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RESUMO
A busca de agentes anabolizantes tem sido alvo da pesquisa na terapia da osteoporose.

As células-tronco embriondrias (CTE), diferenciadas em osteoblastos, tém sido utilizadas para
o estudo da fisiologia celular. Protocolos de diferenciagdo celular em osteoblastos tém sendo
utilizados com sucesso. Um estimulo comum aos protocolos de diferenciacdo osteoblastica ¢
a proteina morfogenética 6ssea (BMP). Ativina A, um fator de crescimento que tem estrutura
e fun¢do parcialmente homdlogas ao BMP, apresenta efeitos importantes sobre a proliferacao
de osteoblastos e a remodelacdo dssea. Contudo, a definicdo do momento em que Ativina A
passa a agir sobre a minealizagdo 6ssea demanda maiores estudos. OBJETIVO: avaliar a
expressdo de Ativina A em CTE de camundongo durante protocolo de diferenciagdo celular
para osteoblastos. MATERIAL e METODOS: adaptamos técnicas de cultivo celular adotadas
em protocolo de diferenciacdo de CTE em osteoblastos (Kawaguchi, 2006) e acompanhamos
a diferenciagdo fenotipica in vitro de uma linhagem de células-tronco embrionarias (CT-4),
isolada no Laboratério de Reprodu¢do Humana Prof. Aroldo Fernando Camargos do Hospital
das Clinicas da UFMG. Aplicamos o método de reacdo da cadeia de polimerase (PCR) em
tempo real em diferentes fases do processo para evidenciar a expressdo génica de marcadores
de indiferenciagdo celular (Oct-4 e Nanog), marcadores de diferenciacdo osteobléstica
(osteocalcina, fosfatase alcalina 6ssea ¢ RUNX-2 ¢ da Ativina A. Correlacionamos a
expressdo de todos esses genes-alvo em diferentes fases do processo de diferenciagao.
RESULTADOS: constatamos que a expressdo de marcadores de diferenciacdo para a
linhagem osteoblastica aumentou a medida em que a cultura avangou no sentido da
diferenciacdo terminal em osteoblastos. A expressdo da Ativina A acompanhou, num relacao
direta, o padrdo de expressdo verificado nesses marcadores de formacdo e diferenciagdo
Ossea. O protocolo favoreceu a diferenciagdo de precursores celulares de osteoblastos.
CONCLUSAO: a Ativina A foi expressa em cultivos celulares de CTE de camundongos em
estagio intermediario de diferenciagdo em osteoblastos, acompanhando o padriao de expressdo

celular verificado para outros marcadores de formacao 6ssea como a osteocalcina.

PALAVRAS-CHAVE
células-tronco embrionarias, ativina, osteoblasto, proteina morfogenética 6ssea 4 (BMP-4),

osteocalcina, osteoporose.
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ABSTRACT

The search for anabolic agents has been widely researched for osteoporosis therapy.
Embryonic stem cells (ESC), differentiated into osteoblasts, have been used for the study of
cell physiology. Protocols osteoblastic cell differentiation have been successfully performed.
A common stimulus used on most osteoblastic differentiation protocols is bone
morphogenetic protein (BMP) . Activin A, a growth factor with structure and function
homologous to BMP, has important effects on the proliferation of osteoblasts and bone
remodeling. However, the definition of the exact moment when activin A acts on bone
mineralization demand studies. OBJECTIVE: To evaluate the expression of activin A on a
mouse ESC protocol used to differentiate them into osteoblasts. MATERIAL AND
METHODS: Adopt a technical modification to an osteoblastic ESC culture differentiation
protocol (Kawaguchi, 2006), isolated at the Laboratory of Human Reproduction Prof. Aroldo
Fernando Camargos - Hospital das Clinicas / UFMG. Real time polymerase chain reaction
(PCR) evaluated genic expression at different stages during the protocol for markers of
celular indifferentiation (Oct -4, Nanog), markers of osteoblastic differentiation (osteocalcin,
bone alkaline phosphatase, RUNX2) and Activin A at different stages of differentiation
protocol. RESULTS: Markers of osteoblast differentiation increased as the culture moved
towards osteoblastic differentiation. Activin A expression showed a direct association to the
markers of bone formation. The protocol favored the differentiation of osteoblasts precursor
cells. CONCLUSION: Activin A was expressed in cell cultures of mice ESC since an
intermediate stage of differentiation into osteoblasts, following the pattern of cellular
expression observed for other markers of bone formation, such as osteocalcin, during the

differentiation protocol.

KEY WORDS
embryonic stem cells, activin, osteoblasts, bone morphogenetic proteins, osteocalcin,

0steoporosis.
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INTRODUCAO

O esqueleto ¢ o arcabougo do corpo humano, protege Orgdos vitais e possibilita a
locomogdo. Sua estrutura ¢ composta por ossos que, além das evidentes propriedades
mecanicas, produzem células, funcionam como um 6rgido enddcrino e armazenam minerais
como calcio e fosforo. As células do tecido 6sseo sdo: osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos.
Suas acdes se complementam proporcionando uma renovagdo em torno de 5 a 10% da massa
Ossea total do esqueleto a cada ano (SANDHU e KHAN, 2002).

Da infincia a idade adulta, o esqueleto humano normal adquire massa 6ssea que, por
volta dos 20 anos de idade, atinge seu pico méximo. Dos 20 aos 45 anos, o contetido mineral
Osseo se estabiliza para declinar progressivamente. O declinio da massa 6ssea pode culminar
em osteoporose: uma doenga cronico-degenerativa com repercussao direta sobre a morbidade
e a mortalidade (SEEMAN e DELMAS, 2006).

A compreensdo do metabolismo 6sseo tem propiciado o surgimento de novos alvos
terapéuticos em osteoporose. Iniciada na década de 1980, a pesquisa com células-tronco
demonstrou ser uma ferramenta util pela criagdo de modelos que reproduziam com fidelidade
a fisiologia humana (EVANS e KAUFMAN, 1981; MARTIN, 1981; THOMSON, 1998).

Identificados desde 1965, diversos subtipos da proteina morfogenética dssea (BMP) ja
foram descritos na literatura. Presentes nas gonadas e também no tecido dsseo em formacao,
as BMPs induzem a diferenciacdo dssea in vivo e também in vitro (OGAWA et al., 1992).
Estudos recentes demonstraram que a BMP-2 e a BMP-4, tradicionalmente ligadas a
formagdo Ossea, também exercem fun¢do reprodutiva de células germinativas primordiais,
foliculos e gonadotrofinas hipofisarias (Shimasaki et al., 2004).

A Ativina A ¢ uma proteina que também age sobre o os 0ssos. Membro da superfamilia
dos fatores transformadores do crescimento tipo beta (TGF-p), foi isolada a partir de sitios de
consolidacdo 6ssea em camundongos (HIROTANI et al., 1992).

Embora alguns autores demonstraram haver antagonismo entre a Ativina A e a
mineralizagdo 6ssea (HASHIMOTO et al., 1992), predomina a idéia de uma sinergia entre a
Ativina A e outras substancias envolvidas na osteoblastogénese (SAKAI et al., 1999;
GADDY-KURTEN et al., 2002). Esta evidéncia sugere uma potencial opcdo terapéutica da
Ativina, como agente anabolizante, em osteoporose (EIJKEN et al., 2007).

A tese adaptou um protocolo de diferenciagdo celular osteobldstica de CTE de
camundongos para avaliar a expressdo génica da Ativina A na osteoblastogénese.
Realizaram-se estudos com PCR de tempo real paa marcadores da formagao dssea e Ativina

paralelamente a avaliacdo imunohistoquimica da Ativina A no material de cultivo.



1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Componentes da Matriz Ossea
O osso ¢ um material composto por uma fracdo mineral e outra orgdnica. A fragdo
mineral possui ions célcio, fosforo e cristais de hidroxiapatita. A fracdo organica ¢ composta

por células dsseas, proteinas coldgenas e proteinas ndo-colagenas.

1.1.2. Células Osseas

Ha quatro tipos de células dsseas: osteoblastos, osteoclastos, /inning cells e osteodcitos.
Os osteoblastos promovem a formacao ossea. Os osteoclastos agem sobre a reabsor¢do Ossea.
Linning cells sdo precursoras de osteoblastos. E ostedcitos intermediam as agdes de
osteoclastos e osteoblastos.

Osteoblastos sdao células 6sseas de origem mesenquimal. Estas células derivam-se de
outras células denominadas /inning cells ou células de revestimento, presentes na matriz
ostedide. Os osteoblastos sdo as responsaveis pela formacao 6ssea (EVERTS V et al., 2002;
GEOFFROY V et al., 2004).

Osteoclastos sdo células multinucleadas, originadas a partir da diferenciacdo de
precursors hematopoiéticos. Elas sdo responsaveis por acidificar e dissolver a matriz O0ssea
(HOU et al., 2004). Um unico osteoclasto ¢ capaz de reabsorver o volume 6sseo formado por
1.000 osteoblastos e constituir, dessa forma, a lacuna de reabsor¢ao também conhecida como
lacuna de Howship (HEATH et al., 1984). Os osteoclastos entram em contato direto com o
tecido dsseo através da sua borda ondulada.

Quando um osteoblasto alcanca a diferenciacdo terminal inserido na matriz dssea, ele ¢
chamado de ostedcito. Ostedcitos sdo as células mais abundantes do tecido Osseo.
Mergulhados na matriz dssea, os ostedcitos se conectam por canaliculos e formam uma rede

de comunicagdo celular tal e qual o fazem os neurdnios.
1.1.3. Proteinas Osseas

1.1.3.1 Proteinas Osseas Colagenas

Diferentes tipos celulares podem sintetizar coldgeno, dependendo de cada tecido. No
tecido dsseo, ha predominio o coldgeno tipo I, o principal produto secretado pelo osteoblasto.
Cerca de 90% da matriz dssea extracelular € constituida por colageno tipo I (COL 1). Os 10%

restantes, sdo representados por proteinas nao-colagenas (TRIFFIT, 1987).



1.1.3.2 Proteinas Osseas Nio-Colagenas

Proteinas dsseas ndo-coldgenas, representadas por proteoglicanos, proteinas de
crescimento e adesdo celular e proteinas Gla sdo assim chamadas por possuirem radicais
gama-carboxiglutamatos (Gla) em sua estrutura. Os radicais Gla localizam-se dentro de
dominios protéicos que sdo ligados ao metabolismo do célcio (Furie B et al., 1999). A figura
01 ilustra os componentes organicos e inorganicos da matriz ossea.

Ha diversos exemplos de proteinas Gla com agdo direta no metabolismo dsseo: proteina
morfogenética 6ssea ou bone morphogenetic protein (BMP), fatores transformadores do
crescimento celular (TGF-f), fatores insulinicos de crescimento (IGF), osteonectina (ON) e
osteocalcina (OC). Todas elas envolvidas na regulacdo autdcrina e/ou paracrina do tecido
0sseo (MANN, 1999; SOWERS et al., 2006). A osteocalcina ¢ uma proteina Gla produzida
exclusivamente pelos osteoblastos e, por esta razdo, constitui um marcador especifico para
diferenciagdo neste tipo celular.

A BMP foi isolada pela primeira vez a partir de ossos neoformados (URIST et al.,
1973). Posteriormente, a clonagem molecular permitiu a identificacio de diferentes
proteinas morfogenéticas dsseas e a atribuicdo de fung¢des basicas para cada uma delas
(Wozney et al., 1988). Ha mais de 20 subtipos de BMP com fung¢des variadas durante o
processo da embriogénese: formagdo 6ssea, hematopoiese e neurogénese. As BMP fazem
parte da superfamilia TGF-3 juntamente com ativinas, inibinas, miostatinas e nodal.
(BRAGDON et al, 2011). Materiais sintéticos com BMP tém sido desenvolvidos e
empregados na implantologia. BMP-2 e BMP-4 sdo as principais BMP em uso clinico

(CHENARD, et al,, 2012).
Figura 01 - Diagrama ilustrativo das substancias envolvidas na composi¢do da matriz 6ssea.
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1.2 Remodelacao Ossea

A remodelagdo Ossea existe para reparar € manter o sistema esquelético. Por ser um
tecido dindmico, o 0sso ¢ continuamente removido e reformado por células dsseas. O ciclo de
remodelacdo ¢ coordenado por uma série de eventos nos quais osteoblastos e osteoclastos se
interagem para preservar o equilibrio entre formagdo e reabsor¢do dssea. O equilibrio entre
osteoblastos e osteoclastos ¢ regulado localmente por citocinas e fatores de crescimento e
sistemicamente através de hormdnios como o paratormonio (PTH), a vitamina D3 e o
estrogénio. O stress mecanico também estimula o tecido 6sseo direta e indiretamente, por
intermediagdo de tais substancias.

O ciclo de remodelagdo ossea pode ser dividido em quatro fases: ativagdo, reabsor¢ao,
reversao e formagdo. O termo ativagdo descreve o evento inicial que converte uma superficie
Ossea quiescente numa area de remodelagdo. A ativacdo depende de fatores locais e
sistémicos que agem sobre a linhagem celular osteobléstica. Findo o processo de ativacao,
ocorre uma interagdo entre osteoblastos e precursores hematopoiéticos que favorece a
formacgao de osteoclastos. Na fase de reabsorcdo, os osteoclastos removem componentes da
matriz 6ssea e formam um erosdes denominadas lacunas de Howship. A fase reversa ¢ o
momento no qual ocorre o acoplamento da reabsor¢do a formagao 6ssea. Este ¢ o ponto de
transi¢do entre destrui¢do e reparo O0sseo. A partir dai, inicia-se a formacdo de uma nova

matriz dssea que se arranjara sob form do sistema harversiano.

Figura 02 - Ilustracdo das quatro etapas que compdem o ciclo de remodelacio Ossea.
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1.3. Células-Tronco Embrionarias

Células-tronco (CT) sdo células indiferenciadas com capacidade de auto-renovagao e
de transformacdo em outros tipos celulares. Sdo classificadas pela capacidade de
diferencia¢do em: unipotentes, multipotentes, pluripotentes e totipotentes. Células unipotentes
originam apenas um tipo celular. Multipotentes sao células que originam um niimero limitado
de tipos celulares. Células pluripotentes podem se diferenciar em quase todos os tipos de
células, exceto em tecidos extraembrionarios. Células totipotentes possuem a capacidade de
se diferenciar em todos os tipos celulares (THE BRITISH STANDARDS INSTITUTION,
2012). Uma CT adulta ¢ obtida apds a embriogénese, a partir de um tecido j& diferenciado
(ex: medula 6ssea, tecido adiposo ou cordao umbilical). Por definicdo, células-tronco adultas
(CTA) sao multipotentes, conservando a capacidade de se renovarem por periodos longos e,
com certa limitacdo, podem diferenciar-se para produzir um tipo de célula ou linhag@m
tecidual com fungdes especializadas (CONRAD e HUSS, 2005).

Células-tronco embriondrias (CTE) s3o células primitivas, indiferenciadas,
pluripotentes, originadas do blastocisto e com potencial para gerar tipos celulares
especializados de qualquer 6rgao ou tecido do organismo (DOETSCHMAN et al., 1985). As
CTE tém sido consideradas uma fonte promissora para a terapia celular, pois sdo capazes de
proliferar sem limites, respondem a diversos sinais moleculares e também permitem a

manipulacdo genética (LEE et al., 2000).

1.4. Osteoporose

A revisdo que segue ndo pretende esgotar todos os aspectos da doenca e sim
contextuailzar informagdes relevantes ao tratamento atualmente disponivel para pacientes
portadores de osteoporose.

1.4.1. Conceito

A primeira defini¢do de osteoporose foi dada pelo endocrinologista norte-americano
Fuller Albright em 1947. O pesquisador, interessado na relacdo entre a ginecologia e a
ortopedia, descreveu a displasia poliostotica fibrosa conhecida como sindrome McCune-
Albright (ALBRIGHT et al., 1947).

O conceito atual da osteoporose foi estabelecido em consenso internacional
(CONSENSUS DEVELOPMENT CONFERENCE, 1993) e a define como uma doenga do
esqueleto caracterizada por deterioragao da microarquitetura das trabéculas Osseas. Aliada a
deterioracdo da estrutura trabecular, ocorre o aumento do risco de fraturas por baixo impacto

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1994).



1.4.2. Apresentacao Clinica

A osteoporose cursa de forma assintomatica em suas fases iniciais e, com sua
progressdo, pode acarretar fraturas espontaneas. Na doenga, as fraturas acontecem devido a
excessiva fragilidade do tecido dsseo que torna-se suscetivel a ruptura mesmo quando na
presenca de traumas mecanicos de baixa energia.

As fraturas constituem a principal causa de morbidade e mortalidade na osteoporose.
Embora possam ocorrer em qualquer local do esqueleto, os sitios mais comuns de fraturas por
fragilidade sdo: vértebras, arcos costais, fémur proximal, radio distal, umero e ulna

(JOHNELL e KANIS, 2004).

1.4.3. Epidemiologia

Metade das mulheres com idade acima dos cinquenta anos experimentard uma fratura
no seu tempo remanescente de vida. Neste grupo, a osteoporose ¢ responsavel por mais dias
de internagdo hospitalar do que os dias de hospitalizagdo decorrentes de diabetes, infarto do
miocardio e cancer de mama somados (KANIS et al., 1997).

A estatistica impressiona: a cada trés segundos, uma fratura osteopordtica ocorre em
todo o mundo. Porém, apenas uma em cada trés fraturas vertebrais ¢ diagnosticada durante o
atendimento médico (INTERNATIONAL OSTEOPOROSIS FOUNDATION, 2012).

A forma insidiosa de apresentacdo da doenca, aliada a sua grande prevaléncia,
agravam a morbimortalidade da osteoporose, especialmente para os individuos adultos em
idade avancada (COOPER et al., 1992). Por esta razdo, a Organizagdo Mundial da Satde
incluiu a densitometria 0ssea no rastreamento de pacientes em risco de desenvolver a doenca
(CONSENSUS DEVELOPMENT CONFERENCE, 1993).

Apesar de mais prevalente em paises nordicos e de clima frio, a osteoporose também
atinge paises tropicais como o Brasil. Estima-se que, em poucos anos, o crescimento da
populacdo de idosos na América Latina elevara a incidéncia de fraturas de quadril em nossa
regido para valores proximos daqueles verificados hoje nos Estados Unidos e Europa
(RIERA-ESPINOZA, 2009).

De acordo com os critérios diagnosticos preconizados pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), 33% das mulheres pos-menopausicas da cidade de Sdo Paulo apresentam
osteoporose na coluna lombar ou no fémur a densitometria (PINHEIRO et al., 2010). A
incidéncia brasileira de fraturas de quadril, atualmente em torno de 121.700 fraturas por ano,

deve chegar a 140.000 fraturas por ano em 2020 e a 160.000 até 2050 (CLARK et al., 2009).



1.4.4. Tratamento

O tratamento da osteoporose deve ir além do simples ganho de massa 6ssea. Ele
almeja reduzir o risco de fraturas osteoporéticas vertebrais e ndo-vertebrais, em diferentes
populacdes de risco (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2001; THE NORTH
AMERICAN MENOPAUSE SOCIETY, 2010).

Fuller Albright foi pioneiro ao descrever a osteoporose e demonstrar a eficacia do
estrogénio na redu¢do da incidéncia de fraturas. Ele verificou que o estrogénio era capaz de
promover uma redu¢do na incidéncia de fraturas vertebrais e ndo-vertebrais em mulheres apos
a menopausa (ALBRIGHT et al., 1947). O pesquisador também teve que lidar com os efeitos
indesejaveis da estrogenioterapia. Albright também foi o primeiro a preconizar o uso da
progesterona, em oposicdo ao estrogénio, na prevencdo da hiperplasia endometrial em
mulheres com utero presente (FORBES, 1991).

Posteriormente, diversas vias outras vias osteometabolicas estrogénio-dependentes
foram descritas e a terapia de reposicdo hormonal estabeleceu-se como um recurso capaz de
prevenir a ocorréncia de fraturas em mulheres ap6s a menopausa (RACHNER et al., 2011).

De acordo com o efeito predominante que exercem sobre o metabolismo 6sseo, os
agentes terapéuticos disponiveis para o tratamento da osteoporose sdo classificados em dois
grupos: anabolizantes e antirreabsortivos (LESLIE, 2009). Os agentes anabolizantes atuam
nos osteoblastos estimulando a formagao e os agentes antirreabsortivos atuam via osteoclastos

reduzindo a reabsor¢ao Ossea.

1.4.4.1 Agentes Anabolizantes

Os agentes anabolizantes aprovados para o tratamento da osteoporose sdo a
Teriparatida 1-34 e o PTH 1-84. Ambos sdo analogos sintéticos do paratormonio (PTH)
humano e diferem entre si pelo nimero de aminoacidos idénticos ao PTH humano que
possuem em suas moléculas: 34 e 84, respectivamente. Devido ao alto custo, necessidade de
administracdo subcutdnea diaria e conservacdo em ambiente refrigerado, eles possuem
indicagdo restrita aos casos de osteoporose grave para os quais outras opgoes terapéuticas ja
tenham sido utilizadas. Devido a consideragdes sobre a seguranca do tratamento prolongado,
seu uso foi limitado a dois anos de tratamento (VAHLE et al. 2002).

O uso da Teriparatida 1-34 em altas doses foi associado ao desenvolvimento de
ostessarcomas em animais de laboratorio e alguns casos foram relatados em humanos. Este
achado motivou a recomendagdo de que agentes dessa natureza niao fossem utilizados em
pacientes com histérico de neoplasias 6sseas ou tumores do tecido conjuntivo (HARPER et

al., 2007; LUBITZ e PRASAD, 2009; SUBBIAH et al., 2010).



Numa revisdo de dez anos de experiéncia clinica com a Teriparatida 1-34 verificou-se
auséncia de risco adicional significativo para o surgimento de neoplasias em pacientes
usuarios desse anabolizante. Entretanto, mesmo com o respaldo de dez anos de
acompanhamento, a recomendacao de se restringir o tratamento para 24 meses e contraindicar
0 uso em pacientes com risco oncoldgico ainda gera um certo desconforto na comunidade

médica (CAPRIANI et al., 2012).

1.4.4.2. Agentes Antirreabsortivos

Os agentes antirreabsortivos aprovados para uso em osteoporose sdo: calcitonina,
terapia hormonal (TH), moduladores seletivos dos receptores de estrogénio (SERMS),
ranelato de estroncio, bisfosfonatos e denosumabe. Dentre eles, aqueles mais empregados
para o tratamento da osteoporose sdo os bisfosfonatos (RACHNER et al., 2011).

Embora a eficicia anti-fratura do tratamento com bisfosfonatos seja incontestavel, seu
potencial terapéutico ¢ limitado. O uso do bisfosfonato alendronato foi avaliado em pacientes
submetidos a tratamento de osteoporose por longos periodos. Concluiu-se que a ocorréncia de
fraturas femorais atipicas estaria ligada a supressdo exagerada do turnover Osseo, induzida

pelo uso prolongado de bisfosfonatos (ODVINA et al., 2005).

1.4.4.3. Terapia Hormonal

A eficacia anti-fratura do estrogénio em mulheres apds a menopausa foi demonstrada
no estudo Women's Health Initiative. Pacientes usuarias de terapia hormonal (TH)
experimentaram maior densidade Ossea e menor risco de fratura vertebral e ndo-vertebral se
comparadas as ndo-usudrias, tanto com a estrogenioterapia isolada quanto com a
administragdo combinada de estrogénio e progesterona (CAULEY et al.,, 2003). A TH
também foi capaz elevar densidade mineral 6ssea mesmo quando empregada em doses mais
baixas (ETTINGER et al., 2004).

Atualmente, nenhum produto utilizado para TH esta aprovado para o tratamento da
osteoporose. Todos eles estdo indicados exclusivamente para a preven¢ao da osteoporose pos-

menopausica (THE NORTH AMERICAN MENOPAUSE SOCIETY, 2012).

1.4.5. Fraturas Subtrocanterianas Atipicas
A remodelagdo 6ssea € um processo dindmico de renovacdo. Ela € necessaria para que

microdanos, sempre presentes, sejam reparados e ndo evoluam para fraturas macroscopicas.



A supressao da remodelagdo 0ssea por periodos prolongados pode levar a paralisagdo
da renovacdo Ossea e ao surgimento de fraturas atipicas. Este processo tem sido denominado
estado de hipersupressao Ossea.

Fraturas atipicas apresentam um padrao diferente das fraturas osteoporoticas classicas.
Este padrao atipico ¢ dado por sinais dolorosos prodrémicos comuns a regido subtrocanteriana
do fémur. Outra peculiaridade das fraturas subtrocanterianas atipicas ¢ a sua frequente
incidéncia bilateral (WATTS e DIAB, 2010).

Estudos de longa duracdo revelaram que o uso prolongado de antirreabsortivos pode
levar a ocorréncia das fraturas atipicas. Sua repercussao motivou a adogao de cuidados no uso
cronico de bisfosfonatos em todo o mundo e estimulou a pesquisa de novos agentes com
mecanismo de a¢do anabolizante que sejam menos propensos a supressdo (SHANE et al.,

2010; RIZZOLI et al, 2011).

1.5. Ativinas e Metabolismo Osseo

Com o objetivo de aproveitar o efeito benéfico do estrogénio sem incorrer no risco de
complicacdes indesejaveis como neoplasias ou tromboembolismo, novas substancias
intermediadoras do estrogénio no osso tém sido investigadas (CHANTRY et al., 2010).
Dentre elas, destamcam-se as Ativinas, as Inibinas e as Proteinas Morfogenéticas Osseas (do
inglés, Bone Morphogenetic Protein = BMP) (SOWERS et al., 2006).

Isoladas a partir das gonadas, as ativinas e inibinas foram associadas a produgdo do
FSH. Sua expressdo foi descrita para diversos tipos celulares (CHEN et al., 2012), indicando
eventuais funcdes dessas proteinas na regulacdo paracrina da funcdo reprodutiva, da fungdo
ovariana e da tumorogénese gonadal (WIATER e VALE, 2008).

A ativina estimula a secre¢do de FSH via hormoénio liberador de gonadotrofinas
(GnRH). A inibina atua basicamente de forma antagonica a ativina em seus diferentes sitios
de acdo. Ela se opde a ativina através da formacdo de complexos com duas substancias
moduladoras principais: Nodal e Cripto (FERREIRA et al., 2008; WU et al., 2008; KELBER
et al., 2008; SHANI et al., 2008; PAPAGEORGIOU et al., 2009).

Ativinas e inibinas s3o moléculas compostas por dimeros de glicoproteinas
denominados subunidades alfa (a) e beta (). Foram codificados trés genes determinantes para
a produgdo de ativinas e inibinas: os genes a, BA e BB. Os produtos desses trés genes podem
ser homodimeros e heterodimeros. Os homodimeros sdo moléculas compostas por
subunidades de uma mesma estrutura molecular. Os heterodimeros se formam a partir da

combinac¢do de subunidades que diferem na sua estrutura molecular (VALE et al., 1990).
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O heterodimero formado entre as subunidades o e BA (o + BA) constitui a Inibina A.
A Inibina B ¢ formada pelo heterodimero a ¢ B (o + BB). Os homodimeros A e BA
(BA+PA) se unem formando a Ativina A. A Ativina B ¢ composta pelos homodimeros B e
BB (BB+BB). E, finalmente, a unido de homodimeros BA e BB (BA + BB) forma a Ativina AB
(XIAL e SCHNEYER, 2009).

Devido ao antagonismo que a inibina exerce sobre a ativina em seus tecidos-alvo, o
efeito endocrino da inibina sobre o metabolismo dsseo deve ser considerado no contexto da
expressao da ativina (FARNWORTH et al., 2006; NICKS et al., 2010). Somente a Ativina A
(homodimero BA+BA) esta presente no tecido 0sseo e nas cartilagens. Sua expressao estimula
a agdo da Proteina Morfogenética Ossea Tipo-2 (BMP-2) e culmina na formagio de tecido
Osseo ectdpico. Essa relacdo direta reforga a teoria de que a Ativina A seja um potente indutor
da formacgao 6ssea (OGAWA et al., 1992; SUN et al., 20006).

Alguns autores demonstraram que a adminstragdo de Ativina A em culturas de
osteoblastos humanos e a inje¢ao subperiostal dessa substancia em ossos de camundongos in
vivo estimulam a proliferacdo de osteoblastos e proteinas da matriz 6ssea (CENTRELLA et
al., 1991). Porém, demonstrou-se uma relagdo de antagonismo entre a Ativina A e a
mineralizagdo 6ssea (HASHIMOTO et al., 1992; OUE et al., 1994). Este antagonismo foi
questionado por experimentos que sugeriram haver sinergia entre a Ativina A e a
osteoblastogénese (SAKAI et al., 1999; GADDY-KURTEN et al., 2002).

Posteriormente, demonstrou-se que a Ativina A, na verdade, estimulava a formacao de
osteoclastos (SUGATANI et al., 2003) e inibia a diferenciacdo de osteoblastos (EIJKEN et al,
2007). A abundante quantidade de Ativina A na matriz 6ssea sustenta a hipotese de haver uma
associacgdo entre reabsor¢do 6ssea e producao local de ativina (NICKS et al., 2009; PERRIEN
et al.,, 2012). Sendo assim, um agente capz de bloquear os efeitos endogenos da ativina
poderia ser estudado com finalidade terapéutica anabolizante.

A molécula ACE-011 ¢ uma forma solivel do dominio ActRIIA fundida ao dominio
Fc da IgG murina (ActRIIA-IgG1-Fc) e age como um decodificador da ativina causando
efeitos anabolicos em camundongos saudéaveis ovariectomizados (PEARSALL et al, 2008) e
estimulando a diferenciagdo celular (DJOUAD et al, 2010).

Tais observacdes demonstram como evoluiu o conhecmento da relagdo ativina-osso
(BARON e HESSE, 2012). A inibicdo dos efeitos da ativina promove anti-reabsor¢io e
anabolismo dsseos, com repercussao no 0sso esponjoso em primatas e constitui um potencial

agente terapéutico em osteoporose (LOTINUM et al., 2010; LOTINUM et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar a expressdo génica de ativina A em culturas de células-tronco embrionérias de

camundongo durante protocolo de cultivo para diferenciacio celular osteobléstica.

2.2. Objetivos Especificos

Introduzir o cultivo celular em suspensdo como proposta alternativa de adaptacdo a

técnica de cultivo em gotas invertidas descrita no protocolo de diferenciacdo osteobldastica.

. Analisar a expressao génica de marcadores de indiferenciagdo e de diferenciacdo celular
em diferentes estagios do protocolo de diferenciacdo osteoblastica de CTE de

camundongos.

. Relacionar a expressdo génica da Ativina A e dos marcadores de diferenciacdo 6ssea em

diferentes estagios do protocolo de diferenciagdo osteoblastica de CTE de camundongos.

. Relacionar os resultados da analise imunohistoquimica a expressao protéica da Ativina
A em diferentes estagios do protocolo de diferenciacdo osteoblastica de CTE de

camundongos.
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3. MATERIAL E METODOS

Dois estudos descrevendo um protocolo de diferenciacio de células-tronco
embriondrias de camundongo em osteoblastos ja publicados foram utilizados como referéncia
para obtencdo do material de cultivo (KAWAGUCHI et al. 2005, KAWAGUCHI 2006).

Embora outros trabalhos sobre a diferenciagdo osteoblastica tenham sido realizados, a
qualidade do detalhamento ténico e a reprodutibilidade das condigdes originais de cultivo
sustentaram a escolha do modelo de diferenciacdo empregado no experimento.

A técnica descrita por Kawaguchi preconiza a utilizagdo de CTE de camundongo. O
Laboratorio de Reproducdo Humana Aroldo Fernando Camargos possui uma linhagem de
CTE imortalizada a partir de blastocistos obtidos em camundongos da linhagem 129/Sv,
segundo metodologia ja descrita anteriormente por Tavares (TAVARES et al., 2007).

Uma modificagio a técnica original descrita no protocolo de Kawaguchi foi
implementada e consistiu na substituigdo do cultivo de corpos embriondrios em gotas

invertidas (ou hanging drop) pelo cultivo celular em suspensdo. Este mesmo procedimento foi

empregado com sucesso na diferenciagdo neuronal de CTE, ja desenvolvido no mesmo

servigo (NAGY et al., 2003; TAVARES et al., 2012).

Figura 03 - Cultivo celular em gotas invertidas (Esq.) e em suspensio tradicional (Dir.).

Fonte: www.nature.com/nprot/journal/v6/n7/covers/index.html  http://en.wikipedia.org/wiki/File:Cell Culture_in a_tiny Petri dish.jpg

A diferenciacdo osteoblastica seguiu uma metodologia similar a descrita por Kawaguchi
(2006) e pode ser dividida em quatro estagios:
Estagio 01 - Cultivo de Células Indiferenciadas
Estagio 02 - Formacao de Corpos Embrionarios
Estagio 03 - Tratamento de Corpos Embrionarios com AR

Estagio 04 - Diferencia¢do Terminal com BMP
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3.1. Grupos Amostrais

Dentro do protocolo de estudo, trés momentos distintos foram selecionados para analise
bioquimica e imunocitoquimica. Cada momento representa um dos estimulos de diferenciagao
empregados. Os estimulos, aplicados em diferentes estagios do protocolo, deram origem a trés
grupos de amostras celulares que foram avaliadas em paralelo por PCR em tempo real e

imunohistoquimica. Os grupos foram:

- Grupo CT - composto por células-tronco indiferenciadas tratadas apenas com meio
KW enriquecido com LIF. Representa o controle negativo para estimulos de

diferenciagdo ossea.

- Grupo Sem BMP - composto por células submetidas ao tratamento com AR mas
ndo a acdo da BMP-4. Estas células completaram apenas parte do protocolo de
diferenciagdo osteoblastica. Apds permanecerem 02 dias em AR, as células foram
transferidas para placas contendo meio KW padrao sem LIF e BMP-4. As trocas desse
meio respeitaram a cronologia de trocas prevista para o grupo de diferenciagdo

terminal, perdurando até o dia 26.

- Grupo BMP - composto por células submetidas a todas as etapas e agentes
transformadores do protocolo de diferenciacdo. Foi assim denominado por
compreender a adi¢do do meio osteogénico, cujo o principal agente indutor da

diferenciacdo ¢ representado pela BMP-4.

A separagdo das culturas entre grupos com estimulos distintos objetivou analisar, de
forma independente, a interferéncia dos diferentes graus de estimulo a diferenciacdo
osteoblastica sobre os resultados da imunocitoquimica. Avaliou-se a expressao de marcadores

de indiferenciacdo celular, marcadores de diferenciacdo dssea e expressao da Ativina A.

Cultivo e amostragem foram realizados em triplicata para cada um de trés experimentos
independentes realizados. O material obtido foi avaliado por PCR de tempo real e

imunocitoquimica.
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FLUXOGRAMA DO ESTUDO
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Figura 04 - Fluxograma do estudo. Grupos CT, SEM BMP e COM BMP.

3.2. Obtenciao e Diferenciacao das Células-Tronco Embrionarias

Utilizou-se uma linhagem de CTE isolada de blastocistos obtidos de camundongos da
linhagem 129/Sv, segundo metodologia descrita anteriormente (NAGY et al., 2003;
TAVARES et al., 2007; TAVARES et al., 2012).

As aprovagdes éticas necessarias foram obtidas junto ao Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG. Cépias dos certificados de autorizagdo 04/2006
e 133/09 encontram-se na se¢do Anexos, da presente tese.

Para cada grupo (CT, Sem BMP e BMP), trés amostras foram processadas e os
resultados comparados entre si. Todas as amostras foram avaliadas quanto a expressdo génica
de marcadores de indiferenciacdo celular, marcadores de diferenciagdo o6ssea e Ativina A. Os

resultados foram analisados estatisticamente e plotados em graficos para visualizacao.

3.3. Detalhamento Técnico do Cultivo Celular

Estagio 01 - Cultivo de Células Indiferenciadas.

O cultivo das CTE foi realizado apés descongelamento da colonia CT-4 em banho-
maria a 37°C. No ambiente estéril da capela de fluxo laminar, o fundo de uma a placa de 60
mm foi coberto com 1,5 mL de uma solugdo estéril contendo gelatina a 0,1%. As placas
foram cobertas e mantidas na capela de fluxo laminar durante 10 minutos para garantir a
adesdo da solucdo a placa. A seguir, o volume excedente da solucdo de gelatina foi removido
por aspiragdo com pipeta tipo Pasteur. O meio de cultura padrio (KW) contendo Fator

Inibidor da Leucemia (LIF) foi adicionado ¢ 1x10° de CTE por placa foram semeadas e
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cultivadas (Tabela 01). A anélise didria da confluéncia das colonias foi realizada através do
microscopio e, verificada uma confluéncia de 70%, procedia-se a uma nova passagem. Tal
medida visa a evitar a diferencia¢do celular, comum em cultivos com confluéncia igual ou
superior a 90%. Trés amostras de experimentos independentes foram recolhidas nesse estagio
e processadas para andlise, representando as c€lulas indiferenciadas. Os meios de cultura
foram armazenados a 4°C e ao abrigo da luz para evitar a deteriora¢do. No protocolo foram
empregados meios de cultivo suplementados com L-glutamina e armazenados por um periodo
maximo de 14 dias.

Estagio 02 - Formacio de Corpos Embrionarios

Corpos Embrionérios (CE) sdo colonias esferdides encontradas no cultivo em
suspensao de células-tronco embrionarias. Tais estruturas ndo sdo parte do desenvolvimento
normal e ocorrem apenas em condi¢des in vitro. Os CE possuem tipos celulares mistos
correspondentes as trés camadas germinais: endoderma, mesoderma e ectoderma. Em
contraste com as culturas de monocamada, as estruturas esferdides possuem grande
rendimento e alto potencial de aplicagdes clinicas (RUDNICKI e MCBURNEY, 1987).

O presente estdgio visa a diferenciacdo celular dos trés folhetos embriondrios
mencionados no paragrafo anterior. Para este fim, manteve-se o meio KW original exceto
pela auséncia do Fator Inibidor da Leucemia (LIF). Conforme descrito na Tabela 01,
identificamos este meio KW sem LIF como KW2. O protocolo original preconizado por
Kawaguchi (2006), preconiza a semeadura da suspensdo celular pelo método das gotas
dependuradas ou invertidas. Optamos pela forma de cultivo em suspensdo tradicional
mantendo o mesmo KW2 do protocolo original. Para induzir a formagao de CE, utilizou-se o
cultivo celular em suspensdo contendo 3 x 10° células tronco indiferenciadas (CTE) por cada
mL de meio de cultura padrao sem LIF (KW2) em placa de cultivo estéril de 60mm nao-
aderente e sem tratamento com solu¢do de gelatina. Estas placas foram encubadas pelo
periodo de dois dias.

Estagio 03 - Tratamento de Corpos Embrionarios com Acido Retinéico

Neste estagio, realizou-se o tratamento precoce e transitoério com acido retindico (AR)
visando a manutenc¢do do potencial de diferenciacdo osteoblastico (JONES-VILLENEUVE et
al., 1982). Os CE obtidos apds 02 dias do cultivo em suspensdo foram mantidos por 03 dias
em placas contendo o meio KW2 acrescido de 4cido retindico (AR) na concentracdo final de

10 7M. Apés 03 dias em AR, o meio contendo AR em baixas concentragdes foi removido e
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os CE foram transferidos para uma placa contendo meio KW2 (KW sem LIF e sem AR) onde
permaneceram por mais 02 dias em cultivo. Nesse estagio, concretizou-se a natureza
transitoria da interferéncia do AR sobre os CE. Uma vez terminado este estagio, os CE
ficaram prontos para a etapa final de diferenciag@o celular osteoblastica. Parte do material foi
encaminhada a etapa seguinte e parte foi mantida em meio de cultivo sem LIF, sem AR e sem
BMP-4 até completarem 26 dias, periodo equivalente ao término do protocolo de
diferenciagao.
Estagio 04 - Diferenciacio Terminal

Realizou-se o plaqueamento dos CE coletados advindos dos estagios anteriores. Para
tanto, a placa de 60 mm foi tratada com a solugdo de gelatina a 0,1% por 10 minutos, em
ambiente estéril de capela de fluxo laminar. Apos este periodo, o excesso da solucdo de
gelatina foi retirado, e foram 2,5 mL de meio de cultivo osteogénico cuja composi¢do ¢
detalhada na Tabela 01. Para a coleta dos CE, utilizaram-se pipetas de Pasteur estéreis, sendo
o meio deixado em tubo conico de 15 mL por cerca de 10 minutos na incubadora de CO; a
5%. Apos este periodo, removeu-se o sobrenadante antes de ressuspender os CE em 2,5 mL
de meio especifico para osteogénese. Nessas condi¢des de cultivo, o meio foi trocado pela
primeira vez aos seis dias de cultivo e sucessivamente a cada 03 dias até alcancar dezenove
dias de cultivo em meio osteogénico. O tempo total de cultivo totalizou vinte e seis dias
contados desde a fase celular indiferenciada até o término do protocolo final de diferenciacio

em osteoblastos (KAWAGUCHI, 2006).

3.4. Meios de Cultura Utilizados

Os meios de cultura empregados diferem entre si por conterem agentes especificos
para cada estagio. A Tabela 01 descreve a composi¢ao de cada um dos meios empregados no
cultivo celular.

O meio padrao (KW1) ¢ enriquecido com LIF para que as células sejam mantidas em
estado de indiferenciacdo. O meio KW2 ¢ quase idéntico ao primeiro. Na sua composi¢ao,
suprimiu-se exclusivamente a adicdo de LIF. Células mantidas nesse meio avancam no
processo de diferenciacdo. O meio AR ¢ o mesmo meio KW2, enriquecido com AR em
baixas concentracdes. A adicdo do 4cido retindico (AR) O meio Osteogénico ¢ aquele
responsavel pela diferenciacdo terminal. Além da adi¢do de dexametasona e acido ascorbico,

ele ¢ enriquecido com BMP-4, uma proteina sabidamente osteo-indutora.
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Nome de
Referéncia

Meio de
cultura
Padrao
(KW1)

Meio de
cultura
padrio sem
LIF
(KW2)

Meio de
cultura
padrio com
Acido
Retinodico
(AR)

Meio de
cultura
padrio sem
LIF
(KW2)

Meio
Osteogénico
(BMP)

Composicao Utilizacao
Para cada 500mL de meio filtrado:
5,0 mL MEM AA 100X (0,1mM), Invitrogen, 11140-050;
5,0 mL Glutamina (2,0mM), Invitrogen, 25030-123; L.
5,0 mL Piruvato Na™" (1,0 mM), Invitrogen, 11360-88; EStaglo

5,0 mL 2-BME - 100X (0,1 mM), Sigma-Aldrich, M 7522; 1
50,0 mL Soro Fetal Bovino (10%), Gibco, 12657-029;

430,0 mL Meio de cultura GMEM, Sigma-Aldrich, G5154;

0,500 mL LIF - Fator Inibidor da Leucemia (10° UI/mL), Sigma-Aldrich,
L5158-5UG;

Para cada 500mL de meio filtrado:

5,0 mL MEM AA 100X (0,1mM), Invitrogen, 11140-050;

5,0 mL Glutamina (2,0mM), Invitrogen, 25030-123; L.
5,0 mL Piruvato Na™~ (1,0 mM), Invitrogen, 11360-88; Estagio
5,0 mL 2-BME - 100X (0,1 mM), Sigma-Aldrich, M 7522; 2
50,0 mL Soro Fetal Bovino (10%), Gibco, 12657-029;

430,0 mL Meio de cultura GMEM, Sigma-Aldrich, G5154;

Dissolver 50 mg de 100X Acido Retindico (AR), Sigma-Aldrich,
R 2625 em 16 mL de DMSO para obter a solugdo de AR
(solugdo de estoque mantida em aliquotas a -80° C.

102 M
Estagio

Diluir esta solugdo 20 vezes para obter a concentrago final 5 X 10 M. 3

Adicionar 2 pL da tltima solugdo em 10,0 mLde meio KW2 para
preparar a solugio final de concentragio igual a 107 M.

Obs: a manipulagdo de AR deve ser feita em local escuro.

Para cada 500mL de meio filtrado:

5,0 mL MEM AA 100X (0,1mM), Invitrogen, 11140-050;
5,0 mL Glutamina (2,0mM), Invitrogen, 25030-123; , .
5,0 mL Piruvato Na"~ (1,0 mM), Invitrogen, 11360-88; Estagio
5,0 mL 2-BME - 100X (0,1 mM), Sigma-Aldrich, M 7522; 3
50,0 mL Soro Fetal Bovino (10%), Gibco, 12657-029;

430,0 mL Meio de cultura GMEM, Sigma-Aldrich, G5154;

Para cada 20 mL de meio KW2, adicionar:

200 pL de 100X B-Glicerol Fosfato (B-GP, 10 mM), Sigma-Aldrich, ;-
G9891 / Acido ascorbico (AA, 170 uM), Sigma-Aldrich, A8960 Estagio
40 pL de 500X Dexametasona (100 nM), Sigma-Aldrich, D8893; 4
200 uL de 100X BMP-4 (100 ng / mL), R&D Systems 314-BP

(validade: 2 semanas)

Tabela 01 - Nomenclatura, Composic¢ao e utilizacdo dos meios de cultura utilizados
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3.5. Preparo do Material para Analise

O processamento do material consistiu em tripsinizagdo, ressuspensdo € contagem
empregando-se um hematocitometro de Neubauer. A seguir, o material foi centrifugado em
tubos de Eppendorf formando pellets com cerca de 400 mil células em cada. Os tubos foram
armazenados a -80 °C para a analise de PCR em tempo real. O mesmo procedimento foi

realizado nos trés grupos celulares obtidos: CT, Sem BMP ¢ BMP.

3.6. Extracio de RNA e PCR em Tempo Real
3.6.1. Extracao de RNA total

O pellet de células coletadas foi ressuspendido por agitacdo mecanica (vortex) em 1 ml
de Trizol® (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), utilizando-se o protocolo
para o reagente Trizol®, sem modificacdes. Ao término do protocolo, o RNA total foi
quantificado no NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, USA),
utilizando-se uma aliquota de 1 pl. Com o objetivo de eliminar uma possivel contaminagao
por DNA gendmico, as amostras de RNA foram tratadas com TURBO DNA-free kit (Ambion
Inc., Foster, California, USA), e em seguida requantificadas no NanoDrop.

3.6.2. Sintese do DNA complementar (¢cDNA) pela transcri¢cio reversa (RT)

A sintese do cDNA foi feita a partir de 1 pg de RNA total em 50 ul de volume da
reacdo final (20 ng RNA/uL), utilizando oligonucleotideos complementares reversos (anti-
senso) a0 RNAm dos genes-alvo (Tabela 02). O RNA foi inicialmente incubado a 70°C por
10 minutos juntamente com os iniciadores reversos (25 picomols de cada), para o anelamento
inicial dos primers descritos na Tabela 02. Em seguida, foi incubado com a transcriptase
reversa na presenca do tampao RT (KCI 50 mM, Tris-HCl 20 mM, pH 8,4), 4 ul de INTP
mix (250 mM de cada), 40 U de inibidor de RNase e agua livre de RNase para completar o
volume final. A reagdo foi entdo incubada a 43°C por 1 hora, finalizada a 4°C e armazenada a
-80°C até o uso. Todos os reagentes foram provenientes da Invitrogen® (SuperScript® First-

Strand Synthesis System for RT-PCR).

3.6.3. Oligonucleotideos Especificos
3.6.3.1. Escolha dos marcadores moleculares

Para avaliagdo da indiferenciacdo celular, da diferenciacdo osteoblastica e da
expressdo da Ativina A, marcadores moleculares foram escolhidos. Cad um deles possui
propriedades especificas que os tornam representativos de indiferenciagdo, diferenciagdo ou

simplesmente da expressdo da ativina.
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- Oct-4 (octamer-binding transcription factor 4) e Nanog sdo os fatores de transcri¢do mais
precocemente expressos no embrido. Por serem proteinas criticamente envolvidas na auto-
renovacdo de células embrionarias indiferenciadas, ambas tém sido frequentemente usadas
como marcadores de indiferenciagdo celular (NIWA et al., 2000; LOH et al., 2006; ZHAO et
al., 2012).

- Fosfatase alcalina 6ssea ¢ uma glicoproteina encontrada na superficie de osteoblastos. Sua
expressdo tem sido utilizada como um indicador da diferenciacdo celular osteoblastica.
Porém, por ser uma isoforma da fosfatase alcalina, sua produ¢do ndo indica uma atividade
exclusiva dos osteoblastos. Ela pode ser expressa também em pré-osteoblastos e, apesar de
amplamente empregada na pratica clinica, ndo constitui a op¢do mais especifica para se

estimar a expressdo da linhagem osteoblastica (CALVO et al., 1996).

- RUNX-2 ou Fator 2 de Transcri¢do Relacionado ao Runt. E um fator que se liga 2 CBF-
alpha-1 constituindo uma etapa fundamental na diferenciagdo osteoblastica. A expressao do
marcador RUNX-2 indica um comprometimento precoce da linhagem celular com o processo

de formagao 6ssea (DUCY et al., 1997; HASSAN et al., 2006; ZHANG et al., 2009).

- Osteocalcina ¢ uma proteina produzida exclusivamente por osteoblastos maduros. Para
confirmar a diferenciacdo de CTE em osteoblastos, a expressdo génica da Osteocalcina tem

sido amplamente empregada (OWEN et al., 1990; CARPENTER et al., 1998).

Os primers (oligonucleotideos) iniciadores da transcri¢do reversa e reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) em tempo real foram selecionados a partir do GeneBank, por meio da
ferramenta Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi). As sequéncias foram
analisadas no site da Integrated DNA Technologies (IDT) (http://www.idtdna.com), que
permitiu a elaboracdo dos primers para as regides-alvo de cada gene, de acordo com as nossas
especificagdes para as condigdes de cada primer. O gene que codifica a proteina B-actina foi
utilizado como referéncia para corre¢do da expressdo dos genes-alvo na PCR, a saber: Oct-4,
Nanog, Runx-2, Fosfatase Alcalina Ossea, Osteocalcina e Ativina A. Os primers foram
sintetizados pela Invitrogen, recebidos liofilizados e, em seguida, ressuspensos em agua
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC), livre de RNase e DNase (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), para concentragao final de 100 pmol/ul (concentracao
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para estoque). Foram preparadas aliquotas de 1 pmol/pl (concentragao de uso para a PCR), no

dia da PCR em tempo real. A localizag@o e sequéncia dos oligonucleotideos sintetizados estdo

apresentados na Tabela 02.

Iniciadores Sequéncia de nucleotideos (nt) nt Fragmento Codigo GenBank
amplificado
B-Actina-F 5’- TCTTGGGTATGGAATCCTGTGGCA -3’ 24 nt
75 pb NM_007393.3
(senso)
B-Actina-R 5’- ACAGCACTGTGTTGGCATAGAGGT -3’ 23 nt
(anti-senso)
Oct-4-F 5’- ATTGAGAACCGTGTGAGGTGGAGT - 3’ 24 nt
85 pb NM_013633.2
(senso)
Oct-4-R 5’- TGGCGATGTGAGTGATCTGCTGTA - 3’ 24 nt
(anti-senso)
Nanog-F1 5’- AGCAGATGCAAGAACTCTCCTCCA -3’ 24 nt
(senso) 89 pb NM_028016.2
Nanog-R2
] 5’- CCGCTTGCACTTCATCCTTTGGTT -3’ 24 nt
(anti-senso)
Osteo-F1 5’- TGAGCTTAACCCTGCTTGTGACGA - 3’ 24 nt
100 pb NM_001032298.2
(senso)
Osteo-R 5’- AGGGCAGCACAGGTCCTAAATAGT - 3’ 24 nt
(anti-senso)
ALBP-F 5’- ATGAAATCACCGCAGACGACAGGA -3’ 24 nt
98 pb NM_024406.1
(senso)
ALBP-R
5’- TGTGGTCGACTTTCCATCCCACTT -3’ 24 nt
(anti-senso)
24 nt
Runx-2-F 5’- GCTTTCATTAGGCAGGGCCAACAA -3’
87 pb
(senso)
NM_009820.2
Runx-2-R 5’- AGGGCTGGATCTCAAACTCACACA -3’ 24 nt
(anti-senso)
Ativina-F
5’- TGGAGTGTGATGGCAAGGTCAACA -3’ 24 nt
(senso) 84 pb
Ativina-R 5’- TGATCCAGTCATTCCAGCCGATGT -3’ 24 nt M13436.1

(anti-senso)

Tabela 02 -

Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a reacdo de PCR para a

amplificacdo especifica do cDNA da B-Actina e dos genes-alvo.
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3.6.4. RT-PCR em Tempo Real

As amostras de cDNA resultantes da RT foram submetidas a PCR em tempo real no
equipamento ABI PRISM® 7500 Sequence Detection System, utilizando-se o Power SYBR
Green® PCR Master Mix Kit (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). As
amostras foram aplicadas em placas de 96 pocos (ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction
Plate with Barcode, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), em triplicata, no
volume final de reagdo de 20 pl. Em cada poco foram pipetados 2 pul (75 ng de cDNA total)
de amostra e adicionados posteriormente 18 pl do segiunte mix: 10 pl do Power SYBR
Green® PCR Master Mix Kit + 0,5 pl de cada primer (senso e antissenso) + H,O livre de
RNase e DNase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). A placa foi selada com
adesivo optico (ABI PRISM® Optical Adhesive Covers, Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) e recebeu um spin para trazer o volume para o fundo do pogo. Em
seguida, a placa foi encaixada no equipamento de PCR em tempo real para leitura. As reagdes
de PCR em tempo real ocorreram no seguinte ciclo termal: [estagio 1] um ciclo de 50°C/2
min.; [estdgio 2] um ciclo a 95°C/10 min.; [estagio 3] 40 ciclos de 95°C/0,15 min. e 60°C/1
min. Ao término da ciclagem, foi realizada a curva de melting a 60°C por um minuto, para a
construcdo da curva de dissociacdo dos fragmentos amplificados.

O grau de pureza de um material pode ser avaliado por este perfil de desnaturagdo. A
presenga de multiplos picos de desnaturacdo indica que diferentes sequéncias foram
amplificadas e que ndo ha boa especificidade no material amplificado. As curvas de
desnaturacdo obtidas neste estudo demonstraram alta especificidade, permitindo-nos afirmar
que ndo houve amplificagdo de sequéncias de aminoacidos indesejaveis no material estudado.
Este achado indica uma alta especificidade na amplificagdo das sequéncias de aminoacidos
que foram submetidas a andlise quantitativa dos marcadores avaliados (WIENKEN et al.,

2011).

3.6.5. Analise Estatistica

Para controle interno, os resultados foram expressos como ACT, resultado da
subtracdo do CT dos genes-alvo pelo CT do gene de referéncia (vide item 3.5.3). A expressao
génica relativa foi calculada como fold change, definido pela formula 2*-AACt, onde AACT =
ACT dos grupos experimentais subtraido do ACT médio do grupo das células do corpo
embriondrio. As analises foram realizadas tendo por base o ACT, que ¢ a fonte primaria da
variagdo (YUAN et al., 2006). Os calculos estatisticos da PCR em tempo real foram

realizados no programa GraphPad Prism 5. Para avaliar a curva de distribuicao dos dados foi



22

aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov, que demonstrou distribui¢do paramétrica para o
ACT e nao-paramétrica para fold change. Para efeito descritivo, foram calculadas e
representadas graficamente as medianas e quartis do fold change nos trés grupos. O teste t de
Student ndo-pareado monocaudal foi utilizado para comparar a expressdo dos marcadores de
indiferenciagcdo Oct-4 e Nanog nos grupos CT ¢ SEM BMP. A andlise de variancia ANOVA
seguida pelo teste de Newman-Keuls foram empregados para comparar a expressdo dos
marcadores de diferenciacdo e da ativina A entre os trés grupos, tendo como base o fold

change (YUAN et al., 2006). Foi considerado estatisticamente significativo p < 0,05.

3.7. Imunocitoquimica
3.7.1. Preparo das Laminulas

Células embrionarias foram cultivadas placas de 24 pogos (TPP®, Trasadingen,
Switzerland) e laminulas de vidro circular de 13 mm (Glasscyto, Sdo Paulo, SP). As
laminulas foram tratadas com uma solucao de alcool/éter (1:1) por 24 horas para a remog¢ao
de gordura e, a seguir, autoclavadas. Em capela de fluxo laminar, as laminulas foram
colocadas em cada um dos pogos da placa de 24 pogos e receberam um pool celular na
densidade de 1x10° células/cm?/pogo para subsequente plaqueamento.

Trés experimentos independentes em triplicada foram realizados de acordo com a
figura abaixo. Todas as células plaqueadas dessa forma, foram lavadas 02 vezes com PBS

+/+, fixadas em 400uL de paraformoldeido 4% para cada pogo e armazenadas a 4°C.

IMUNOCITOQUIMICA

- Laminulas de
vidro 13mm
e

Laminulas de vidro
nos pogos

CT indiferenciadas
Estagio 1 :
37 L/b" o, -

[

Pogos lavados 2X com

CE p6s-AR PBst/r1X
SEM BMP Laminulas fixadas

com paraformaldeido
4% (DAPI)

Estéglo4 - :

Protocolo para ICC

CE pés-AR
COM BMP

Estégtos ¢
il L ') L(J -

Figura 05 - Diagrama ilustrativo das etapas envolvidas na imunocitoquimica.
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3.7.2. Imunocolorac¢io para ativina A

O paraformaldeido foi descartado e cada poco lavado 03 vezes com 500 pL de
PBS+/+ 1X estéril. As células fixadas foram permeabilizadas com TBS+BSA 2%-+Triton
0.1% por 10 minutos. A primeira etapa foi de inibi¢do da peroxidase endogena a fim de evitar
sua reagdo com o substrato fora de sitios antigénicos especificos. Para isso, as laminulas
foram incubadas por 5 minutos com Peroxidase Block (Novocastra'" Peroxidase Detection
System — RE7101) e, em seguida, lavadas 2 vezes com TBS. A segunda etapa foi a incubacao
com um bloqueador de proteina (Novocastra'™ Peroxidase Detection System - Protein Block
— RE7102) por 5 minutos, para suprimir ligacdes ndo especificas dos reagentes subsequentes.
Posteriormente, as células foram lavadas 2 vezes por 5 minutos com TBS.

A etapa seguinte foi a incubacdo das laminulas com o anticorpo primdrio para a
subunidade BA da ativina (Human/Mouse/Rat Activin A BA subunit Antibody — R&D
Systems). O anticorpo foi diluido em TBS nas propor¢des sugeridas nas instru¢des de uso do
anticorpo (R&D System). O controle negativo consistiu em laminulas incubados com
TBS+BSA 2% (anexo). Nesta etapa as laminulas foram viradas sobre 25 pL da solugdo do
anticorpo, sobre um plastico insufilm e incubadas por 1 hora. Para evitar evaporacdo e
ressecamento a incubacdo foi feita numa camara imida. A camara que utilizamos consistiu
em uma caixa plastica retangular rasa, forrada com papel umedecido em agua destilada.

Findo o tempo de incubagdo com o anticorpo primario, as laminulas foram lavadas 2
vezes por 5 minutos com TBS, e passou-se para a incubacdo com o anticorpo policlonal
secundario Donkey anti-Goat IgG — FITC (Abcam), aplicando-se 25 pL sobre um pléstico
insufilm esticado sobre a tampa de uma placa, as laminulas foram viradas sobre a gota por 30
minutos a temperatura ambiente. Terminada a incubag@o e lavado o excedente de anticorpo
secundario 2 vezes por 5 minutos com TBS, passamos a proxima etapa que foi a marcagdo
nuclear com DAPI.

Sobre Parafilm, foram pipetados 20 uL de DAPI para cada laminula, diluido 1000
vezes em PBS+/+ 1X, em uma concentracdo final de 0,03 mM/mL. As laminulas foram
transferidas para o parafilm de maneira que o lado em que as céluas aderiram estivesse em
contato com a gota de DAPI e, a seguir, foram incubadas no escuro por 1 minuto no DAPI e
transferidas novamente para a placa de cultura com a superficie de crescimento voltada para
cima. A seguir, lavadas 4 vezes com PBS+/+ 1X. As laminulas foram secas encostando-se a

borda das mesmas em papel absorvente e, em seguida, montadas em laminas de microscopia,
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com o6leo de montagem antifade (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), e as

bordas seladas com esmalte. As laminas foram guardadas em caixa escura e resfriada (-20°C).

3.7.3. Leitura das laminas

As células foram examinadas em microscopio de fluorescéncia (Zeiss Axio-plan 2,
Alemanha), utilizando filtro de excitagdo e emissdo de 380 e 430 nm, no Laboratorio
Professora Concei¢do Machado, no Departamento de Morfologia do ICB/UFMG, utilizando-
se objetiva de 40 X 0,75 e 60 X 1,23 . As imagens foram capturadas utilizando-se o programa
Axion Vision Release 4.7.2, através da camera digital acoplada ao sistema MC 200 chip com

ampliacdo de imagens em até 400X.
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4. RESULTADOS

4.1. Indicadores de Qualidade das reacdoes de PCR em Tempo Real

Foram utilizadas amostras em triplicata de trés experimentos independentes em
diferentes estdgios de diferenciacdo: indiferenciado (CT), intermedidrio (sem BMP) e
diferenciado (BMP). Os resultados de amplificagdo da Beta-Actina demonstraram-se
homogéneos em todos os alvos para as sequéncias de aminoacidos avaliadas e sua
amplificagdo seguiu o padrdo exponencial esperado (Grafico 01). As curvas de desnaturacio

comprovaram a alta especificidade das reagdes de PCR, com amplificacdo exclusiva das
sequéncias-alvo (Grafico 02).

Grafico de Amplificagao da Beta-Actina
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Grafico 01 - Amplificagdo da Beta-Actina. Cycle Threshold (Ct) representado na barra
horizontal.
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Grafico 02 - Curvas de desnaturacdo (Melting). (A) PB-Actina, (B) fosfatase alcalina 6ssea,
(C) osteocalcina, (D) ativina BA, (E) Oct-4, (F) Nanog, (G) Runx-2.
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4.2. Expressao de Marcadores de Indiferenciacdo Celular

Observou-se significativa reducdo na expressdo génica do marcador de
indiferenciacdo celular Oct-4 nas células submetidas ao estimulo parcial de diferenciagao

6ssea (Sem BMP) se comparadas ao grupo de células-tronco indiferenciadas (CT).

(A) Oct-4 (B) Nanog
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Grafico 03 - Expressdao génica dos marcadores de indifrencia¢do celular Oct-4 (A) e Nanog
(B) em células-tronco indiferenciadas (CT) e corpos embrionarios que receberam estimulo
intermediario de diferenciagdo (sem BMP). Os graficos representam a mediana (linha
horizontal), o intervalo inter-quartil (extremidades dos retangulos) e os percentis 10 e 90

(barras de erro). *p<0,05 (teste ¢ de Student).

4.3. Expressio de Marcadores de Diferenciacio Ossea

Substancias produzidas pelos osteoblastos foram utilizadas como marcadores
especificos da diferenciacdo Ossea (ex: osteocalcina, fosfatase alcalina 6ssea e RUNX-2. Sua
expressdo génica foi quantificada em momentos distintos do protocolo de diferenciagdo

celular.

O Grafico 04 representa a expressao génica dos marcadores de formagdo dssea nas
células indiferenciadas (CT); nas células que sofreram a diferenciacdo intermedidria (SEM
BMP) e nas células que completaram todo o processo de diferenciacdo Ossea (BMP).

Verificou-se maior expressdo génica de osteocalcina (aumento mediano de 5,8 vezes,
p<0,05) e de RUNX-2 (aumento mediano de 3,3 vezes, p=0,08) no material submetido ao
estimulo para diferenciacdo final em relacdo ao referencial CT. A expressdao génica da
fosfatase alcalina Ossea foi semelhante entre os grupos de diferenci¢do ntermedidria (sem

BMP) e na fase de diferenciacdo terminal (BMP).
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Grafico 04 - Expressdo génica dos marcadores de diferenciagdo osteobalstica: osteocalcina
(A), fosfatase alcalina 6ssea (B), RUNX-2 (C) no processo de diferenciacao celular. *p<0,05

(analise de variancia e teste de Newman-Keuls) vs. células indiferenciadas (CT).
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4.4. Expressiao génica da Ativina A

A expressao génica da Ativina A é representada na Figura 7. Observa-se o aumento
progressivo da expressdo de ativina A durante o processo de diferenciacdo celular. Nas
células que completaram o processo de diferenciacdo com estimulo por BMP, a expressao
mediana de ativina A de 4,1 vezes superior (p<0,05) a do grupo de células-tronco

indiferenciadas (Gréafico 05).
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Grafico 05 — Expressdo génica da ativina A (subunidade beta-A) durante processo de diferenciagdo celular.

*p<0,05 (analise de variancia e teste de Newman-Keuls) células diferenciadas vs. células indiferenciadas (CT).

4.5. Imunocoloracio para Ativina A

A Figura 06 exibe os resultados da imunocoloracdo para Ativina A. N@o houve
imunocolora¢do para ativina A em células indiferenciadas. As células tratadas com AR e sem
o estimulo da BMP-4 apresentaram marcagdo discreta, enquanto as células cultivadas com

BMP até a diferenciagdao completa apresentaram marcagdo mais intensa para Ativina A.

Figura 06 - Fotomicrografias representativas do resultado da imunocitoquimica para ativina A em células-
tronco indiferenciadas (A), células sob estimulo intermedidrio ssm BMP (B) e nas células que completaram
todo o protocolo de diferenciacdo 6ssea com BMP (C). A imunomarcagdo corresponde a coloracio avermelhada,

extranuclear. Os nicleos sdo marcados em verde.
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5. DISCUSSAO

5.1. Cultivo e Diferencia¢cao Celular

No presente trabalho, todas as amostras de células de cultivo foram geradas a partir de
uma unica linhagem de células-tronco indiferenciadas descongelada na décima passagem
celular. Portanto, presumidamente portadoras do mesmo potencial genético. A diferenca entre
elas foi apenas o grau de estimulo para diferenciacio dssea aplicado.

A adaptacdo técnica proposta foi a substituicio do cultivo em gotas invertidas pelo
cultivo em suspensdo tradicional. O cultivo em suspensdo convencional obteve um
rendimento satisfatorio por meio da cultura em suspensdo, reduzindo o gasto de tempo e
material em relagdo ao cultivo em suspensdo. E importante o uso de placa de cultivo anti-

aderente a fim de evitar o plaqueamento excessivo do material em suspensao.

5.2. PCR em Tempo Real
Todos os genes-alvo descritos acima, foram normalizados pela B-Actina quando
avaliados por PCR em tempo real em cada uma das amostras dos trés experimentos completos

e independentes realizados.

5.2.2. Homogeneidade

A expressdao da B-Actina deve ser homogénea entre as diferentes amostras testadas
para garantir a comparabilidade entre todo o material coletado. Os resultados obtidos
demonstraram haver homogeneidade na expressao de f-Actina em todas as amostras (Grafico
01) atestando a comparabilidade do material e a reprodutibilidade dos trés experimentos

independentes realizados (HUGGETT et al., 2005).

5.2.3. Especificidade

A andlise da curva de desnaturagdo (Melting Curve) ¢ uma abordagem que avalia as
caracteristicas de dissociagdo do DNA durante o aquecimento através do perfil de
desintegracao pelo calor. A desnaturacdo de acidos nucléicos do DNA ou RNA produz um
efeito denominado termoforese, documentado pelas alteragdes na fluorescéncia, especificas
para cada sequéncia de aminodcidos. Dessa forma, cada substincia possui um perfil de

desnaturacdo especifico que gera uma curva propria de desnaturagao.
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5.2.4. Quantificacdo da Expressao Génica

Existem dois métodos, igualmente validos, para anélise de dados obtidos a partir de
PCR em tempo real: método da Curva Padrdo Relativa e método CT Comparativo. O método
da Curva Padrdo Relativa requer uma curva padrdo para cada reagdo e, por isso, exige mais
reagentes € mais espaco na placa de reacdo. O Método CT Comparativo, também conhecido
como método AACT, é semelhante ao método da Curva Padrdo Relativo e utiliza féormulas
matematicas para a quantificacdo relativa. Conforme demonstrado no Grafico 01, a
amplificacdo da Beta-Actina foi homogénea entre as amostras testadas. A homogeneidade ¢
respalda a utilizagdo do método CT Comparativo.

Quanto menor ¢ o nimero de ciclos de PCR necessarios para se expressar um gene,
maior serd a expressao génica desse alvo. Essa relacdo inversa ¢ utilizada para compor uma
equacdo que considera a amplificacdo do gene de referéncia e a média das curvas de
amplificacdo dos demais genes testados. O parametro derivado dessa equacdo é conhecido
como AACT. Portanto, quanto menor o AACT, maior a expressdo génica de um determinado

alvo no material estudado.

5.2.4.1. Marcadores de Indiferenciacao Celular
Conforme esperado, os marcadores de indiferenciacao celular (Nanog e Oct-4) foram
mais expressos nas amostras de células-tronco indiferenciadas, conforme previsto. Mesmo em

estagios avancados do protocolo de diferenciacdo houve expresdao desses marcadores

Oct-4
O nivel de significincia estatistica foi alcangado demonstrando que a expressao génica
do Oct-4 foi significativamente menor a medida em que o protocolo avangou para estagios de

maior estimulo a diferenciacao dssea (Grafico 03 A).

Nanog

O Grdfico 03 B sugere haver menor expressao do Nanog nas amostras submetidas a
uma parte do processo de diferenciagdo (Grupo Sem BMP) do que nas amostras de células-
tronco indiferenciadas (Grupo CT). Contudo, a significAncia estatistica ndo foi alcancada. E
possivel que o reduzido tamanho amostral tenha comprometido a significincia estatistica

esperada para a reducdo da expressdo génica do marcador Nanog no experimento.
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5.2.4.2. Marcadores de Diferenciacio Osteoblastica

Fosfatase Alcalina Ossea

Os resultados do experimento realizado confirma os dados da Literatura relativos a
FAO. Foi demonstrado que a expressdo de FAO pode ser decorrente de osteoblastos maduros
mas também de pré-osteoblastos (CALVO et al., 1996). O Grafico 04 B evidencia uma
expressdo semelhante da fosfatase alcalina Ossea entre células submetidas ao estimulo
intermediario (Grupo Sem BMP) e células que receberam o estimulo completo de

diferenciagdo 6ssea (Grupo BMP).

RUNX-2

Este marcador de diferenciagio dssea comportou-se dentro do esperado. A medida em
que as células recebiam mais estimulo para a diferenciacdo, maiores quantidades de RUNX-2
eram expressas. Inobstante a tendéncia gradual verificada, a significancia estatistica nao foi
alcangada. Vale lembrar que o RUNX-2 indica um comprometimento precoce da linhagem

celular com a diferenciagdo 0ssea e pode ser expressa também em pré-osteoblastos.

Osteocalcina

Este marcador, expresso exclusivamente em osteoblastos maduros, reflete com
fidelidade a maior expressdo génica dos marcadores Osseos em células submetidas ao
protocolo completo de diferenciacdo osteobdstica. A maior expressiao da Osteocalcina
alcangou o nivel de significancia estatistica quando comparado as células indiferenciadas. A
magnitude dessa resposta parece reproduzir os diferentes graus de estimulo e sugere que o
estimulo osteogénico do Estagio 04 seja fundamental para garantir uma completa

diferenciagdo dssea.

5.2.4.3. Ativina A

A expressao génica da ativina A acompanhou o padrao de resposta dos marcadores de
diferenciagcdo 6ssea RUNX-2 e Osteocalcina, corroborando a hipétese de que a Ativina A seja
um importante fator envolvido na diferenciacdo Ossea terminal, mais presente nos
osteoblastos. A Ativina A foi detectavel também em células submetidas a estimulo parcial

para a diferenciagao.
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O nivel de significancia estatistica para a crescente expressdo da Ativina A foi
alcancado somente nas amostras celulares que receberam o estimulo terminal de
diferenciagdo, sugerindo que a BMP - no caso o subtipo 4 - seja um agente fundamental e
atue em sinergia com a Ativina A no processo de mineralizacao dssea.

A ativina A foi expressa de forma independe das ativinas gonadais pois, pelo método
de cultivo celular in vitro, € possivel constituir um ambiente isento da interferéncia de ativinas
gonadais. Dessa forma, demonstrou-se que a ativina A é produzida a partir de células
osteoblasticas diferenciadas a partir de CTE de camundongo.

Embora detalhes da relacdo entre ativinas e BMPs ndo tenham sido elucidados, ¢
possivel considerar que a Ativina A atue em sinergia a BMP e, portanto, favorecendo a
mineralizacdo Ossea. Por ser secretada em Osteoblastos, a Ativina A pode ser considerada
uma substancia anabolizante. Sua ac¢do dssea deve ser alvo de mais estudos com objetivo de

se constituir um potencial alvo terapéutico a ser explorado.

5.3. Imunocitoquimica
A quantificacdo da marcacdo por imunocitoquimica ndo pode ser realizada devido a
espessura do material depositado sobre as laminulas. As amostras avaliadas demonstraram
intenso efeito efeito background, o que compromte a quantificacdo da resposta lumniscente.
Contudo, uma analise qualitativa pode ser obtida. Através do microscopio, foi possivel
perceber que a intensidade da marcacdo de Ativina foi tanto maior quanto mais estimulo

osteogénico era aplicado as culturas celulares.
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6. CONCLUSOES

A adaptacdo ao protocolo de diferenciagdo osteoblastica possibilitou uma qualidade de
cultivo suficiente para avaliar a expressdo de marcadores especificos em coldnias

celulares submetidas a um protocolo de diferenciacdo celular osteoblastica.

A expressdo génica dos marcadores de diferenciacdo dssea (Osteocalcina, RUNX-2 e
Fosfatase Alcalina Ossea), avaliada por PCR de tempo real, aumentou gradualmente em

relacdo direta com o estimulo de diferenciagdo osteobléstica.

A expressdo génica da ativina A, avaliada por PCR de tempo real, foi detectada em
células-tronco embrionarias de camundongo desde o estagio indiferenciado, aumentando
gradualmente com o tempo de cultivo celular de forma diretamente proporcional a

expressao de marcadores de formacao dssea avaliados.

A expressao protéica da Ativina A foi comprovada pela marcagdo imunocitoquimica,
que demonstrou, de forma qualitativa, haver maior expressao de ativina quanto mais se

avancou rumo a diferenciagdo osteoblastica.
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