizados
em osteoblastos e osteoclastos e a influéncia no sistema OPG/RANK L. A
exposicdo do ranelato de estroncio in vitro aumenta a secregdo de
osteoprotegerina (OPG) e reduz a expressao de ligante do receptor RANK
(RANKL), suprimindo a osteoclastogénese induzida por osteoblastos (ATKINS
et al., 2009). A osteoprotegerina compete pelos sitios RANKL. Desse modo, ha
um bloqueio da ligacédo das células pré-osteoblasticas x pré-osteoclasticas via
RANK/RANKL, uma vez que os receptores ativadores do fator nuclear do
ligante Kappa B ficam ocupados por sua ligacdo a osteoprotegerina
(OPG/RANKL) (BROWN et al., 2007; ATKINS et al., 2009). Por outro lado, o
estroncio apresenta a capacidade de penetrar nas células, via canais de calcio
e, subsequentemente, unir-se a determinados sitios de ligacao intracelulares,
tais como o reticulo endoplasmatico, afetando assim a homeostasia intracelular

do calcio e os processos de mineralizacdo 0ssea (CABRERA et al., 1999).
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Recentes estudos tém demonstrado que o RE aumenta a diferenciacéo
de células tronco mesenquimais coletadas de medula 6ssea (CTMMO) em
osteoblastos (MEUNIER et al., 2004; CHOUDHARY et al., 2007; PENG et al.,
2009). Nesse sentido, pesquisadores tém atribuido, a0 menos parcialmente,
os efeitos anabdlicos do RE in vivo a inducdo de diferenciagdo osteoblastica
(PENG et al., 2010). Em relacdo aos estudos em humanos, analises
radiograficas e mensuracdo de densidade Ossea por diferentes tipos de
tomdégrafos computadorizados tém demonstrado que, apos alguns meses (6-12
meses) de uso sistémico do RE, ha um aumento no conteddo de estréncio, na
dureza de osso e melhoria da qualidade dos cristais minerais (MAIMOUN et
al., 2010). Riscos de fraturas 0sseas decresceram cerca de 49% apds um ano
de tratamento com RE (MEUNIER et al., 2004). Contudo, oS mecanismos
exatos destes efeitos ainda ndo foram claramente elucidados e requerem

estudos adicionais.

1.4 Identificacao da proposta, hipoteses e perspectivas

Diante do exposto, subsidiados pelos beneficios documentados em
relacdo ao RE e aos biomateriais de osso bovino, o presente estudo trabalhou
com ambas as possibilidades (* RE de forma isolada ou * RE em associacdo a
scaffolds de OBT), buscando contribuir no desenvolvimento de alternativas,
gue sejam promissoras para bioengenharia tecidual éssea. A proposta deste
estudo foi investigar o comportamento biolégico de duas linhagens de células
osteoblasticas (osteoblastos primarios e osteoblastos imortalizados)
submetidas ao tratamento com ranelato de estrdncio quando cultivadas em

monocamada ou sobre uma matriz tridimensional de osso bovino. Os enxertos
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de origem bovina, naturais e sintéticos estdo entre os biomateriais mais
utilizados e pesquisados como substitutos 6sseos, mas 0s possiveis beneficios
da associacdo desse biomaterial com os efeitos osteoindutores do ranelato de
estroncio ainda ndo foram descritos na literatura. O presente estudo propos,
ainda, avaliar o comportamento dos osteoblastos em matrizes 6sseas bovinas
desmineralizadas, as quais podem configurar-se como um scaffold promissor
para bioengenharia tecidual 6ssea. Trabalhamos com duas hipéteses: 1. da
influéncia positiva de componentes da matriz organica sobre as células
osteogénicas e 2. de que os efeitos anabdlicos do ranelato de estroncio,
documentados apdés administracdo sistémica e em estudos in vitro possam
favorecer a proliferacdo e diferenciacdo de células pré-osteoblasticas e

osteoblasticas em associa¢do com scaffolds de osso bovino.

Além disso, os resultados desse estudo, especialmente referentes a
curva dose-efeito do ranelato de estréncio aplicado nos meios de cultura, a
viabilidade das células e a evolucdo da diferenciacéo celular devem atestar o
nivel de citotoxicidade do ranelato de estroncio para uso local. Poucos estudos
tém abordado essa possibilidade. Em 2010, FARIA et al. avaliaram os efeitos
do cloreto de estroncio topicamente aplicado em defeitos cirurgicamente
induzidos (5 mm x 5 mm) em mandibulas de coelho. Apés 28 dias da aplicacéo
de uma concentracdo de 2 molar de cloreto de estroncio, os defeitos tratados
estavam completamente preenchidos por tecido 0sseo, 0 que ndo ocorreu com
0S animais controle que receberam apenas a solucdo salina no local da lesédo
(FARIA et al., 2010). Dados sobre os efeitos locais in vivo com a utilizagdo do

RE ainda néo foram divulgados. Uma perspectiva imediata subsequente ao
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presente estudo serda a enxertia dos construtos que aqui demonstrarem 0s
melhores resultados nos ensaios propostos em defeitos 6sseos in vivo.
Portanto, o presente estudo configura-se também como uma etapa preliminar,
fundamental como prova de principio para o delineamento dos procedimentos
in vivo, quando serd avaliado o potencial regenerativo das matrizes 0sseas
colonizadas por células osteoblasticas sob efeito do ranelato de estrdncio in

loco.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do tratamento com
Ranelato de Estroncio (RE) nas fases de adeséao, proliferacéo e diferenciacéo
de osteoblastos primarios (OP) e imortalizados (OIl), cultivados em
monocamada ou associados a matriz de osso bovino trabeculado (Lumina-

Bone/ Critéria ®), nas formas mineralizada e desmineralizada.
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2.2 Objetivos especificos

o Estabelecer uma curva dose-efeito do RE em culturas de OP e Ol
através do ensaio de viabilidade celular MTT, para determinar a dose que

favorece o melhor desempenho celular in vitro.

o Avaliar o efeito do RE durante o processo de diferenciacdo dos OP e Ol
in vitro, através de ensaios de NBT/BCIP, para verificar a atividade da enzima

fosfatase alcalina, apos 4 e 7 dias de tratamento.

o Avaliar os efeitos do RE sobre a expressdo de genes determinantes no
processo de diferenciacdo dos osteoblastos em OP e Ol (Runx2, FGFR1,
Colageno | e Osteocalcina), pelo método de RT-PCR quantitativa, apos 0

(grupo controle sem RE), 1, 4 e 7 dias de tratamento.

o Avaliar o efeito do RE sobre a deposi¢cédo de matriz organica em OP e Ol,
pela coloracéo Sirius Red, e posterior quantificacdo do colageno total, apds 7 e

10 dias de tratamento.

o Avaliar o efeito do RE sobre a deposicdo de matriz mineralizada em OP
e Ol, pela coloracdo vermelho de alizarina e posterior quantificagdo, apos 7, 14

e 21 dias de tratamento.

o Avaliar o efeito do RE através do ensaio de viabilidade celular MTT, dos
OP e Ol cultivados em scaffolds de osso bovino trabeculado, nas formas

mineralizada e desmineralizada, apo6s 1, 2, 3 e 6 dias de tratamento.
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3  MATERIAL & METODOS

3.1 Meio de cultura celular

Os OP e Ol utilizados neste trabalho foram cultivados segundo DE MELO et
al. (2014), em meio aMEM - Minimal Essential Medium, with alfa modification
(Sigma-Aldrich), contendo 10% de soro fetal bovino (Gibco), 5 mM de bicarbonato
de sddio (Sigma), 50 ug/mL de gentamicina (Sigma-Aldrich), 100 U/mL de
penicillina, 100 pg/mL de streptomicina e 0,25 pg/mL de Fungizona®. O meio foi
preparado com 1L de agua de injecdo (Europharma Laboratérios) e, apds equilibrio
do pH a 7.2, o meio foi filtrado em membrana de éster de celulose com poros de

0,22 um (Millipore) e estocado a 4 °C.

3.2 Obtencao, isolamento e cultivo dos osteoblastos primarios

Os osteoblastos primarios foram obtidos de calvarias de ratos neonatos
Wistar machos, de até cinco dias de vida, seguindo protocolo similar ao descrito
por ORRISS et al. (2012). Os animais foram obtidos no Centro de Bioterismo
(CEBIO) do ICB-UFMG. Este projeto foi aprovado pela Comiss&do de Etica no Uso
de Animais (CEUA), sob o protocolo n°. 262/2013. Todos os protocolos utilizados

estdo de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo CONCEA.

Os animais foram anestesiados com cetamina/xilazina (100mg/100g) e
decapitados para a remocao das calvérias e exclusdo da regido sagital, rica em
condroblastos. As calvarias inteiras foram higienizadas em série de 6 banhos de

PBS contendo antibiéticos e fungicida (idem aos utilizados no item 3.1), para
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remocao do sangue residual e dos tecidos moles remanescentes. Em seguida, as
calvarias foram digeridas em 10 mL de solucdo estéril contendo Tripsina 0,25%
(Gibco) e Colagenase tipo Il (Img/mL, Gibco). A digestédo ocorreu por 5 min a 37°C
em banho-maria (Polyscience- Dual Action Shaker), sob agitacdo a 100 rpm. O
produto da primeira digestao foi descartado, a fim de minimizar a contaminacao por
outros tipos celulares, especialmente fibroblastos e condroblastos. As calvarias
foram adicionados 10 mL de solucéo de digestéo fresca, incubada por mais 15 min
em banho-maria, has mesmas condi¢cfes. O produto da segunda digestdo foi duas
vezes concentrado por centrifugacdo a 1656 x g, por 5 min cada, sendo
ressuspendidos em 5 mL de aMEM 10%. O mesmo procedimento foi realizado para
o produto da terceira e ultima digestdo das calvérias, desta vez por 25 min. Os
produtos da segunda e terceira digestdo foram entdo, misturados e filtrados em
Cell Strainer (BD Bioscience) com poros de 70 um. As células foram expandidas
em garrafas de cultura (T75, TPP®), em aMEM 10%, a 37°C e 5% de CO,, sendo
utilizadas nos experimentos propostos entre a 32 e a 62 passagem, apos atingirem
a confluéncia de 70-80%. Para o plaqueamento dos experimentos em placas de 24
pocos (TPP®), as células foram contadas em camara de Neubauer e plaqueadas
na densidade de 2,5 x 10 células por poco em monocamadas e 5 x 10* células,
guando cultivadas sobre os scaffolds de osso bovino, mineralizado ou
desmineralizado. Por se tratar de uma matriz tridimensional, é preconizada a
utilizacao do dobro da quantidade de células em relacao as culturas bidimensionais
(SHAOHUA GE et. al., 2012). Desta forma, o procedimento para o plaqueamento
nos scaffolds consistiu em pipetar as células de forma concentrada, diretamente
nos fragmentos 0sseos (previamente esterilizados e equilibrados, conforme

descrito no item 3.12). Ou seja, 5 x 10* células foram concentradas em 100 pL de
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meio aMEM 10%, e incubadas a 37°C e 5% de CO, por 2h. ApGs a incubagéo, o
volume de meio foi completado para 500 pL/ poco, volume suficiente para cobrir 0s
fragmentos de o0sso. As placas foram monitoradas diariamente e o meio de cultura

foi substituido trés vezes por semana.

3.3 Obtencao e cultivo dos osteoblastos imortalizados

Os osteoblastos imortalizados utilizados neste projeto sdo da linhagem
MC3T3-E1 Subclone 4 (American Type Culture Collection - ATCC® CRL-2593™)
e foram gentiimente cedidos pelos professores Dr. Gregory Thomas Kitten
(ICB/UFMG) e Dr. Paulo Tambasco (USP/Ribeirdo Preto). Esta linhagem celular
vem sendo amplamente utilizada como modelo em estudos de diferenciacdo
osteoblastica in vitro, se comportando de maneira similar aos osteoblastos
primarios.

A linhagem MC3T3-E1 foi obtida a partir de uma série de subclones de pré-
osteoblastos de calvarias de camundongos (Mus musculus) e selecionada de
acordo com sua alta ou baixa capacidade de diferenciacdo osteoblastica e
mineralizacdo. O subclone 4 foi selecionado por exibir altos niveis de diferenciacdo
osteoblastica quando cultivados em meio de diferenciacdo contendo &cido
ascorbico e fosfato inorganico, em torno de 3 a 4 mM. Estes subclones formam
matriz extracelular mineralizada ap6s 10 dias de cultivo. As células foram
monitoradas diariamente e o0 meio de cultura foi substituido trés vezes por semana.
Para o plagueamento dos experimentos, em placas de 24 pocos, as células foram
contadas em camara de Neubauer e plagueadas a uma densidade celular de 2 x
10* por poco nas monocamadas, e 4 x 10* quando cultivadas sobre os scaffolds de

0ss0 bovino mineralizado e desmineralizado. Esta densidade foi ligeiramente
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menor que a dos OP, considerando a maior capacidade proliferativa propria de
linhagens imortalizadas. Os procedimentos para plaqueamento nos scaffolds
mineralizados e desmineralizados transcorreram conforme descrito para os OP, no

item 3.2.

3.4 Ranelato de estroncio

O ranelato de estroncio (RE) tem sido utilizado no tratamento da
osteoporose pés-menopausa pela prescricdo do medicamento Protos®, e tem
como objetivo principal reduzir o risco de fraturas vertebrais e de quadril (MEUNIER
et al., 2004; SEEMAN et al., 2006; REGINSTER et al., 2005). Em sua maioria, 0s
trabalhos utilizando o RE in vitro, utilizam-no a 0,1 mM, por corresponder a dose
plasmaética de fons estroncio (Sr**) encontrada em animais e humanos submetidos
ao tratamento diario, via oral, com 2g de Protos® (1g de RE). Em trabalhos in vitro
observa-se também que para a obtencdo dos ions estréncio, tém sido utilizadas
associacoes de cloreto de estroncio e ranelato de sédio, as formas comerciais mais
facilmente encontradas. Neste trabalho, optou-se pela utilizagcdo do ranelato de
estroncio puro (p.a.), o verdadeiro componente ativo do Protos®, adquirido junto a
BioX Corporation (Ontario, Canada). Dessa forma, podde-se verificar o efeito
exclusivo do RE na diferenciacdo e comportamento de osteoblastos in vitro, sem a
interferéncia de outros componentes, até mesmo 0s presentes no Protos®.
Segundo informacgdes contidas na bula deste medicamento, a meia-vida do RE é
de 60 horas, Portanto, para ser administrado nas culturas de OP e Ol o RE puro foi
diluido em aMEM sem soro (SFB), na concentracdo de 5 mM, a cada 48h. Apos

afericdo e equilibrio do PH, a solucéo fresca foi filtrada em membrana com poros
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de 0,22um (Sarstedt®), e a partir desta foram feitas as demais doses de RE em

meio de cultura aMEM 10%, seguindo a equagao C; x V1= C, X V>.

3.5 Ensaios in vitro

Os efeitos do RE sobre os osteoblastos em cultura foram avaliados neste
trabalho sobre: (1) a diferenciacdo celular (atividade da fosfatase alcalina e RT-
PCRq para genes de diferenciacéo); (2) a deposicdo de matriz organica e (3) de
matriz mineral; e (4) a viabilidade celular na presenca de um scaffold de osso
bovino trabeculado.

Porém, antes de avaliarmos os efeitos do RE sobre as células
osteoblasticas, foram realizadas culturas bidimensionais de OP e Ol (conforme
descrito nos itens 3.2 e 3.3) em meio osteogénico suplementado com 50 pg/mL de
acido ascorbico (Sigma) e 10mM de B-Glicerofosfato (Sigma). A partir deste estudo
preliminar, foi possivel conhecer a dindmica comportamental e a evolucdo do
processo de maturacdo dos osteoblastos nas fases de 'adesdo e proliferacéo,
deposicdo de matriz organica ou colagena, e *deposicdo de matriz inorganica ou
mineralizada. Os resultados revelaram aspectos morfolégicos bem similares entre
OP e Ol ao longo das diferentes fases. No entanto, uma discrepancia temporal na
evolucdo do processo foi observada: os Ol iniciaram a deposicdo de matriz
organica em fase um pouco mais tardia, em relacdo aos OP. Observamos que 0s
padrbes de deposicdo de coldgeno em OP e Ol sdo similares, mas nao
concomitantes (Anexo). A partir de entéo, foi possivel determinar os periodos mais
adequados para o cultivo de OP e Ol em cada ensaio/ técnica utilizada, sendo
necessaria a avaliacdo em periodos distintos, de acordo com o desenho

experimental especificado no Quadro 1:
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Quadro 1 - Desenho experimental dos periodos de cultivo para OP e Ol

PERIODO
TECNICA OBJETIVO
24h 48h 3d 4d | 5d 6d 7d 10d 14d 21d
Ensaio de Avaliacéo da viabilidade
MTT celular (culturas 2D e 3D) OF/Ol | OF/Ol | OP/OI OP/Ol
Ensaio de Avaliacéo da atividade da oP ol
NBT/BCIP Fosfatase Alcalina

Avaliar o nivel de
expressédo de genes
RT-PCRq marcadores de linhagem | OP/OI OoP 0]
osteogénica
(0 dia: controle sem RE)

Coloragdo | Avaliagéo da deposicdo de oP ol
Sirius Red colageno total

Coloragdo | Avaliagéo da deposicdo de
Vermelho de matriz inorganica OP OP/OI | Ol
Alizarina calcificada
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3.6 Curva dose-efeito do RE em OP e OI

Foi estabelecida uma curva dose-efeito de RE para verificar se a dose mais
utilizada na literatura também corresponderia a dose ideal para os OP e Ol obtidos
neste trabalho. A curva dose-efeito foi estabelecida na faixa de concentracdo de
0,025 a 1 mM, préxima a indicada para outros tipos celulares, utilizando as culturas
de OP e Ol em monocamada. A partir de uma solugdo de 5 mM de RE puro,
dissolvido em aMEM, foram feitas diluicdes nas concentragbes de 0,025, 0,05, 0,1,
05 e 1 mM. O tratamento com RE foi adicionado sempre apos 24h do
plagueamento celular, sobre as células ja aderidas as placas de cultura. O meio
contendo RE foi administrado fresco a cada dois dias, devido a sua meia vida curta.
Os efeitos das doses diferentes do RE sobre as culturas de osteoblastos foram
determinados de acordo com a resposta do ensaio de viabilidade celular, pelo teste

de conversao do MTT, detalhado no item 3.7.

3.7 Viabilidade celular

A viabilidade dos OP e Ol foi mensurada pelo ensaio de MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium), um método colorimétrico que avalia a
capacidade de enzimas desidrogenases, presentes em mitocondrias de células
viaveis (MOSMANN, 1983). Estas enzimas convertem o sal de MTT, soluvel em
agua, em cristais de formazan, insollveis. Apés o cultivo dos OP e Ol nos periodos
de interesse (ver Quadro 1), o meio de cultura foi removido dos pocos para a
adicdo de 500 pL de solugdo de MTT (0,05 mg/mL, Life Technologies). Em
seguida, a placa foi incubada a 37°C e 5% COg, por 2 h. A solugcdo de MTT foi

entdo removida e os cristais de formazan foram solubilizados com 500 pL de
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isopropanol-acido (isopropanol 100 mL: &cido cloridrico 134 uL) por pogo, sob
agitacdo por 5 min. Apés esse periodo, 100 uL de cada pogo foram transferidos,
em triplicata, para uma placa de 96 pocos de fundo reto (TPP) e a DO foi

mensurada em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 595 nm.

3.8 Atividade da fosfatase alcalina

A atividade da fosfatase alcalina (FA) foi avaliada pelo ensaio de NBT/BCIP
(Life Technologies). Este ensaio € baseado na clivagem de um grupamento fosfato
do BCIP (5-bromo 4-cloro 3-indolilfosfato p-toluidina) pela FA produzida pelos
osteoblastos. Essa reacdo produz um proton que reduz o NBT (nitroblue tetrazélio

cloridrico), formando um precipitado insolivel de cor azul (VALERIO et al., 2004).

Nos periodos escolhidos para andlise (Quadro 1), o meio de cultura foi
descartado e as células lavadas com PBS. Apés descarte do PBS, as células foram
incubadas com 200 plL/pogo da solugdo de NBT/BCIP (Life Technologies) na
proporgao de 1:1:8 em PBS (20 uL de NBT: 20 uL BCIP: 160 uL de PBS), por 2 h a
37°C e 5% CO, . Apés confirmacdo da presenca de precipitados de cor azul em
microscépio de luz, adicionou-se 210 pL/pogo de SDS 10% - HCI 0,1N) sem
remogéo da solugdo de NBT/BCIP incubada. Para promover a solubilizagdo dos
precipitados, as placas foram incubadas a 37°C e 5% CO,, por 18 h. Apés este
periodo, 100 uL de cada pogo foram transferidos, em ftriplicata, para uma placa de
96 pocos e a DO foi medida em espectrofotbmetro em comprimento de onda de

595 nm.
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3.9 Analise da expressio génica de marcadores osteogénicos

A avaliagdo por RT-PCR quantitativa dos marcadores de diferenciagéo
osteoblastica foi feita apds 0, 1 e 4 dias de cultivo para OP e 0, 1 e 6 dias para Ol
(Quadro 1), sendo realizada a extracdo do RNA total, a sintese do cDNA e a RT-
PCRqg para quantficar a expressdo de transcritos de genes marcadores

osteogénicos, tais como Runx2, FGFR1, Colageno | e Osteocalcina.

O Runx2 é um gene importante nas fases de proliferacdo e diferenciacédo e
na regulacdo osteogénica, na formacdo do esqueleto e na ossificacdo endocondral
e intramembranosa (KOMORI et al., 1997; MUNDLOS et al., 1997; OTTO et al.,
1997). O FGFR1 é um gene que codifica o receptor para FGF tipo 1, e segundo
demonstrado por CAVERSAZIO e THOUREY (2011) ha a ativacdo deste receptor
sensivel a cations, sugerindo um novo mecanismo de acgédo, independente dos ja
conhecidos receptores sensiveis a célcio (CaSR), que pode explicar o aumento da

proliferacdo osteoblastica em grupos tratados com RE.

O gene para Colageno tipo | é expresso precocemente em células

comprometidas com a linhagem osteogénica (AUBIN et al., 2001)

Ja4 a expressdo génica da osteocalcina se da entre o final da fase de
deposicao de matriz organica, com pico maximo na fase de mineralizacdo, estando

presente em fases mais tardias da maturacao osteoblastica (STEIN et al., 2004).

3.9.1 Extracdo de RNA total

O RNA total foi isolado dos OP e Ol, conforme instru¢cdes dos fabricantes do
Trizol® Reagent (Life Technologies). Apos o tratamento com RE (itens 3.1 e 3.4)
nos periodos determinados (Quadro 1), o meio de cultura foi removido e as células

lavadas com PBS por duas vezes. Apos o descarte do PBS, as células foram
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removidas dos fundos das placas por pipetagens sucessivas com 1 mL de Trizol®
Reagent. O pool de células utilizado para a RT-PCRq em cada periodo de
interesse, em ambas as linhagens, foi obtido de um n=3 pocos (de placas de 24
POCOS).

Para a extracao efetiva do RNA total, apds incubagdo com o Trizol, por 5 min, a
TA, foram adicionados 200 pL de cloroférmio. Apos centrifugacéo por 10 min a 4°C
a 12000 x g, a fase superior aquosa foi transferida para tubo novo, onde foi
adicionado 1 mL de élcool isopropilico. Apés 10 min de incubacdo a TA, 0 RNA
total foi precipitado por centrifugacao por 10 min a 4°C a 10000 x g. ApGs secagem
do pellet em bloco aquecedor, o RNA total foi solubilizado em &agua tratada com
0,01% de dietilpirocarbonato (DEPC). A concentragdo do RNA total foi determinada
em Nanodrop 2000 (Thermo Scientific), pela leitura da absorbancia a 260/280nm.
As amostras de RNA total foram tratadas com DNAse | (Roche) a 37°C por 30 min,

em solucdo tampao. A DNAse | foi inativada por purificacdo com fenol:cloroférmio.

3.9.2 Sintese de DNA complementar (cDNA)

O cDNA foi sintetizado a partir de 1 pg de RNA total, utilizando-se o
RevertAidTM H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas), de acordo com
as recomendacdes do fabricante. Resumidamente, cerca de 1 pg de RNA total foi
incubado com 0,5 uM de oligo(dT)18, a 70 °C por 5 min e, em seguida, incubadas
no gelo. Logo apos, foram adicionados 5X reaction buffer (250 mM Tris-HCI pH8,3,
250 mM KCI, 20 mM MgCl,, 50 mM DTT), 20 U RibolockTM Ribonuclease inhibitor,
10mM dNTP mix, 200 U de RevertAid H Minus M-MuLV Transcriptase Reversa
(Fermentas), seguida da incubacéo das amostras por 60 min a 42 °C, para permitir

a sintese. A reacéo foi interrompida pelo aquecimento a 70 °C por 10 min.
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3.9.3 Desenho dos pares de oligonucleotideos (oligos)

Os pares de oligos foram obtidos com base nas sequéncias de Rattus
norvergicus dos transcritos de interesse, depositadas no GenBank (NCBI,
www.ncbi.nim.nih.gov, (Quadro 2), utiizando o0 programa Primer3

(http://frodo.wi.mit.edu/). O desenho utilizando o programa foi padronizado de forma

que todos os oligos fossem obtidos com uma temperatura de melting média a 60 °C

e que gerassem um amplicon (fragmento) de 200 a 300 pb.

3.9.4 Confirmagdo da sintese de cDNA por RT-PCR

O sucesso na sintese dos cDNAs das amostras foi confirmado por RT-PCR,

utiizando um par de oligonucleotideos desenvolvido para amplificar um gene

constitutivo - a B-actina. Para isso, cerca de 50 ng de cada cDNA foi utilizado em uma

reacado de PCR contendo 0,4 uM de cada oligo, 0,4 mM de cada dNTP (dATP, dCTP,

dGTP e dTTP), 4 mM de MgCl, e 0,05 U/uL de TagDNA Polimerase (PCR Master Mix

2X, Thermo Scientific). A reacdo ocorreu em termociclador apds desnaturacao inicial a

94 °C por 2 min, seguida de 30 ciclos de desnaturacéo a 94°C por 30 s, anelamento a

55 °C por 30 s, e extensdo a 72 °C por 1 min; a extensao final foi realizada a 72 °C por

5 min. O produto amplificado foi confirmado por eletroforese em gel de agarose 1 %.
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Quadro 2. Oligonucleotideos e sequéncias utilizadas como molde nos ensaios de RT-PCRq

Gene

GAPDH

B-actina

Referéncia

EEF1

Runx2

FGFR1

Alvo

Colageno |

Osteocalcina

Acesso no
GenBank

4i402691727

4402744873

4i|28460695

gi[511094001

gi[13162332

gi[158711703

gi|11761542

TA
(°C)

60

60

60

60

60

60

60

Amplicon
(pb)

230

222

299

250

208

257

271

Sequéncia do oligo

F-5’AAGATGGTGAAGGTCGGTGTY
R-5TGGAAGATGGTGATGGGTTT3
F-5TGTTGTCCCTGTATGCCTCT3
R-5TAATGTCACGCACGATTTCC3
F-5’ACAGCAAAAATGACCCACCA3’
R-5’ACGAACAGCAAAACGACCA3
F-5GCCACCACTCACTACCACAC3
R-5'CAGCGTCAACACCATCATTC3
F-5'CATCCCCAGAGAAAATGGAG3
R-5TTGTCAGAAGGCACCACAGAZ’
F-5ACTGCAACATGGAGACAGGTCAG3
R-5GGCTACGCTGTTCTTGCAGTGAT3
F-5AGCCTTCATGTCCAAGCAGGAG3

R-5CTAAACGGTGGTGCCATAGATGC3

Par de Oligos: F - Sequéncia Foward; R - Sequéncia Reverse
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3.9.5 RT-PCR quantitativa (RT-PCRq)

Transcritos que codificam Runx 2, FGFR1, Colageno | e Osteocalcina foram
quantificados nas amostras de OP e Ol tratadas com RE nos periodos de
interesse, por RT-PCRq. Os grupos 0 dias, foram considerados grupos controles
para OP e OI, sem envolvimento do RE (Quadro 1). A variagcdo quantitativa da
expressdo de cada um dos genes alvo em funcdo do tratamento com RE foi
determinada de forma relativa em relacdo aos niveis de expressao de Gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase (GAPDH), B-actina e fator de elongamento eucariotico 1

(EEF1), utilizados como genes referéncia (Quadro 2).

As RT-PCRq foram realizadas em aparelho Rotor Gene 3000 (Corbett
Research, Qiagen,) em volume final de 10 uL, contendo 1 uL de cDNA na diluicdo
de 1:10 (v:v), de 0,2 a 0,5 uM de cada oligonucleotideo, 5 uL de 2x Platinum Sybr
Green gPCR supermix-UDG (Life Technologies). As condi¢cdes de amplificacédo
foram: 50 °C por 2 min, 95 °C por 2 min, seguida de 35 ciclos de 95 °C por 15 segq,
60 °C por 30 seg e 72 °C por 20 seg. A deteccao do sinal de fluorescéncia foi
sempre efetuada ao final de cada periodo de extensdo. Ao final de cada programa,
foram determinadas as curvas de melting ou dissociacdo de cada produto
amplificado, entre 72 e 95 °C. Os resultados foram obtidos pelo programa Rotor
Gene Real time analysis 6.1 (Corbett Research), que forneceu os dados de valores
de ciclo limite de leitura (Ct, cycle threshold), eficiéncia da PCR (E) e coeficiente
R? Todos os experimentos foram realizados em duplicata, além de conter um

controle negativo.

Uma curva de diluicdo seriada, obtida pelo pool dos cDNA nas diluicdes de

1:10, 1:100 e 1:1000 (v/v), foi utilizada para a determinacdo da eficiéncia de
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amplificacéo de cada par de oligonucleotideos (alvo e referéncia). O coeficiente R?
resultante da curva foi considerado ideal com valores acima de 0,95; sendo que a
eficiéncia ideal deve ter valor igual a 1, representando que a cada ciclo de PCR, o
par de oligos é capaz de gerar duas fitas novas de DNA (portanto, eficiéncia de

100%).

3.10 Avaliacao da sintese de colageno total

O ensaio colorimétrico de Sirius Red (TULLBERG-REINERT & JUNDT,
1999), foi realizado a fim de avaliar a sintese de colageno pelos osteoblastos (OP e

Ol) ap6s 7 (OP) e 10 dias (Ol) de tratamento com RE (Quadro 1).

Transcorridos os periodos de interesse, 0 meio de cultura foi desprezado e
as ceélulas foram lavadas com PBS. As células foram entdo fixadas com 1 mL do
fixador Bouin por 1 h, a 37°C. Em seguida, as células foram lavadas em agua
destilada por 15 min, para posterior coloragdo com Sirius Red (1 mg/mL do corante
Picro Sirius Red em solucao saturada de acido picrico), a 37°C por 30 min. O
excesso do corante foi removido dos pocos com HCI 0,01 N. Posteriormente, a
monocamada foi solubilizada com 300 puL de NaOH 0,5 M, por 30 min sob agitacao.
Apos este periodo, 100 uL do produto solubilizado foram transferidos para uma

placa de 96 pocos (fundo reto) e a DO foi mensurada a 540 nm.

Uma curva padrdo de concentracdo de colageno foi produzida a partir de
dosagens estabelecidas de colageno bovino comercial tipo I. O colageno em po foi
dissolvido em solugdo de acido acetico 0,1 N, na concentragdo de 10 mg/mL e
colocado em placa de 24 pocos, para secagem a 37°C overnight. Em seguida, o

colageno seco distribuido sobre a superficie dos poc¢os da placa foi submetido ao
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mesmo procedimento de coloragdo pelo Sirius Red descrito acima. Apos a
solubilizacéo, foi realizada a diluicdo seriada também em NaOH, variando de 0 a 10
mg/mL de colageno. Utilizando esta curva, a quantidade de colageno total

sintetizada pelas células foi inferida a partir da leitura da DO também a 540 nm.

3.11 Avaliacao da mineralizacao por Vermelho de Alizarina

O vermelho de alizarina permite corar e identificar precipitados de calcio
resultantes do processo de mineralizagcdo da matriz extracelular. Este método foi
utilizado para avaliar os efeitos do RE sobre a deposicdo de matriz calcificada
pelos osteoblastos, apos 7 e 14 dias (OP), 14 e 21 dias (Ol), periodos descritos no

Quadro 1.

Conforme método descrito por GREGORY et al., (2004), apés lavagem em
PBS, foram adicionados 1 mL de &lcool 70% e as células foram incubadas por 1 h
a 4 °C. Apos lavagens com PBS e agua Milli-Q, as células foram coradas com 1 mL
da solucdo de vermelho de alizarina 2% (pH 4.2), por 15 min & TA. A alizarina foi
removida e a monocamada lavada com agua Milli-Q até clarear. Em seguida, as
células foram novamente lavadas com PBS e agua Milli-Q. Apos secagem em TA,
a placa foi analisada em microscoépio de luz, para observar a presenca de nodulos
de mineralizagdo corados de vermelho. A marcagéo foi fotodocumentada, sendo as

placas estocadas a -20 °C.

A alizarina incorporada a monocamada foi quantificada conforme descrito
por LIN et al. (2008). As monocamadas foram eluidas em 500 uL/poco de cloreto

de cetilperidinio 10% a 37°C, sob agitacdo. Posteriormente, 100 yL da solugao
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foram transferidos, em triplicata, para uma placa de 96 pocos (fundo reto), e a DO

mensurada a 550 nm.

Uma curva padrdo de concentracéo foi obtida para quantificar a quantidade
de alizarina incorporada nos nédulos mineralizados apds a coloracdo. O corante
em po6 Alizarin Red S (Sigma-Aldrich) foi dissolvido em agua na concentracdo de
6000 nmols/mL. Posteriormente foram feitas diluicbes seriadas em cloreto de
cetilperidinio 10%, variando de 0 a 6000 nmols. Através do programa Max-Pro 2.0,
os valores da DO foram correlacionados com a curva padréo, de modo a quantificar
o conteudo de alizarina, em nmols/mL. Os valores obtidos foram multiplicados por
dois para estimar o contetdo de calcio presente nas amostras (de acordo com LIN
et al. - 2008): 1 nmol de alizarina tem a capacidade de se ligar a 2 nmols de

Célcio).

3.12 Osso bovino trabeculado como scaffold tridimensional

O o0sso bovino trabeculado da marca Lumina-Bone/ Critéria® foi utilizado
neste projeto como matriz tridimensional, nas formas mineralizada e
desmineralizada. Trata-se de tecido 6sseo de origem bovina, preparado em blocos
de estrutura porosa. Para a realizagdo dos experimentos, cada bloco fornecido pela
empresa foi cortado em 16 pedacos de dimensées aproximadas de 0,5 cm® cada,
utilizando um disco diamantado dupla face, acoplado a um micromotor elétrico

(Beltec, LB-100).

Os fragmentos de ossos utilizados na forma mineralizada foram lavados por
cinco vezes em PBS contendo antibi6ticos e fungicida (100 U/mL de penicillina, 100

pg/mL de streptomicina e 0,25 pg/mL de Fungizona®), e ap6s secos foram
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irradiados em luz UV por 30 min. Em seguida, os fragmentos foram colocados nas
placas de 24 pogos (um fragmento por po¢o) em meio aMEM 10%, para equilibrio
do pH, por 24 h a 37°C e 5% de CO, Os OP e OI foram plaqueados de forma

concentrada nos fragmentos dsseos, conforme descrito nos itens 3.2 e 3.3.

A desmineralizacdo dos fragmentos de ossos bovinos (também cortados a
0,5 cm®) se deu por incubacdo em EDTA 10% estéril, durante 48 h, & temperatura
ambiente (TA) em frasco fechado. Em seguida, os fragmentos foram lavados por
cinco vezes em PBS contendo antibiéticos e fungicida e imediatamente colocados
nas placas de 24 pocos. O equilibrio de pH destes fragmentos ocorreu por
incubagdo em meio aMEM 10%, por 4 h a 37°C e 5% de CO,. As células foram

incubadas junto a este scaffold conforme descrito no item 3.2.
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3.13 Avaliacao Estatistica

3.13.1 Andlise estatistica dos ensaios em cultura

Dois ou trés experimentos foram realizados para cada teste proposto, sendo
cada um deles ensaiado em triplicata. Os resultados foram analisados por meio do
programa Prism statiscal software (Graphpad, San Diego, CA), sendo avaliados
quanto a normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (com valor de P Dallal-
Wilkinson-Lilliefor). Os dados foram representados como média + desvio padréo e,
estatisticamente comparados usando teste t de Student para cada grupo tratado
em relacdo ao grupo controle sem RE. Foi utilizado o teste t pareado quando os
valores assumiram distribuicdo normal e o teste de Mann-Whitney ndo paramétrico,
quando os valores nao assumiram distribuicdo Gaussiana. Intervalos com niveis de

confianga maiores que 95% foram considerados significativos (p < 0,05).

3.13.2 Andlise estatistica dos ensaios por RT-PCRq

A analise de expressao diferencial foi feita utilizando-se o software REST 2009
(desenvolvido por PFAFFL et al., 2002 e PFAFFL et al., 2003). Resumidamente, a
analise da expressao génica relativa utilizou a expressao dos trés genes referéncia
para normalizar o nivel de expressao de cada um dos genes alvo. O programa foi
escolhido por permitir levar em consideracdo os valores de eficiéncia de
amplificacdo de cada par de oligos na andlise. Niveis de confianga maiores que

95% foram considerados significativos (p < 0,05).
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4.1 Curva Dose-efeito do RE em relacao a viabilidade celular

Para avaliagdo da relagdo dose-efeito do RE in vitro, visando a seleg&o
da dose de RE mais adequada aos demais experimentos propostos, foram
realizados ensaios de MTT nos periodos de 1, 2, 3 e 6 dias para culturas de
OP e Ol, submetidas a cinco concentracfes de RE, variando de 1 a 0,025 mM

(Figura 1).

Apés 1 dia de tratamento, ambas as culturas de OP e Ol revelaram
niveis de DO similares ou maiores que o grupo controle (sem estimulo de RE),
em todas as concentracdes testadas (Figura 1A e E). Tais resultados indicaram
que o RE né&o interferiu negativamente durante a fase de aderéncia e
proliferacéo inicial das células. Os melhores resultados foram obtidos dentro da
faixa de concentracdo de RE entre 0,1 e 0,025 mM, sendo a dose de RE de 0,1
mM estatisticamente superior para ambos grupos celulares (Figura 1A e E). No
periodo de 2 dias, os ensaios de MTT ndo revelaram ganho significativo ou
proporcional de viabilidade celular em fungdo do aumento das doses de RE, ou
seja, ndo foi observado uma curva dose-efeito do RE nesse periodo (Figura 1B
e F). Apos 2 dias de tratamento, a faixa de concentracdo ideal de RE
permaneceu entre 0,1 e 0,025 mM para ambas as culturas, com valores da DO
superiores as do grupo controle (Figura 1B e F). A dose de 0,1 mM manteve o
padrao superior de viabilidade celular, estatisticamente superior as demais

doses (Figura 1B e F).
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Os ensaios de MTT realizados aos 3 dias revelaram niveis de viabilidade
significativamente mais altos em relacdo ao periodo anterior, para todas as
doses testadas, em ambas as culturas de OP e Ol (Figura 1C e G). Este
resultado sugere a biocompatibilidade do RE, uma vez que independente da
dose utilizada, tanto OP quanto Ol aumentaram sua viabilidade celular entre o
2° e 0 3° dia, apresentando um aumento de proliferacdo celular, tal como visto
nas amostras controles, ndo tratadas com RE (Figura 1C e G). Para culturas de
OP, a faixa de 0,1 a 0,025 mM permaneceu com valores estatisticamente
significativos em relacdo ao grupo controle (Figura 1C). Os indices de
viabilidade observados nas culturas de Ol tratadas com RE foram superiores
aos valores das culturas néo tratadas, embora sem suporte estatistico (Figura
1G). Em consonancia com os periodos anteriores, aos 3 dias também nao
observamos evidéncias da relacdo dose-efeito do RE na faixa de concentracdo

avaliada.

Apés 6 dias de tratamento, concentracdes mais altas de RE (1 e 0,5
mM) comprometeram a viabilidade de OI (Figura 1H). Somente a dose de
0,025 mM possibilitou maior viabilidade de Ol em relagdo ao grupo controle
(Figura 1H). Para OP, o tratamento com RE com todas as doses testadas
induziu maior viabilidade celular. Entretanto, o efeito superior da dose 0,1 mM
observada em todos os periodos anteriores (1, 2 e 3 dias), nao foi
estatisticamente significante no periodo de 6 dias (Figura 1D). Apos 6 dias de
cultura, as células ja estdo em confluéncia e se encontram em processo de
diferenciacdo, o que possivelmente torna o método de viabilidade celular por

MTT, pouco consistente para diagnéstico de diferencas entre os tratamentos. O
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resultado mais positivo do RE para OP deveu-se possivelmente ao fato dessa
cultura ser mais heterogénea e possuir ainda pré-osteoblastos em fase

proliferativa aos 6 dias.
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FIGURA 1. Curva dose-efeito do RE em osteoblastos primarios (OP, A, B, C e D) e
osteoblastos imortalizados (Ol, E, F, G e H). No eixo X, indice de viabilidade celular via MTT,
determinado em DO a 595 nm. No eixo Y, curva do RE nas doses de 1, 0,5, 0,1, 0,05, 0,025 e
0 (sem RE) mM. A viabilidade celular foi aferida apés 1, 2, 3 e 6 dias de cultivo celular na

presenca de RE.

Mediante os resultados obtidos a partir da curva dose-efeito, a
concentracdo de escolha para a avaliacdo dos efeitos do RE nas demais fases
da evolucédo das culturas de OP e Ol, foi de 0,1 mM. Esta dose conferiu
melhores resultados nos niveis de viabilidade em todos os periodos avaliados,

resultados que corroboram dados da literatura.

4.2 Efeito do tratamento com RE na diferenciacao OP e Ol em
cultura bidimensional

4.2.1 Avaliagdo da atividade da fosfatase alcalina

A atividade da enzima fosfatase alcalina (FA), considerada um indicador
de diferenciacdo osteoblastica, foi mensurada apés 4 dias de cultura de OP e 7
dias de cultura para Ol (Quadro 1).

Os resultados indicaram que o estimulo do RE a 0,1 mM induziu
aumento significativo da atividade de FA em OP (Figura 2A) e Ol (Figura 2B),
em niveis superiores aos dos grupos controle, ndo estimulados com RE,

indicando aceleracao do processo de diferenciacao celular (Figura 2).
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FIGURA 2. Representacao gréfica da atividade da enzima fosfatase alcalina, obtida pelo
ensaio de NBT/BCIP. Em (A), atividade mensurada em OP ap0ds 4 dias de tratamento com RE.
Em (B), atividade enzimatica em Ol apos 7 dias de tratamento com RE. (*) diferenca
significativa em relacéo ao grupo controle, sem RE (p<0,05).

4.2.2 Andlise da expressdo de marcadores osteogénicos por RT-PCRq

A expressao de genes marcadores de diferenciacdo osteogénica
(Runx2, FGFR1, Colageno | e Osteocalcina) foi quantificada por RT-PCRq, a
fim de confirmar os efeitos do RE sobre a indugcdo da diferenciacéo celular,
como os observados sobre a atividade da fosfatase alcalina. Os efeitos foram
determinados em OP tratados com RE por 1 e 4 dias, e Ol por 1 e 7 dias
(Quadro 1). Os niveis de expressao relativa dos genes alvo foram
determinados em funcdo dos niveis detectados para genes referéncia
(normalizacdo de GAPDH, B-actina e EEF1).

4.2.2.1 Avaliacoes das extracoes de RNA total, sintese dos cDNAs e
das amplificacées com os pares de oligos desenhados neste trabalho

A integridade do RNA total extraido de cada uma das amostras nos
periodos de interesse foi avaliada em eletroforese em gel de agarose 1%

(Figura 3A). Apos confirmagédo, uma aliquota de cada um dos RNAs totais
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extraidos foi convertida em cDNA; o sucesso da sintese do cDNA também foi
confirmado por RT-PCR, utilizando-se o par de oligos desenvolvido para

amplificar transcritos de B-actina (Figura 3B).

1000 pb
28S rRNA

18S rRNA S

odd e e

100 pb

FIGURA 3. Avaliacdo da sintese de RNA total e sintese dos cDNAs das amostras de OP e Ol
apos tratamento com RE. Em (A), teste de integridade do RNA total extraido de culturas
bidimensionais: (1) OP sem tratamento; (2) OP apés 1 dia de tratamento; (3) OP apés 4 dias de
tratamento; (4) Ol sem tratamento; (5) Ol apés 1 dia de tratamento; (6) Ol apés 6 dias de
tratamento. Em (B), amplificagéo de transcritos de [I-actina para confirmar a sintese de cDNA:
(1) padrdo de peso molecular GeneRulerl Kbplus DNA leadder (Fermentas); (2) OP sem
tratamento; (3) OP apés 1 dia de tratamento; (4) OP ap6s 4 dias de tratamento; (5) Ol sem
tratamento; (6) Ol ap6s 1 dia de tratamento; (7) Ol apés 6 dias de tratamento.

Para testar o sucesso na amplificacdo de transcritos utilizando-se os
pares de oligos desenhados neste trabalho, uma RT-PCR foi realizada
utilizando-se um cDNA sintetizado a partir de um RNA total extraido de OP
cultivados por 7 dias em meio suplementado. A amplificacédo foi verificada por
eletroforese em gel de agarose a 1% (Figura 4). Neste caso, optou-se pela
utilizacdo de meio suplementado em fase anterior ao inicio da mineralizagéo (7
dias) no intuito de maximizar a expressao dos genes osteogénicos. A escolha
dos OP, neste caso, foi para que nos certificAssemos de que nao haveria

qualquer variacdo na expressdo génica, as quais estariam sujeitas células
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previamente selecionadas e manipuladas, tais como as de linhagens

imortalizadas.
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FIGURA 4. Teste dos oligos desenhados. Em (1) padrdo de peso molecular GeneRulerl
Kbplus DNA leadder (Fermentas); (2) amplificacdo utilizando o par de oligos para p-actina; (3)
controle negativo; (4) GAPDH; (5) controle negativo; (6) EEF1; (7) controle negativo; (8) Runx2;
(9) controle negativo; (10) FGFR1; (11) controle negativo; (12) Colageno I; (13) controle
negativo); (14) Osteocalcina; (15) controle negativo.

4.2.2.2 RT-PCRq

Pelo método de quantificacao relativa, o nivel de expressdo de um gene
alvo (de interesse) é determinado em funcdo do nivel de expressdo de um
gene referéncia, para que seja possivel corrigir para a quantidade de células
presentes entre os tratamentos. No entanto, para que essa comparagado entre
genes (alvo e referéncia) seja possivel, € importante que os oligos desenhados
permitam a amplificacdo dos respectivos genes com a mesma eficiéncia, ou ao
menos que essa eficiéncia seja considerada nos céalculos de expresséo génica.
Esta eficiéncia de amplificacdo dos pares de oligos representa a capacidade de
geracdo de fitas novas a cada ciclo da PCR: o ideal € que duas fitas novas
sejam geradas a cada ciclo de PCR, o que corresponde a uma eficiéncia igual

a 1. Uma curva de diluicdo seriada a 10, 107 e 10 foi estabelecida para
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permitir a determinacédo das eficiéncias de amplificacdo de cada par de oligo,
via coeficiente R% Os resultados indicaram uma eficiéncia de 0.99 para todos
os pares de oligos utilizados nesse trabalho. Os valores de eficiéncia foram
considerados no calculo da expresséo relativa, determinado pelo programa

REST 2009.

As expressdes relativas dos genes Runx2, Colageno I, FGFR1 e
Osteocalcina foram determinadas apos 1 e 4 dias para OP, e apos 1 e 6 dias
para Ol, sempre em relagdo ao grupo controle, sem tratamento com RE,

cultivado apenas em aMEM 10% por 24 horas (0 dia).

Para OP, os resultados indicaram uma reducéo significativa nos niveis
de Osteocalcina apés 1 dia de tratamento com RE (Figura 5A). Apos 4 dias de
tratamento, no entanto, foi possivel observar a inducdo significativa da
expressao de todos os genes quantificados nesse trabalho (Runx2, Colageno I,

FGFR1 e Osteocalcina, Figura 5B).

Um padrdo diferente foi observado quando Ol foram analisados. A
inducdo a expressao de FGFR1 foi observada em Ol apés 1 dia de tratamento
com RE (Figura 5C). Apés 6 dias de tratamento com RE, os Ol mostraram uma
inducao significativa da expressdo de Runx2 e FGFR1 (Figura 5D). Nao foi
observada uma alteracdo na expressao de Colageno | nos Ol tratados com RE.
Além disso, os Ol aparentemente nao expressaram transcritos de Osteocalcina
até os 6 dias de cultura, mesmo na presenca de RE, uma vez que nao foi

possivel amplificar esses transcritos nessas amostras.
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FIGURA 5. Niveis de expressao relativa de Runx2, Colageno |, FGFR1 e Osteocalcina
quantificados em OP e Ol tratados com RE, via programa REST 2009. Em (A), niveis de
expressdo em OP apds 1 dia de tratamento com RE; em (B), OP apés 4 dias de tratamento;
em (C) niveis em Ol apds 1 dia de tratamento; em (D), Ol apds 6 dias de tratamento.

4.3 Avaliacdo da deposicido de matriz de Colageno

As fases de avaliagdo da quantidade de coldgeno produzida pelos
osteoblastos foram estabelecidas aos 7 dias para OP e 10 dias para Ol
(Quadro 1). Foi possivel observar um aumento significativo da quantidade de
Colageno produzida pelos OP apo6s 7 dias de cultivo com estimulo do RE a 0,1
mM, em relagdo ao grupo controle (Figura 6A). Ja nos Ol, o grupo tratado com
RE nédo apresentou diferenca estatisticamente comprovada em relacdo ao
grupo controle (Figura 6B). Os resultados de quantificacdo de Colageno em OP
e Ol apos tratamento com RE, corroboraram com os obtidos por RT-PCRq, em

que niveis de expressao de Colageno | significativos foram observados apenas

para OP.

OP -7 DIAS Ol - 10 DIAS
1.24 — 1
1.04

E 0.8+ * E

% - .!. oy, !I-I E

8 ¢ 8
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0.0 T T
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A

FIGURA 6. Quantificagdo da producgdo de Colageno total, determinada pela coloragdo de Sirius
red, induzida pelo tratamento com RE. Em (A), quantificacdo em OP ap6s 7 dias de tratamento
com RE. Em (B), quantificagdo em Ol ap6s 10 dias de tratamento com RE. Significancia
determinada em p<0.05.
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4.4 Avaliacao da deposicao de matriz calcificada

Os efeitos do tratamento com RE sobre o potencial de deposi¢édo de matriz
calcificada ou mineralizada pelos OP e OI foram determinados aos 7 e 14 dias
para OP e aos 14 e 21 dias para Ol (Quadro 1). Os resultados indicaram que
nos periodos mais tardios o RE foi capaz de influenciar as culturas de OP e Ol,
levando a diminuicdo da mineralizagdo, representada pela concentracdo de
fons Ca?*, apés a solubilizacdo e quantificacédo (Figura 7A e B).

oP Ol

o 7 DIAS 14 DIAS 00 14 DIAS 21 DIAS

T
o] —"

2004

Concentracao de Ca2+ - nmol/mL
Concentracao de Ca2+ - nmol/mL

0 mMRE 0  mMRE

FIGURA 7. Quantificacdo da deposi¢cdo de matriz calcificada, determinada pela coloracdo de
vermelho de alizarina, induzida pelo tratamento com RE. Em (A), efeitos na deposi¢do de Ca2+
determinados em OP ap6s 7 e 14 dias de tratamento com RE. Em (B), efeitos em Ol apds 14 e
21 dias de tratamento.

4.5 Efeito do tratamento com RE nas culturas tridimensionais

Fragmentos de ossos bovino trabeculado (OBT) foram utilizados nesse
trabalho nas formas mineralizada (OBM) e desmineralizada (OBD) como
scaffolds para as culturas de OP e Ol, na presenca ou auséncia do tratamento
com RE a 0,1 mM. O objetivo aqui foi verificar se o estimulo do RE seria capaz

de induzir indices de viabilidade semelhantes também em culturas
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tridimensionais. A leitura foi realizada ap0s a retirada dos fragmentos de OBT
dos pocos nos tempos se cultivo estabelecidos, dessa forma, garantimos que
os indices de viabilidade foram determinados apenas nas células que aderiram

a0 0SsO.

Os resultados indicaram que independentemente do tipo celular e do
scaffold, o tratamento com RE sempre induziu uma viabilidade celular superior,
quando comparado ao grupo nao tratado, em todos os periodos testados, para

ambos os tipos celulares (Figuras 8 e 9).

4.5.1 Culturas de osteoblastos sobre osso bovino mineralizado (OBM)
As culturas de OP e Ol em OBM apresentaram maior viabilidade quando
tratadas com RE em relacdo ao grupo controle (Figura 8). Embora a diferenca
tenha sido estatisticamente comprovada, a presenca do OBM parece interferir
na viabilidade celular, uma vez que o plagueamento sobre o scaffold foi feito
com o dobro da quantidade de células plaqueadas em monocamada (sem
scaffold). O nivel de viabilidade celular dos OP, tanto dentro do scaffold quanto
na monocamada adjacente, mostraram viabilidade celular bem abaixo da
observada nos pocos bidimensionais, que nao receberam o scaffold

mineralizado.

O efeito negativo do OBM néo foi tdo evidente nas culturas de Ol, uma
vez que em todos os periodos avaliados, a viabilidade celular foi superior ao

observado nos OP sobre os scaffolds.
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FIGURA 8. Quantificacdo da viabilidade celular (ensaio de MTT), em OP e Ol cultivados sobre
scaffold de osso bovino mineralizado (OBM), apés 1, 2, 3 e 6 dias de tratamento com RE. Em
(A), OP em OBM apo6s 1 dia de tratamento; em (B) OP em OBM ap6s 2 dias com RE; em (C)
OP em OBM ap06s 3 dias com RE; em (D), OP em OBM apoés 6 dias com RE; em (E) Ol em
OBM ap6s 1 dia com RE; em (F), Ol em OBM apés 2 dias em RE; em (G), Ol em OBM apés 3
dias com RE; e (H) Ol com OBM ap6s 6 dias em RE. SignificaAncia a p<0.05.

4.5.2 Culturas de osteoblastos sobre osso bovino desmineralizado (OBD)

Assim como nas analises com OBM, o RE favoreceu a viabilidade
celular de OP e Ol cultivados sobre o 0sso bovino desmineralizado (OBD) em
todos os periodos de tempo avaliados (Figura 9). Os resultados indicaram que
o tratamento com RE induz maior viabilidade dos OP e Ol cultivados sobre
OBD, uma vez que os indices de viabilidade foram iguais ou superiores ao

grupo controle, nao tratado (Figura 9).

Comparando-se os dois scaffolds, tanto os OP quanto os Ol foram mais
viaveis quando cultivadas sobre o OBD (Figura 9), em comparacdo com o OBM
(Figura 8). Ao longo do tempo, observou-se um melhor desempenho dos Ol
sobre os scaffolds, visto que este tipo celular mostrou uma tendéncia de
aumento da viabilidade celular sobre o OBM, tal como ocorrido nos ensaios

com OBD, apesar da viabilidade ser menor em OBM.
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FIGURA 9. Quantificacdo da viabilidade celular (ensaio de MTT), em OP e Ol cultivados sobre
scaffold de osso bovino desmineralizado (OBD), apés 1, 2, 3 e 6 dias de tratamento com RE.
Em (A), OP em OBD apds 1 dia de tratamento; em (B) OP em OBD ap6s 2 dias com RE; em
(C) OP em OBD apés 3 dias com RE; em (D), OP em OBD apés 6 dias com RE; em (E) Ol em
OBD ap6s 1 dia com RE; em (F), Ol em OBD apés 2 dias em RE; em (G), Ol em OBD apés 3
dias com RE; e (H) Ol com OBD ap0s 6 dias em RE. Significancia a p<0.05.
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5 DISCUSSAO

O ranelato de estréncio (RE) é a mais recente droga disponibilizada para
o tratamento de osteoporose e prevencao de fraturas (FAN et al., 2011).
Estudos in vitro sugerem que este farmaco promove a proliferacdo e
diferenciacdo de osteoblastos (CANALIS et al., 1996; BONNELYE et al., 2008).
Porém o efeito anabdlico e os mecanismos de acgéo celular e molecular do RE
sobre o osso sao ainda pouco compreendidos e estdo sendo amplamente
investigados. Através de novos parametros, utilizados no presente estudo,
verificamos se a aplicacdo do RE favoreceria o metabolismo dos osteoblastos e
se proporcionaria beneficios no crescimento e proliferacdo celular, ja
amplamente abordados na literatura atual. Ainda vislumbramos averiguar, se
ofereceria riscos de citotoxicidade quando aplicado in loco, em diferentes
concentragdes, nas culturas de osteoblastos.

Antes dos tratamentos com RE, foi realizada uma cultura
preliminar dos OP isolados segundo protocolo de extracdo preconizado em
nosso laboratdrio, a partir de calvaria de neonatos de ratos Wistar e dos Ol da
linhagem MC3T3-E1. O monitoramento didrio dessas culturas nos permitiu
conhecer a evolucdo do processo de diferenciacdo das células, e compara-lo
com 0s aspectos previamente descritos na literatura. Os aspectos observados,
incluindo capacidade de adesdao, proliferagédo e morfologia foram similares aos
descritos por ORRISS et al. (2011), sugerindo que ndo houve contaminacéo
por outros tipos celulares nas culturas de OP e que as células cultivadas eram

de fato osteoblastos, conforme mostrado nas figuras do Anexo. Na fase de
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deposicdo de matriz organica, apos 5 dias do plagueamento, as culturas
revelaram estruturas elétron-luscentes descritas na literatura como fase de
brilho, com deposicdo de matriz organica (ORRISS et al., 2011) e na fase
posterior, de mineralizacdo, a partir de 7 dias de cultura foi possivel observar a
deposicdo da matriz calcificada disposta de forma trabecular em estruturas
elétron-densas. Como mostrado nas figuras 1, 2 e 3 do anexo, que ilustram os
aspectos encontrados em nossa cultura preliminar, foram detectadas
diferencas morfolégicas e temporais no padrdo de maturagcdo e de
mineralizacdo entre OP e OI. Por essa razdo, os periodos de avaliacdo
escolhidos para a realizacdo das técnicas utilizadas neste trabalho foram
distintos, conforme descrito no item 3.5.

Uma vez estabelecidas as culturas de Ol e OP passamos ao tratamento
com RE. Em divergéncia com a maioria dos estudos que avaliaram os efeitos
do RE em cultura, ndo utilizamos meio de cultura suplementado com reagentes
indutores de diferenciacao osteogénica (ATKINS et. al., 2009; COULOMBE et.
al., 2004; VERBERCKMOES et. al., 2004). Para tanto, as culturas de OP e Ol
foram mantidas em meio de cultura aMEM 10% — Minimal Essential Medium,
with alfa modification (Sigma-Aldrich), conforme descrito no item 3.1 da
metodologia. A suplementacdo do meio com &cido ascorbico, B-glicerofosfato
e/ou ainda dexametasona (AAsc, BGF e Dex) poderia induzir a diferenciacéo
de osteoblastos, sem necessariamente envolver o RE ou ainda mascarar 0s
resultados. De fato, os indicadores da maturacdo ou diferenciacdo osteogénica
revelados neste estudo por meio dos ensaios da fosfatase alcalina e RT-PCR
revelaram um efeito positivo do RE no processo de diferenciacdo dos

osteoblastos.
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Outro diferencial neste estudo em relacdo aos demais ja publicados
refere-se a utilizacdo do reagente puro (P.A.), a fim de investigar
exclusivamente os efeitos do RE em cultura de osteoblastos, sem a
interferéncia de outros reagentes quimicos. Utilizamos o ranelato de estroncio
p.a. (Especificacdes do fabricante: Pure Strontium Ranelate powder, CAS
N®:135459-87-9, MF:C1,H10N-OsSSr,, Molecular weight: 517.52g, Type:
Immune Function Agents Promoting bone growth, Grade Standard: Medicine
Grade; Fabricante: Baoji Guokang Bio-Technology Co.,Ltd), importado da
empresa BioX Corporation, fornecedora do reagente para os laboratérios
farmacéuticos que utilizam este mesmo RE na formulacdo de medicamentos,
tais como Protos®, disponibilizado comercialmente, pelo Laboratério Servier.
Alguns estudos vém utilizando o Protos® para a avaliacdo dos efeitos do RE
nas culturas ou para o tratamento de animais experimentais. Entretanto, esse
medicamento de uso oral possui 2g de RE e 2g de excipientes (aspartame,
maltodextrina e manitol), adicionados para tornar o medicamento palatavel.
Mais uma vez, imaginamos que a utilizacdo de reagentes adicionais nas
culturas poderia comprometer o comportamento celular e a interpretacdo dos
resultados. Alguns outros estudos tém utilizado a associacdo de cloreto de
estroncio, ranelato de sodio ou cloreto de calcio (ATKINS et. al., 2009;
COULOMBE et. al., 2004; VERBERCKMOES et. al., 2004). Do mesmo modo, a
opcao pelo uso do RE puro, diluido no meio de cultura basal elimina a
possibilidade de gerar efeitos sinérgicos ou antagdnicos, ou qualquer
interferéncia de outros reagentes ou ions sobre as culturas celulares.

Inicialmente, foi analisado o efeito do RE na viabilidade celular, por meio

de uma curva dose-efeito, plotada segundo os valores de densidade Optica
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(595 nm) gerados pelo ensaio MTT nas doses de RE variando entre 0,025 a
1mM, em 4 periodos distintos (1, 2, 3 e 6 dias). Todas as concentracdes
testadas mostraram resultados iguais ou melhores em relacdo as culturas
controle sem o envolvimento do RE, tanto em OP quanto em OIl. Um fato
interessante foi a auséncia de uma relacdo dose-efeito evidente, ou seja, em
todos os periodos avaliados, o aumento das doses de RE n&do promoveu um
aumento proporcional na viabilidade celular. Mas, de um modo geral, até o
periodo de 3 dias, tanto para Ol quanto para OP, 0s maiores niveis de
densidade optica foram observados na concentracdo de 0,1 mM, que condiz
com a dose de RE mais empregada em estudos in vitro, por corresponder a
dose plasmatica circulante de fons estroncio (Sr**), em individuos submetidos
ao tratamento com Protos® por via oral. Percebemos que o efeito superior da
dose 0,1 mM, visivel em todos os periodos anteriores, ndo foi evidente aos 6
dias. Isso pode ser justificado por se tratar de um periodo tardio de
proliferacéo, no qual o método de viabilidade celular ndo mais se aplica, uma
vez que as células ja confluiram e entraram na fase inicial de diferenciacao,
independentemente dos efeitos do RE. Mas, a avaliacdo da viabilidade celular
aos 6 dias nos revelou uma diferenca comportamental na evolucdo das culturas
entre Ol e OP. Aos 6 dias a viabilidade das células imortalizadas foi
influenciada pelas concentracbes mais altas de RE. Como observado na Fig.1-
H, as doses de 1 e 0,5 mM promoveram uma queda da viabilidade em relacao
ao grupo controle. Somente a dose de 0,025 mM permaneceu com nivel de
viabilidade celular superior ao grupo controle. Nos OP, os efeitos do RE em
relacdo a viabilidade celular permaneceram superiores ao grupo controle, em

todas as doses. Essas observacfes tornaram evidentes as diferencas de
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metabolismo entre os tipos celulares avaliados, conforme mostrado na
literatura. Esperava-se um comportamento diferenciado entre as linhagens
estudadas, uma vez que os osteoblastos imortalizados representam uma
linhagem mais homogénea. Ja a cultura de OP, coletada de calotas cranianas,
poderia conter células em diferentes estagios de maturacdo, e tal
heterogeneidade poderia influenciar o metabolismo celular e a resposta aos
ensaios realizados, além de justificar diferencas em relacdo aos resultados
observados em Ol.

A avaliacdo da viabilidade das culturas apés 1, 2 e 3 dias propiciou
também a observacgéo dos efeitos do RE em funcéo do tempo. Entre 2 e 3 dias
ocorreu um aumento significativo da viabilidade celular, tanto nas culturas
controle, quanto nas culturas tratadas com RE. Esse é um achado importante,
pois independente da comparacdo entre as doses, nota-se que de 2 para 3
dias as células seguiram o processo de diferenciacdo normalmente, exibindo
um aumento da proliferacdo celular dentro das expectativas. Em outras
palavras, o RE se revelou um farmaco biocompativel para uso local, passivel
de utilizacdo direta sobre osteoblastos, uma vez que nao interferiu
negativamente no metabolismo das células osteoblasticas em cultura.

A partir da curva dose-efeito a concentracdo de escolha para avaliagéo
dos efeitos do RE nas demais fases e ensaios foi a de 0,1 mM. A andlise da
influencia do RE na fase de maturacdo ou diferenciacdo celular foi avaliada
pela quantificacéo colorimétrica de fosfatase alcalina apés ensaio de NBT/BCIP
e por RT-PCR quantitativa de alguns marcadores de diferenciacao
osteogénica. O aumento da atividade da FA, seguido de uma posterior

diminuicao correlaciona-se com uma fase avancada de mineralizacéo da matriz
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e um perfil celular mais maduro (JAISWAL et al., 1997). O ensaio de NBT/BCIP
mostrou que o estimulo do RE na dose de 0,1 mM interferiu na atividade da FA,
que apresentou niveis de DO superiores aos encontrados nos grupos controle,
nao tratados com RE, tanto em OP quanto em Ol (Figura 2). Estes dados estao
de acordo com os encontrados por CHOUDHARY et al. (2007) e BONNELYE
et al. (2007).

Além da analise de atividade da enzima fosfatase alcalina, alguns genes
considerados marcadores de diferenciacdo osteogénica foram selecionados
para analise de RT-PCR quantitativa.

De acordo com os resultados mais expressivos das fases indicadas na
Figura 3, apds a realizacdo dos ensaios por RT-PCRq, as analises foram
normalizadas com os genes de referéncia (Quadro 2). As amostras de OP
foram coletadas apo6s 1 e 4 dias de estimulo com RE, e as de Ol apés 1 e 6
dias. Os grupos controle, sem estimulo de RE, foram correspondentes ao
periodo de 0 dias, em ambas as linhagens e representados nos gréaficos da
figura 5, pelo nivel de expresséao 1.

O Runx2, gene relacionado ao dominio Runt, também conhecido como
Cbfal, estd ligado principalmente a proliferacdo e diferenciacdo de
osteoblastos, sendo obrigatério na regulacdo osteogénica, na formacdo do
esqueleto, na ossificacdo endocondral e intramembranosa (KOMORI et al.,
1997; MUNDLOS et al., 1997; OTTO et al.,1997). Além disso, HU et al. (2013)
mostraram por alteracdes epigenéticas, que 0s niveis de expressdo de Runx2
sdo grandemente correlacionados com a habilidade de diferenciacéo
osteogénica em células tronco de tecido adiposo. O nivel de expresséo

quantitativa deste gene chegou a aumentar 4 vezes em OP apoés 4 dias e
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quase 8 vezes em Ol apos 6 dias de tratamento com RE em relagcédo nivel 1
(grupo controle).

A Osteocalcina (OC), também conhecida como proteina &cida gama-
carboxiglutamica éssea, € um importante marcador para células de linhagem
osteoblastica. Conforme mostrado por STEIN et al. (2004) a expressdo mais
intensa de OC se d& entre o final da fase de deposi¢cdo de matriz organica, com
pico maximo na fase de mineralizagcdo. Os resultados para OC revelaram uma
sub-expressdo em OP apds 1 dia de tratamento, sendo revertido de modo
estatisticamente significativo, acima do nivel 1 (grupo controle), apds 4 dias.
Para as culturas de OI, ndo houve niveis detectaveis nos periodos avaliados.
Considerando que a avaliacdo por RT-PCRq neste estudo ocorreu nas fases
mais precoces da diferenciacédo osteoblastica (entre 4-6 dias), esses resultados
sao bastante coerentes, pois nessa fase as células ainda estdo na fase final de
proliferacéo e inicio de diferenciacdo celular. A diminuicdo da expressao de
OC ap6s 1 dia de tratamento com RE também nos oferece subsidios para
justificar a diminuicdo da capacidade da deposicdo mineral pelos OP e OlI, em
fases posteriores, avaliadas pela quantificacdo dos contelidos de Ca®*" apés
coloracdo Vermelho de Alizarina. A OC é uma proteina importante para a fase
de mineralizacdo, que se iniciou por volta do 7° dia nas culturas de OP e no 10°
dia nas culturas de OI, conforme observado em nossos estudos preliminares
(Anexo). Dessa forma, seria necessario avaliar esse marcador génico em fases
mais tardias da diferenciacéo osteoblastica.

Um dos mecanismos de acdo do RE relatado na literatura, que culmina
no aumento da proliferacao celular nos osteoblastos é a ativacao de receptores

sensiveis a célcio - CaSR (BROWN et. al., 2004, FERNANDEZ et. al., 2013).
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Os dados de CAVERZASIO e THOUVEREY (2011) confirmam este
mecanismo, sugerindo ainda que o RE, através de um novo mecanismo
sensivel a cation independente de CaSR, é capaz de aumentar a expressao
de FGFR1, podendo justificar o aumento da proliferacdo celular. Por essa
razdo, a avaliacdo de expressdo quantitativa desse receptor, em niveis
aumentados em nossas culturas, pode sugerir a atuacdo do RE por esse
mecanismo de acao.

Ja o Colageno tipo I, € um dos marcadores mais rapidamente expressos
em células comprometidas com a linhagem de osteoblastos, sendo a
deposicdo na matriz extracelular um evento relativamente inicial na via de
diferenciacdo de osteoblastos (AUBIN, 2001). Nas culturas de OP, houve
aumento significativo do nivel de expressédo de Colageno | em OP apés 4 dias
de tratamento com RE. Nos demais grupos, ndo houve diferenca estatistica, o
gue estd de acordo com os resultados da quantificacdo de colageno total, por
Sirius Red, que foram significativos em OP aos 7 dias e sem diferenca em Ol
aos 10 dias.

Numa analise temporal, observamos que ap6s 24 h de estimulo com RE
a expressdo dos marcadores Runx2, Col | e FGFR1 tiveram sua expressao
inalterada em OP, j& os resultados dos Ol neste periodo, mostraram que a
expressdo de FGFRL1 foi supra estimulada na presenca do RE, sendo o nivel
de expressdo inalterado para os demais marcadores. Estes resultados
sugerem que apenas 24 h de estimulo com RE nao foram suficientes para
alterar o nivel de expressdao dos marcadores em OP. Ja o resultado
diferenciado para FGFR1 em OlI, pode ser justificado pela maior capacidade

proliferativa prépria das linhagens imortalizadas. Os resultados para OC
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mostraram que o periodo de avaliacdo se deu antes da fase de mineralizacéo,
0 que justificaria sua expressao nao detectavel em Ol.

Apés 4 dias, o estimulo do RE foi capaz de aumentar o nivel de
expressdo dos marcadores Runx2, Col | e FGFR1 em OP. E aos 6 dias houve
maior expressao de Runx2 e FGFR1 nas amostras de Ol.

A avaliacdo da deposicdo de matriz organica apos coloracdo de Sirius
Red, mostrou um aumento da sintese de colageno total apés 7 dias de
estimulo com RE, nas culturas de OP. Como mostrado nos ensaios de MTT, o
RE foi capaz de aumentar a viabilidade celular, portanto, podemos inferir que
0os OP sob estimulo do RE atingiram a fase de deposicdo de matriz organica
antecipadamente, o que pode ter promovido o0 aumento observado na sintese
de colageno. Esses resultados vao ao encontro de dados similares publicados
por BARBARA et al. (2004). J4 aos 10 dias, nas culturas de OIl, ndo houve
diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle. Este resultado esta de
acordo com os resultados de YAN et al. (2013), que mostraram que a
capacidade de sintese dos Ol (linhagem MC3T3-E1 da ATCC) diminui com o
avanco das passagens. Em nosso estudo, as células imortalizadas (Ol), foram
descongeladas, expandidas, e utilizadas entre a 32 e a 62 passagem, porém
nao se sabe ao certo a exata passagem na qual se encontram desde sua
aquisicdo junto a ATCC. Soma-se também o fato das células utilizadas nesse
estudo terem sido doadas entre laboratorios e passarem por processos de
congelamento e descongelamento constantes, o que pode diminuir sua
capacidade de diferenciagdo osteogénica (YAN et. al., 2013). Além disso, 0
periodo de 10 dias pode ter sido tardio para detectar variagcbes na dinamica de

deposicao do colageno.
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Neste estudo, os efeitos do RE na fase de deposicao de minerais pelos
osteoblastos foram avaliados e quantificados por métodos colorimétricos.
Delicados granulos de mineralizacdo foram observados nas culturas por
microscopia direta e o conteudo de calcio foi quantificado apds coloragcdo com
Vermelho de Alizarina (Figura 7). Tanto nas culturas de OP, quanto nas de Ol,
o contetido de fons Ca?* diminuiu nos grupos tratados com RE em relacéo aos
grupos controle, principalmente nos periodos tardios (OP - 14 dias e Ol — 21
dias). Estes dados, aparentemente incoerentes com os beneficios do RE na
aceleracdo da maturacdo osteoblastica, identificada nas fases anteriores (fases
de proliferacdo e maturacdo), sdo semelhantes a outros estudos envolvendo
RE in vitro, onde nenhuma dose testada mostrou aumento na mineralizacdo em
relacdo ao grupo controle sem RE (VERBERCKMOES et. al., 2003, 2004;
BARBARA et. al., 2004). Esses resultados podem ser justificados pela
manutencdo das nossas culturas em meio basal, sem o0s suplementos
necessarios as etapas de mineralizacdo. A deposi¢cdo de matriz mineralizada
pelos osteoblastos in vitro é dependente da presenca do acido ascorbico
(AAsc) e B-glicerofosfato (BGF). Tais suplementos, AAsc e BGF, séo
fundamentais para o suprimento iénico necessario para a formacéo dos cristais
de hidroxiapatita - HA (BELLOWS et. al., 1986). Nas culturas mantidas apenas
com o meio basal h4 escassez de ions Ca®* e de suprimento de fosfato para
formacdo inicial dos depdsitos mineralizados. Somado a auséncia de ions
calcio disponiveis no meio, é importante ressaltar que o estroncio compete com
o célcio na formacdo da hidroxiapatita. Sabe-se que na formacéo dos cristais
de HA in vivo, a cada 10 fons Ca* (raio atdmico: 0,99 A) é incorporado 1 fon

Sr** (raio atdmico: 1,13 A). Essa troca ibnica confere maior densidade 6ssea
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apos o tratamento com RE (BOIVIN, 2009). Podemos inferir que nos nossos
tratamentos, como os fons Sr** estdo disponibilizados em abundancia nos
grupos tratados com RE e sdo da mesma familia dos fons Ca*", na tabela
periodica (Familia 2A - Metais alcalinos terrosos), eles podem estar competindo
pelos sitios de cristalizacdo, devido a similaridade i6nica. Desse modo, em
nossas culturas controle, mesmo com baixa disponibilidade de calcio, devida a
auséncia dos suplementos, o nivel de deposicédo de fosfato de calcio deve ser
maior que nas culturas tratadas com RE, onde teoricamente os granulos devem
conter mais estréncio e menos célcio. Contrapondo-se aos nossos achados,
alguns estudos tém demonstrado um aumento de mineralizagdo em amostras
tratadas com RE (ATKINS et. al., 2009; BONNELYE et. al., 2007). Entretanto
as discrepancias entre os resultados podem ser justificadas pela diferenca dos
métodos de deteccdo de calcio por analises histomorfométricas ou semi-
quantitativas (ATKINS et. al., 2009; BONNELYE et. al., 2007). Além disso, a
utilizacdo de meios de cultura com o0s suplementos osteogénicos padréo,
limitam extrapolar o mérito dos resultados exclusivamente ao RE.

Nas culturas tridimensionais, tal como verificado nas culturas em
monocamadas, o efeito do tratamento com RE mostrou indices de viabilidade
celular sempre superiores aos dos grupos sem RE, em todos os periodos
testados. Entretanto, a comparacdo entre os scaffolds (osso bovino
mineralizado x desmineralizado) revelou um dado curioso. A matriz
mineralizada (OBM), da marca comercial utilizada nesse estudo (Lumina-Bone
®), parece interferir negativamente na viabilidade celular in vitro. Ja nas
culturas tridimensionais sobre osso bovino desmineralizado (OBD), em todos

os periodos avaliados, os resultados revelaram beneficios pos-tratamento com
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RE, tanto para OP quanto para Ol, cuja viabilidade foi igual ou superior aquela
de células néo tratadas. Uma hipotese sobre o motivo da menor viabilidade das
células cultivadas sobre matriz 6ssea mineralizada pode ser construida a partir
de uma andlise preliminar (dados ndo mostrados) realizada nesse estudo. A fim
de equilibrar ou condicionar as matrizes 0sseas nos meios de cultura, antes da
colonizacéo pelos osteoblastos, blocos de OBM e OBD foram imersos em meio
de cultura por uma noite, sendo este substituidos por 3 vezes antes do
plagueamento celular. A presenca do vermelho de fenol no meio de cultura é
um indicador de alterac@es no equilibrio acido-base, sinalizando pH basico com
tons réseos, pH neutro com tons avermelhados e pH acido com tons variando
de alaranjado a amarelo, quanto menor o pH. Observamos que os fragmentos
0sseos mineralizados promoviam a acidificacdo do meio de cultura, sinalizada
pela mudanca na tonalidade do meio, de vermelho para tons amarelados.
Trabalhamos com a hip6tese de que a matriz do OBM in natura (pronta pra
uso), no formato de blocos trabeculados mineralizados, como chega as méaos
dos cirurgides para a enxertia, deve liberar alguns produtos/residuos quando
colocados em solucdo. Possivelmente, em condi¢cbes in vivo, as alteracdes
visualizadas no meio de cultura e suas consequéncias sobre a viabilidade
celular podem ndo ter significado clinico ou podem ser dissipadas ou
contornadas pelas condi¢cGes biolégicas dos sitios de enxertia. No caso das
matrizes desmineralizadas, o efeito de alteracdo do pH do meio na fase de
condicionamento de matrizes desmineralizadas néo foi observado. Nas culturas
tridimensionais sobre o0sso bovino desmineralizado (OBD), em todos os
periodos avaliados, os resultados revelaram beneficios pés-tratamento com

RE, tanto para OP quanto para Ol, cuja viabilidade foi igual ou superior aquela
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de células nao-tratadas. Possivelmente, a desmineralizacdo das matrizes em
EDTA e as inumeras lavagens dos fragmentos em agua estéril antes de chegar
a fase do condicionamento em meio de cultura, devem ter contribuido para a
remocdo de possiveis residuos provenientes das matrizes &sseas
mineralizadas.

O efeito negativo dos scaffolds mineralizados foi menos evidente nas
culturas de OI, quando comparamos os niveis de viabilidade observados para
OP cultivados nas mesmas condices. Mais uma vez, 0 comportamento
celular, o metabolismo e resisténcia dos Ol foram distintos das culturas de OP.
Estes ultimos se mostraram mais sensiveis, com menor viabilidade celular
quando cultivadas sobre scaffolds de matrizes dsseas mineralizadas. Essa
deducéo também pdde ser confirmada quando observamos ou comparamos 0
comportamento dos OP cultivados em monocamada. Essas células mostraram
maior capacidade proliferativa e de adaptacdo nas culturas em monocamada,
com maiores niveis de DO, do que quando -cultivadas nas culturas
tridimensionais. Em outras palavras, o scaffold tridimensional de matriz 6ssea
mineralizada nao foi tdo atrativo ou competitivo para os OP quanto a superficie
plana de natureza plastica das placas de cultura.

Por outro lado, os scaffolds de OBD — matrizes desmineralizadas foram
mais favoraveis as culturas de OP e Ol, independentemente do tratamento com
RE, quando comparadas com aquelas cultivadas em OBM, resultado similar ao
encontrado por TRENTZ et al. (2003). Estes autores demostraram que
osteoblastos primarios se adequaram melhor a scaffolds desmineralizados, os
quais possuem boa estrutura osteocondutora e biocompatibilidade para o

crescimento celular. Do mesmo modo, no trabalho realizado por MAUNEY et
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al. (2005), scaffolds de osso bovino parcialmente mineralizados e
desmineralizados revelaram maior habilidade no aporte de células de estroma
de medula éssea do que matrizes completamente mineralizadas. Pelo exposto,
sugere-se que componentes organicos da matriz 6ssea devem influenciar
positivamente a adesao e diferenciacdo osteogénica in vitro. Estudos em
nosso laboratorio ja estdo sendo conduzidos no sentido de detectar ou avaliar
quais componentes organicos sao preservados nas matrizes de 0sso bovino
apos a fase de desmineralizacdo e que possam contribuir positivamente para a
adesdo e proliferacdo celular sobre estes scaffolds. As proteinas
morfogenéticas do osso, BMPs, em especial a BMP4 tem sido investigada e ha
fortes evidencias de sua participacdo como um potencial atrativo para adesao
de células osteogénicas (FERREIRA et al., 2013).

De um modo geral, nas culturas 3D, até 2 dias, os niveis de OP e Ol sao
muito similares. A partir do 3° dia de cultivo, os Ol parecem se adaptar muito
bem a presenca do scaffold, com estimulo ou ndo do RE, apresentando
viabilidade ascendente ao longo do tempo; diferente do observado nos OP,
onde tanto com ou sem RE, existe uma queda da viabilidade com o passar do
tempo. Essa adaptacdo dos Ol a presenca de matrizes 3D, pode ser devida a
sua maior capacidade proliferativa, uma vez que sao selecionados a partir de
subclones com maior capacidade replicativa e de diferenciacéo.

Em suma, o presente estudo reitera os beneficios do RE divulgados
previamente em relacdo aos efeitos sob a proliferacdo e diferenciacao
osteoblastica. Mais que isto, abre perspectivas promissoras para continuidade
de estudos com o uso tépico do RE diretamente em sitios de lesdo 0ssea, e

abre também um leque de possibilidades para associacdo desse farmaco com
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inimeros biomateriais ja testados como scaffolds para bioengenharia tecidual

Ossea.
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6 CONCLUSAO

O ranelato de estroncio puro (p.a.) € um farmaco biocompativel, que néo
apresentou efeitos citotdxicos para uso in loco na faixa de concentragcdo entre
0,025 a 1mM. Nossos resultados reiteram os efeitos positivos do RE sobre
osteoblastos, especialmente para sua maturacdo e diferenciacdo celular. O
sucesso da associacdo do RE com matrizes 6sseas desmineralizadas pode
possibilitar sua utilizagdo como coadjuvante nas estratégias de bioengenharia
tecidual 6ssea e nas terapias de preenchimento dsseo, abrindo também
perspectivas de associacdo com outros tipos de matrizes tridimensionais

naturais ou sintéticas.
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