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RESUMO

MONTEIRO, Betania Souza, D.Sc, Universidade Federal de Vigosa, junho de 2009.
Tratamento de defeitos criticos em calvaria de camundongos com células-tronco
mesenquimais associadas ou ndo ao plasma rico em plaquetas. Orientador: Ricardo
Junqueira Del Carlo. Co-orientadores: Marlene Isabel Vargas Viloria e Joaquin Hernan
Patarroyo Salcedo.

O tecido 6sseo ¢ um tecido dinamico continuamente submetido a processos de
remodelagdo importantes para a manutencao da homeostase tecidual e reparacao dos
microtraumas aos quais submete-se diariamente. Essa reparacdo € um processo
complexo que envolve quimiotaxia e adesdo de células indiferenciadas e jovens a matriz
Ossea desmineralizada e seqiiente proliferacdo e diferenciagdo em osteoblasto, seguida
por uma fase de organizacdo e estruturagdo do tecido formado. A participagao de
proteinas regulatorias coordenando a biologia celular e molecular da osteogénese esté
cada vez mais evidenciada na literatura e dentre essas proteinas, destacam-se os fatores
de crescimento produzidos e liberados pelo plasma rico em plaquetas (PRP) e pelas
células-tronco mesenquimais (MSC). As perspectivas de estabelecer terapias celulares
utilizando o PRP e as MSC para tratar tecidos lesados e/ou com pequena capacidade de
regeneracdo sao promissoras e estudos clinicos estdo sendo realizados, apresentando
resultados muito animadores. O presente trabalho objetivou avaliar a contribuicdo das
MSC utilizadas de forma isolada e associadas ao PRP nos processos de reparagao Ossea
de defeitos criticos produzidos em calvaria de camundongos isogénicos C57BL/6.
Foram avaliados quatro grupos experimentais, cada grupo contendo 12 camundongos,
que receberam tratamentos distintos com pellet de MSC, gel de plaquetas, associag@o
MSC/PRP e um grupo que ndo recebeu tratamento. Foram realizadas avaliagdes
macroscopicas, estatisticas, microscopicas e moleculares e constatou-se que o emprego
das MSC derivadas da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 gfp*, associadas ou ndo
com PRP e a aplicacdo do gel de plaquetas de forma isolada, aplicados em defeitos
Osseos criticos produzidos em calvaria de camundongos jovens contribuem
positivamente para o processo de reparagdo Ossea. Dentre os tratamentos realizados
observa-se que os resultados obtidos nos grupos que utilizaram as MSC isoladamente
ou associada ao PRP sdo similares e melhores, seguido pelo grupo tratado com PRP

isolado, e por fim, grupo controle.
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ABSTRACT

MONTEIRO, Betania Souza, D.Sc, Universidade Federal de Vigosa, June of 2009.
Treatment of critical defects in mice calvarial with mesenchymal stem cells
associated or not with platelet-rich plasma. Adviser: Ricardo Junqueira Del Carlo.
Co-advisers: Marlene Isabel Vargas Viloria and Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo.

Bone tissue is continuously subjected to dynamic remodeling processes that are
important for tissue homeostasis maintenance and micro injuries repair. This repair is a
complex process that involves chemotaxis and adhesion of undifferentiated and young
cells to demineralized bone matrix and sequential proliferation and differentiation of
osteoblasts, followed by a phase of organization of the formed tissue. Literature
evidences the participation of regulatory proteins coordinating the cell and molecular
biology of osteogenesis and among these proteins are the growth factor produced and
released by platelet-rich plasma (PRP) and the mesenchymal stem cells (MSC).
Prospects of establishing cell therapies using the PRP and the MSC to treat injured
tissues and/or with little capacity for regeneration are promising and clinical studies are
being conducted, showing very encouraging results. This study evaluated the
contribution of MSC used isolated and associated with platelet-rich plasma in the bone
repair processes of critical defects produced in calvarial of isogenic mice C57BL/6.
Four experimental groups were evaluated, each group containing 12 mice that received
different treatments with MSC pellet, platelets in gel, association of MSC/PRP and a
group didn’t received treatment. Macroscopic, statistics, microscopic and molecular
evaluations were realized and demonstrated that there was positive contribution for
repairing bone critical defects produced in calvarial of young mice treated with
mesenchymal stem cells (MSC) derived from bone marrow of mice C57BL / 6 GFP +,
isolated and associated with of PRP, and platelet in gel isolated. Among all the realized
treatments the better results were obtained in the groups that used MSC alone or
combined with PRP, followed by the group treated with PRP alone, and finally, the

control group.
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CELULAS-TRONCO E FATORES DE CRESCIMENTO NA
REPARACAO TECIDUAL

Ricardo Junqueira Del Carlo*
Betania Souza Monteiro?

Napoledo Martins Argdlo Neto®

Introducéo

A década de 90 foi marcada por importantes avangos nas pesquisas com terapia
celular objetivando o tratamento de doengas hereditarias, auto-imunes e demais
patologias com poucas perspectivas terapéuticas. Entretanto, até entdo, a terapia celular
esteve restrita a utilizacdo de células hematopoiéticas no tratamento de doencas
hematologicas e onco-hematoldgicas.

A partir do inicio do século XXI, com o advento de novos conhecimentos sobre
a plasticidade das células-tronco e com o surgimento de estudos cientificos que
sugeriram a transdiferenciacao (direta ou indireta) e diferenciacao dessas células, estas
passaram a ter seu emprego considerado na terapia celular (Herzog et al., 2003;
Meirelles et al., 2006). Atualmente, a possibilidade de tratamento com células-tronco
conquistou notoriedade devido ao seu inigualavel potencial terapéutico e tornou-se a
principal alternativa da terapia celular (Lai et al., 2007).

No bojo destas descobertas encontram-se pacientes avidos por tratamento de
enfermidades com prognodstico desfavoravel e o apelo da midia para o incentivo as
pesquisas com células-tronco. O governo Brasileiro recentemente abriu linhas de crédito
para pesquisas na area de terapia reparativa de tecidos com células-tronco, entretanto,

até o presente momento, a terapia aplicada com células-tronco embrionarias humanas ¢
*

proibida no Brasil .

! Professor Titular de Cirurgia e Obstetricia Veterinarias; Pesquisador bolsista produtividade CNPq. Diretor do Centro de Ciéncias
Biologicas da UFV e Membro da Comissdo de Biotecnologia e Biosseguranga do Conselho Federal de Medicina Veterinaria.
CRMV-MG 1759.

2 Médica Veterinaria. Mestre em ortopedia ciriirgica de pequenos animais. Doutoranda em ortopedia cirirgica de pequenos animais
pela UFV. CRMV-MG 7043.

* Médico Veterinario. Mestre em clinica médica de pequenos animais. Doutorando em clinica médica de pequenos animais pela
Universidade Federal de Vigosa (UFV). CRMV-MG 7588.

* nota dos autores: no dia 29 de maio de 2008, por seis votos contra cinco, o Supremo Tribunal Federal (STF) liberou
as pesquisas cientificas com células-tronco embriondrias sem nenhuma restricdo, como previsto na Lei de
Biosseguranga. Data posterior a publicagdo do artigo original.



Células-tronco

Em todos os animais vertebrados sdo encontrados dois tipos de células-tronco
(CT): as células-tronco embrionarias (CTE) e as células-tronco adultas (CTA),
recentemente também denominadas células-tronco somaticas.

As CTE podem ser obtidas do zigoto e da cavidade interna do pré-embrido
(blastocisto). Embora as atuais técnicas de coleta dessas células sejam realizadas em
pré-embrides nao aptos para a implantagdo e nidagdo, por questdes éticas e religiosas, as
pesquisas utilizando CT de embrides humanos ainda ndo sdo permitidas em muitos
paises do mundo (Yamanaka, 2007). No Brasil, a legislagdo permite a retirada dessas
células de blastocistos para pesquisas in vitro, porém ainda nao ¢ permitida a aplicagdo
terapéutica dessas células em humanos. Por este motivo, pouco se conhece sobre as
interagdes moleculares e sinaliza¢do celular dessas células com outros tecidos orgénicos
e os avangos cientificos obtidos advém de pesquisas com CTE de animais, como
modelo bioldgico ao comportamento das CTE humanas.

Diferentemente das CTA, as CTE devem ser diferenciadas in vitro antes de sua
implantacdo, pois os diferentes estimulos teciduais podem induzir a uma diferencia¢do
desorganizada in vivo, originando tecidos neoplasicos (teratomas).

Estas especificidades estimularam as pesquisas com CTA, que podem ser
coletadas de forma indcua, de quase todos os tecidos adultos, ndo infringindo questdes
éticas, morais ou religiosas. Nao obstante, demonstrou-se que as algumas populacdes de
CTA exibem propriedades de plasticidade semelhante as CTE, podendo originar tipos
celulares de linhagem embrioldgica diferente da sua propria génese (De Kretser, 2007).
As possibilidades de utilizacdo dessas células sao tdo amplas que relatos recentes
demonstram a obtencdo de CTE a partir da transdiferenciagdo indireta de CTA

ectodermais (Meissner et al., 2007; Takahashi et al., 2007).
Diferenciacéo da CTA

A diferenciacao das CTA ¢ subordinada aos estimulos bioquimicos produzidos
pelo tecido (nicho) ou meio de cultura no qual a célula esta inserida. Tais estimulos, em
sua maioria, decorrem da agdo de peptideos semelhantes a hormonios, que como tais,

regulam a atividade celular. Estes peptideos sdo denominados de fatores de crescimento



(FC) e podem ser produzidos autocrinamente pela célula alvo ou liberados através da
membrana plasmatica das células adjacentes, modulando a atividade celular (Takahashi
etal., 2007).

Diferentemente dos hormoénios, os FC possuem uma meia-vida curta e sdo
secretados em pequenas concentragdes por ampla variedade de tecidos. Atualmente,
estao identificados mais de 130 FC, muitos deles associados ao sistema imunologico,
recebendo a nomenclatura de citocinas.

Embora o mecanismo exato da acdo dos FC, sobre a atividade das CTA, nao
esteja completamente elucidado, reconhece-se que estas células se diferenciardo no tipo
celular do tecido no qual se encontram, mediante esse estimulo. Inicialmente,
acreditava-se que as CTA originavam linhagens celulares diferentes apenas por
transdiferenciacdo e diferenciagdo. Segundo estas teorias, as CTA, sob estimulos
especificos, sofrem transformacgdo estrutural e funcional, originando tipos celulares
distintos (Herzog et al., 2003). Porém, outro estudo demonstrou que as CTA
caracterizadas anteriormente como transdiferenciadas apresentavam padrdo de
fluorescéncia semelhante a célula somatica do tecido sugerindo, na verdade, uma fusao
celular (McKinney-freeman et al., 2002; Jackson et al., 2004).

Assim, atualmente admite-se que a plasticidade das CTA pode ser explicada por
transdiferenciagdo (ou de-diferenciagdo), diferenciagdo e também por fusdo celular,
segundo a qual a CTA assume o padrdo de expressdo génica da célula adulta a qual se
fundiu (Herzog et al., 2003; Meirelles et al., 2006).

Na reparagdo Ossea, as CTA recebem estimulos pro-mesenquimais, liberados
diretamente pelos FC produzidos pelos tipos celulares envolvidos. Os principais FC
envolvidos nesse processo sdo: fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator de crescimento transformador beta (TGF-p), fator de crescimento vascular (EGF),
as proteinas morfogenéticas Osseas (BMP) e o fator de crescimento insulinico (IGF)
(Macdonald et al., 2007). Estes FC estimulam, em maior ou menor grau, a organizagao
do tecido conjuntivo, angiogénese, deposi¢cdo de matriz extracelular, quimiotaxia de
células osteoprogenitoras e formagdo do tecido de granulagdo. Desta forma, as CTA
diferenciar-se-ao nos tipos celulares do tecido conjuntivo e dsseo. Entretanto, pouco se
sabe sobre que sinaliza¢do celular determinard quais CTA migrardo ao sitio lesional

Osseo para originar osteoblastos e quais se diferenciardo em fibroblastos.



No processo de cicatrizagao cutanea, o TGF-f, ativinas, EGF, PDGF, fator de
crescimento do tecido conectivo (CTGF), fator de crescimento fibrobléstico (FGF), IGF
e o fator de crescimento epidermal (EPGF) contribuem para a organizagdo do tecido
conjuntivo e formagdo de ceratindcitos (Eming et al., 2008). A medida que o processo
cicatricial avanga, os estimulos mesenquimais sdo sobrepujados pelos estimulos
ectodermais. O TGF-B por exemplo, durante a fase aguda da inflamagdo, inibe a
diferencia¢do de ceratinécitos. Entretanto, durante a fase de reepitelizacdo, estimula a
migracdo dos ceratinocitos pela matriz de fibronectina neoformada. O EPGF, por outro
lado, inibe a apoptose de ceratindcitos e diminui a resposta celular aos estimulos do

TGF-B e FGF.
Consideracgoes

Mediante o exposto, esta estabelecido que os FC liberados tanto na reparacao
Ossea quanto na cutanea sdo similares. Mas, a plasticidade das CTA no tipo tecidual
especifico ¢ dependente da interacdo destes FC liberados pelas células presentes no
local da reparacdo; do sinergismo e antagonismo entre eles e da quantidade, intensidade
e duragdo do estimulo produzido.

Elucidar como ocorre a sinalizagdo celular para a diferenciagdo das CTA,
permitird avancos significativos na terapia reparativa de tecidos, por meio da aplicagao
de estimulos exdgenos especificos sobre as células no local da lesdo e em culturas

celulares.
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Células-tronco mesenquimais (MSC): uma breve revisédo
Mesenchymal Stem Cell: Short Review

Betania Souza Monteiro®, Napoledo Martins Argdlo Neto?, Ricardo Junqueira Del

Carlo®.

- REVISAO BIBLIOGRAFICA -

RESUMO

Dentre todas as células-tronco estudadas até o presente momento, as
mesenquimais (MSC) destacam-se por sua elevada plasticidade, podendo originar
tecidos mesodermais € ndo mesodermais. Além disso, possuem caracteristicas
imunomoduladoras e imunossupressoras que ampliam as possibilidades de utilizacao
terapéutica. As MSC secretam uma grande variedade de citocinas pro e
antiinflamatérias e fatores de crescimento e, por meio dessas moléculas bioativas,
proporcionam a modulagdo da resposta inflamatoria, re-estabelecimento do suprimento
vascular e reparagdo adequada do tecido, contribuindo para a homeostasia tissular e
imunologica sob condigdes fisioldgicas. Também podem induzir as demais células
presentes no nicho tecidual a secretarem outros fatores soliveis que estimulam a
diferenciagdo dessas células indiferenciadas, favorecendo o processo de reparacdo. A

terapia celular com MSC ¢ uma alternativa terapéutica promissora, porém a
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compreensdo da biologia dessas células ainda ¢ uma ciéncia em formacao. Este artigo
tem por objetivo realizar uma breve revisdo sobre as células mesenquimais

indiferenciadas.

Palavras-chave: Terapia celular, propriedades imunologicas, fatores soluveis,

citocinas, reparacao tecidual.

ABSTRACT

Of all the stem cells studied so far, the mesenchymal stem cells (MSC) stand out
for their high plasticity and capacity of generating mesodermal and non-mesodermal
tissues. In addition, immunomodulatory and immunosuppressive features that expand
possibilities for therapeutic use are present in these cells. A variety of pro and anti-
inflammatory cytokines and growth factors are secrete for MSC and provide a
modulation of inflammatory response, re-establishment of vascular supply and adequate
repair of the tissue, allowing the return of homeostasis original under physiologic
conditions. Therefore, they can induce secretion of soluble factors that stimulate their
differentiation by other cells present at the niche’s tissue, promoting the repair process.
Cell therapy using MSC is a promises therapeutic alternative, but biology understanding
these cells is formation science yet. The aim of the article is to conduct a short review of

these undifferentiated mesenchymal cells.

Key words: Cell therapy, immunological properties, growth factors, cytokines, tissue

repair.



INTRODUCAO

As células-tronco mesenquimais (MSC) sdo consideradas uma linhagem de
células-tronco somaticas e estdo presentes em regides perivasculares de todos os tecidos
adultos, em pequenas quantidades, incluindo a medula d6ssea (MO), tecido adiposo,
periésteo, tecido muscular e oOrgdos parenquimatosos (MEIRELLES et al, 2008;
MAMBELLI et al., 2009; ZUCCONI et al., 2009). A MO constitui um dos principais
sitios doadores dessas células, assim como de células-tronco hematopoéticas e

endoteliais (PITTENGER et al., 1999; MINGUELL et al., 2000).

As MSC caracterizam-se por ser uma populacdo de células multipotentes
capazes de se diferenciar e produzir muitos tipos celular necessario num processo de
reparagdo, como osteoblastos, condroblastos, hepatdcitos, neurdnios, células epiteliais,
renais, cardiacas, entre outras (PITTENGER et al., 1999). Tais caracteristicas de
plasticidade sugerem que esse tipo celular é o responsavel pelo turnover e manutencao
de todos os tecidos do organismo (CAPLAN, 2009). Elas tornaram-se foco de inimeras
pesquisas em todo o mundo por fornecer perspectivas clinicas promissoras para a

terapia celular.

Em culturas e em condi¢gdes adequadas de cultivo, as MSC exibem morfologia
fibroblastéide, adesdo em substrato plastico, auto-renovacao ¢ diferenciagdo em tipos
celulares distintos (MENDELOW et al., 1980; PITTENGER et al., 1999; NARDI &
MEIRELLES, 2006). Podem ser expandidas por mais de 40 geracdes mantendo
capacidade multipotente, embora reduzam as taxas de mitose e haja uma grande
probabilidade de actimulo de mutacgdes, tornando desaconselhavel seu uso clinico,

nestas condi¢cdes (DEANS & MOSELEY, 2000).

10



As MSC expressam um grande numero de moléculas bioativas como as
moléculas de adesdo, proteinas de matriz extracelular, citocinas e receptores para fatores
de crescimento, permitindo interagdes com demais células (HUSS, 2000; BOBIS et al.,
2006). Essas moléculas atuam modulando a resposta inflamatoria, angiogénese ¢ mitose
das células envolvidas no processo de reparagao tecidual (WAN et al., 2008; CAPLAN,

2009).

PLASTICIDADE DAS MSC

De todas as linhagens de células-tronco somadticas estudadas até o presente
momento, as MSC apresentam maior plasticidade, originando tecidos mesodermais e
nao mesodermais (MEIRELLES et al., 2006). Contudo, os mecanismos de plasticidade
nao sdo totalmente compreendidos.

Inicialmente acreditava-se que as MSC originavam linhagens celulares diferentes
por transdiferenciagdo. Segundo essa teoria, elas alterariam sua expressdo génica para a
de uma linhagem celular completamente diferente, originando tipos celulares distintos
(HERZOG et al., 2003). A transdiferenciacdo pode ocorrer de forma direta, quando a
célula altera seu citoesqueleto e sintese protéica para rediferenciar-se em outro tipo
celular especifico, ou indireta, quando desdiferencia-se em uma célula-tronco mais
primitiva para, posteriormente, se re-diferenciar em outro tipo celular (VERFAILLIE,
2002; HERZOG et al., 2003).

Outro mecanismo de diferenciagdo celular proposto ¢ a fusdo. Acredita-se que as
MSC podem fusionar-se a uma célula adulta alvo, assumindo o padrio de expressao
génica da célula adulta a qual se uniu. A fusdo celular ¢ um fendmeno biologico

amplamente conhecido, ocorrendo principalmente nas células cuja poliploidia (dois ou
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mais conjuntos de cromossomos) ¢ comumente vista, como em hepatocitos e células
musculares esqueléticas (HERZOG et al., 2003; MEIRELLES et al., 2006).

Além disso, as MSC secretam uma grande variedade de quimiocinas, além de
expressar receptores para citocinas e fatores de crescimento. Dessa forma, as MSC
interagem com as células residentes (nicho) e podem induzi-las, por mecanismo
paracrino, a se diferenciar em linhagens celulares distintas, de acordo com esta

sinalizacdo (TAKAHASHI et al., 2007).

PERICITOS e MSC

Os pericitos sdo células presentes na parede vascular de arteriolas pré-capilares e
nas pequenas artérias e veias (HIRSCHI e D’AMORE, 1996; MEIRELLES et al.,
2008). Sao conhecidas também como células periendoteliais, célula reticular adventicial
ou células de Rouget, as quais estdo embebidas na membrana basal, onde entram em
contato com o endotélio vascular e células endoteliais (HIRSCHI e D’AMORE, 1996;

ARMULIK et al., 2005; MEIRELLES et al., 2008).

Alguns estudos evidenciaram que os pericitos sdo células multipotentes com
capacidade de se diferenciar em condrdcitos, adipocitos e osteoblastos, fato que explica,
por exemplo, a calcificagdo patoldgica dos vasos sangliineos, valvulas cardiacas, e
musculo esquelético (HIRSCHI e D’AMORE, 1996; MEIRELLES et al., 2008).
Ademais, recentes pesquisas demonstram que existem semelhangas entre os marcadores
de superficie expressos pelas MSC e pericitos (CAPLAN, 2008) e que os pericitos sdo
as células que, in vivo, mais se assemelham e correspondem as culturas de MSC

(MEIRELLES et al.,2006; CAPLAN, 2008; MEIRELLES et al., 2008). Por essas
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evidéncias, definiu-se que todas as MSC sdo pericitos, mas, nem todas as células que
estdo localizadas na regido perivascular sio MSC, como por exemplo, as células-tronco

neural e a hematopoética (HIRSCHI e D’AMORE, 1996; CAPLAN, 2008).

IMUNIFENOTIPAGEM

Todas as células do organismo apresentam um conjunto de marcadores de
superficie que caracterizam a singularidade bioloégica e a “marca” das células que os
conttm (COVAS, 2006). Contudo, as MSC apresentam poucos marcadores
imunofenotipicos especificos (ALHADLAQ & MAO, 2004; MEIRELLES et al, 2006),
sendo sua caracterizagdo estabelecida pela identificagdo de um perfil de marcadores
especificos e ndo especificos. Esta imunofenotipagem ¢ realizada com a utilizacdo de
anticorpos monoclonais que reconhecem esses antigenos de superficie da membrana
celular, conforme demonstrado em estudos contemporaneos (MEIRELLES et al, 2006;

LOJUDICE, 2008).

A populagdo de MSC isoladas da medula 6ssea de humanos e camundongos
expressa em sua superficie marcadores moleculares como: CD44 (receptor de
hialuronato), CD105 (endoglina — marcador angiogénico), CD106 (VCAM-1: molécula
de adesao vascular), CD166 (ALCAM — moléculas de adesao de leucécitos ativados),
CD29 (integrinas VLA-B), CD73 (SH3 e SH4), CD90 (Thy-1), Stro-1(estroma de
suporte da hematopoese) e Sca-1 (GRONTHOS et al., 2003; KOLF et al.,2007;

PHINNEY & PROCKOP, 2007) . KOLF et al. (2007) afirmaram que o marcador Stro-1
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¢ o melhor marcador a se investigar quando se deseja pesquisar a presenca de MSC,

entretanto, esse marcador ¢ gradualmente perdido durante a expansao em culturas.

Paralelamente, existe um consenso na literatura de que as MSC ndo possuem
marcadores tipicos de células de linhagens hematopoéticas e endoteliais, como por
expemplo: CD11b (marcador de célula imune - integrina Mac-1), CD14 (receptor de
lipopolissacarideo LPS), CD31 (PECAM-1: molécula de adesdo plaquetaria), CD33
(receptor transmembrana de células mieldides), CD34 (receptor de células endoteliais),
CD133 e CD45 (presentes em todas as células hematopoéticas). A auséncia dos
antigenos CD14, CD34 e¢ CD45 na superficie dessas células mesenquimais permite

distingui-las das precursoras hematopoéticas (KOLF et al., 2007).

Embora ja tenham sido identificados oito marcadores de superficie para
identificagdo de MSC, a International Society for Cellular Therapy concorda que
apenas a identificacdo dos marcadores CD105, CD73 e CD90, quando ndo estiverem
expressos marcadores hematopoéticos, ¢ suficiente para a imunofenotipagem destas
células. Contudo, esta caracterizagdo deve sempre estar acompanhada da demonstragao
da aderéncia celular por longos periodos em cultura e da diferenciagdo das mesmas em

pelo menos duas linhagens celulares distintas (HORWITZ et al., 2005).

PROPRIEDADES IMUNOLOGICAS

As MSC tornaram-se foco de atencdo terapéutica devido seu potencial
imunomodulatério (WAN et al., 2008), embora os mecanismos de imunossupressao
sobre a resposta inflamatoria e sobre os mecanismos de rejeicdo ao transplante ndo

estejam totalmente elucidados (PATEL et al., 2008).
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Mediante um contato direto das MSC com um tecido (alogénico ou autélogo) ou
mediante a interagdo paracrima com o interferon-gama (INF-y), produzido pelas células
imune do organismo, as MSC desencadeiam a liberagdo de diversos fatores soluveis que
atuardo sobre as células do sistema imunoldgico (linfécitos e células dendriticas
apresentadoras de antigeno - APC) (CORCIONE et al.,, 2006; NAUTA & FIBBE,
2007). Dentre esses fatores estdo as prostaglandinas (PGE2), interleucinas (IL-4, IL-6,
IL-10), fator de crescimento transformador beta (TGF-B), fator de crescimento
hepatdide (HGF) e a enzima indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) (NAUTA & FIBBE,
2007).

A liberacdo de TGF-B e HGF suprime a proliferagdo dos linfocitos T ¢ B (Di
NICOLA et al.,2002), enquanto que a liberagdo de PGE2 inibe, especificamente, a
produgdo dos linfocitos T citotoxicos e demais citocinas pro-inflamatorias. A enzima
IDO induz a apoptose dos linfocitos T por transformar o triptofano, que ¢ um
aminoacido essencial para a ativagdo dessas células, em produtos téxicos no seu
citoplama (AGGARWAL & PITTENGER, 2005). De forma analoga aos mecanismos
anteriormente descritos, a IDO, PGE2 e TGF-8 induzem a perda do potencial citotoxico
das células natural killer (NK), por suprimirem a produgdo de IL-2, IL-15 e INF-y
(SOTIROPOULOU et al., 2006).

Em relacdo as APC, evidenciou-se que as MSCs interferem na diferenciacao,
maturacdo e ativagdo dessas células por meio da produgdo de IL-6 e de fator de
crescimento estimulador de macréfago (M-CSF). Além disso, a liberacdo de PGE2
pelas MSCs inibe a producdo e secrecio de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e de
INF-y e estimula a produgdo de citocina anti-inflamatéria IL-10 (AGGARWAL &

PITTENGER, 2005; NAUTA & FIBBE, 2007).
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Além dos efeitos imunossupressores, as MSC expressam pequenas quantidades
de complexo de histocompatibilidade principal (MHC-I) e niveis negligenciaveis de
MHC-II (Le BLANC, 2003) e/ou ndo expressao MHC-II em sua superficie (CAPLAN,
2009). Durante o processo de selegdo clonal positiva e negativa realizado pelas células
de defesa do organismo (reconhecimento do proprio e do ndo-proprio), essas células
utilizam o MHC para realizar tal selecdo. Logo, na auséncia de MHC, como verificado
nas MSC, o processo de selecdo de ndo—proprio ndo ocorre, impedindo que o organismo
que recebeu essas células indiferenciadas as reconhecam como nao-proprias e realize a
rejeicdo das mesmas (WAN et al., 2008; MAJUMDAR et al., 2003).

Também, o contato célula-célula faz com que haja a produgdo, pelas MSC, de
diferentes tipos de fatores de crescimento soluveis, incluindo fator estimulador de
colonias de granulocitos (G-CSF), fator estimulador de colonias de macrofagos e
granuldcitos (GM-CSF), e M-CSF e diversas interleucinas (IL-1,6,7,8,11,12,14,15), que
influenciam fibroblastos e células granulociticas envolvidas no processo de inflamagao

(DEANS & MOSELEY, 2000; BOBIS et al.,2006).

A FUNCAO DA MSC NA REPARACAO DOS TECIDOS

A lesdo tecidual ocasionada por traumas ou agentes quimicos e/ou infecciosos
pode resultar em perda anatomica e funcional da integridade dos tecidos.
Imediatamente, uma seqiiéncia complexa de eventos ¢ desencadeada na tentativa de
restaurar a integridade da area lesada (MARTIN, 1997).

Apbs a lesdo tecidual, um codgulo se forma logo nos primeiros minutos; as
plaquetas tornam-se ativadas e liberam de fatores de crescimento. Em sequéncia,

desenvolve-se um processo inflamatério envolvendo as células do sistema imune
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(poucas horas apos a lesdao), primeiramente neutréfilos, macrofagos e células dendriticas
(resposta imune inata) e, posteriormente, linfocitos (resposta imune adquirida)
(MARTIN, 1997; TSIROGIANNI et al., 2006). Os macrofagos, além de iniciarem a
resposta inflamatoria, fagocitam os debris celulares e, substancias antigénicas interagem
com as células da resposta adaptativa e produzem moléculas estimulatorias e
mediadores inflamatorios que, inicialmente, ativam mecanismos e células participantes
do processo de reparagao (TSIROGIANNI et al., 20006).

Paralelamente a ocorréncia da resposta inflamatdria, as células endoteliais sdo
ativadas pela lesdo vascular e hipdxia tecidual, e mais células do sistema imune s@o
quimioatraidas. Essa quebra na homeostasia tecidual gera um estimulo para a ativagao
do pericito/MSC. Em resposta a essa ativagdo ¢ a perda de contato com as células
endotelias e com a membrana basal, as células pericito/MSC proliferam-se, elevam o
nimero de moléculas bioativas secretadas (fatores de crescimentos e moléculas de
adesdo, principalmente), migram para o local de lesdo e/ou por diapedese entram na
corrente circulatéria onde exercerdo efeitos paracrinos (TSIROGIANNI et al., 2006;
MEIRELLES et al., 2008).

As MSC também expressam uma grande variedade de receptores para
quimiocinas e fatores de crescimento. Dessa forma, as MSC podem ser estimuladas
pelas células residentes (nicho) a se diferenciar ou secretar fatores soluveis que
estimulardo outros nichos celulares. Dessa forma, quanto mais agudo o processo
patologico ou quanto mais vascularizada a regido afetada, mais intensa ¢ a sinalizacdo
do nicho e mais efetiva sera a resposta das MSC (FUCHS et al., 2004; MORRISON et

al., 2008).
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As moléculas bioativas secretadas pelas MSC exercem efeitos tréficos no tecido
adjacente, acarretando: (a) efeitos anti-apoptoéticos nas células tecido-especifico, (b)
efeitos imunomodulatorios sobre as células do sistema imune, (c¢) aumento da
angiogénense, ¢ (d) quimiotaxia para outras células jovens comprometidas com o
processo de reparacdo (MEIRELLES et al.,2008). Assim, pode ocorrer reducdo da
resposta inflamatdria inicial, em algumas doengas isquémicas, re-estabelecimento do
suprimento vascular e reparacdo adequada do tecido, dependendo da extensdo e

gravidade dos danos tissulares..

CONCLUSOES

A terapia celular com MSC ¢ uma alternativa terapéutica promissora, pois a
diferenciagdo destas células em tecidos mesodermais ¢ ndo mesodermais amplia as
possibilidades de utilizagdo clinica tanto em humanos quanto em animais. Além disso,
as recentes descobertas sobre o comportamento imunolégico das MSC aumentaram as
perspectivas teraputicas com o uso destas células pela possibilidade de tratamento
alogeno. Contudo, esta possibilidade deve ser considerada com entusiasmo e cautela,
visto que os mecanismos moleculares imunomodulatoérios utilizados pelas MSC ainda
ndo sdo totalmente compreendidos e a biologia das MSC ainda é uma ciéncia em

formacao.
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AVANGCOS NO ESTUDO DE CELULAS-TRONCO NO BRASIL
E SUAS IMPLICACOES

Ricardo Junqueira Del Carlo', Betania Souza Monteiro’, Napoledo Martins Argdlo
Neto?

RESUMO

As recentes descobertas sobre o comportamento in vitro das células-tronco embrionarias
(CTE) e somaticas (CTS), assim como o aperfeicoamento metodologico das técnicas de
cultivo e aplicacdo clinica experimental incentivaram o apelo popular no Brasil pela
liberagdo irrestrita das pesquisas com células-tronco (CT). Atualmente, mais um tipo de
CT foi criada pela comunidade cientifica e nomeada de CT pluripotentes induzidas
(iPS). Pesquisas com finalidades terapéuticas, envolvendo CTE, devem ser realizadas de
forma cautelosa e, enquanto nao se desvendar toda a biologia destas in vivo, deve-se
prosseguir com as pesquisas in vitro. Dentre todas as linhagens de CTS estudadas até o
presente  momento, as células-tronco mesenquimais (CTM) apresentam maior
plasticidade, originando tecidos mesodermais e ndo mesodermais. No Brasil, ha um
grande niimero de testes clinicos em andamento com CTS, em humanos, que avaliam o
uso terapéutico destas células em diferentes doencas e recentemente, desenvolveu-se
também a tecnologia para a criagdo de células iPS. Apesar da enorme expectativa
quanto ao uso terapéutico desse tipo celular sua aplicagio em humanos ainda ndo ¢
aconselhada. As pesquisas com as diferentes linhagens de CT devem ser acompanhadas

com entusiasmo e cautela. Ainda se desconhece quais tipos de CT contribuirdo

' Professor Titular de Cirurgia e Obstetricia Veterinarias, Departamento de Veterinaria (DVT),
Universidade Federal de Vigosa, Vicosa (UFV), MG. Pesquisador CNPq. E-mail: ricarlo@ufv.br. Autor
para correspondéncia.

* Médico (a) Veterinario (a), Mestre em Medicina Veterinaria. Doutorando do Programa de Pos-
graduacao em Medicina Veterinaria, DVT/UFV, Vigosa, MG.
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positivamente para o tratamento de enfermidades humanas, tampouco quais doengas
poderao ser tratadas. A biologia das CT ainda ¢ uma ciéncia em formagdo e a cada dia

surgem novas evidéncias que refutam ou corroboram o conhecimento atual.

Palavras chave: células-tronco, células-tronco embrionérias, células-tronco somaticas,

células-tronco pluripotentes induzidas, terapia celular.
ABSTRACT

PROGRESSES AND INVOLVEMENTS IN BRAZIL'S STEM CELL

RESAEARCH

Recent discoveries about in vitro behavior of embryonic stem cells (ESC) and somatic
(SSC), as well as methodological improvements in culture techniques and experimental
clinical application encouraged popular appeal for unrestricted release of research with
stem cells (SC). Currently, was created another type of SC and named induced
pluripotent stem (iPS) cell, for the scientific community. Research with therapeutic
goal, involving ESC, must be carried out cautiously and, while not elucidate, in vivo, all
biology these, should continue with in vitro studies. Among all SSC lineage studied
until this moment, the mesenchymal stem cells (MSC) have greater plasticity, originated
no-mesoderm and mesoderm tissues. In Brazil, there are a large number of SSC clinical
trials progressing in humans, which measure the therapeutic use of these cells in
different diseases and recently, also has developed the technology for creating iPS cells.
Despite the expectation enormous about therapeutic use this cell type isn’t
recommended its application in humans. The research with the different SC linheage
should be accompanied with enthusiasm and caution. Unknown which types of SC will

contribute positively to the treatment of human’s diseases and what diseases can be
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treated. The biology of SC is still a science in training and every day appear new
evidences that corroborate or refute the current knowledge.
Key words: stem cell, embryonic stem cell, somatic stem cell, induced pluripotent stem

cell, cellular therapy.

INTRODUCAO

As recentes descobertas sobre a biologia das células-tronco embrionarias (CTE)
e somaticas (CTS), bem como o aperfeicoamento das técnicas de cultivo e aplicagdo
clinica experimental incentivaram o apelo popular no Brasil pela liberagao irrestrita das
pesquisas com células-tronco (CT) (Albuquerque, 2009). Tal apelo foi motivado, em
parte, pelo sensacionalismo com o qual os meios de comunicagdo abordam as

perspectivas terapéuticas (Leite, 2009).

Fruto desse apoio popular e apelo da midia, o Supremo Tribunal Federal (STF)
liberou as pesquisas cientificas com CTE sem nenhuma restri¢do, como previsto na Lei
de Biosseguranca de 29 de maio de 2008. O fato do Brasil possuir uma legislagao
especifica sobre pesquisa e utilizagdo terapéutica de CT, quando muitos paises ainda
ndo a possuem, coloca-o em posicao de destaque na comunidade cientifica internacional
(Burgardt, 2009). Além disso, garante a continuidade das pesquisas com CTE que
estavam suspensas por infringir antigos preceitos éticos e reitera a imagem do Brasil
como estado laico, no qual as decisdes politicas ndo sdo pautadas em crencas religiosas

(Paese, 2007).

Apesar dos possiveis avangos para as pesquisas com CTE, que a aprovagdo da
lei de biosseguranga podera proporcionar, a maioria dos laboratorios dos principais

centros de pesquisa brasileiros ainda ndo possuem estrutura adequada para esse tipo de
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estudo (Cimieri, 2009). Para sanar este problema, o governo Brasileiro recentemente
disponibilizou 13 milhdes de reais do Banco Nacional de Desenvolvimento Economico
e Social (BNDES) e 10,6 milhdes de reais, conjuntamente, dos Ministérios da Saude e

da Ciencia e Tecnologia para reestruturar os principais centros de pesquisas do pais.

Esta iniciativa do Governo Federal propiciard, ainda, a constru¢do de oito
centros de pesquisa em terapia celular, com o objetivo de estabelecer logistica para a
produgdo de varios tipos de CT (adultas, induzidas e embrionarias) e fornece-las,

gratuitamente, aos demais grupos de pesquisa interessados.

Além dos oito centros, o governo ¢ o CNPq estd investindo em 49 projetos de
pesquisa com terapia celular com CTE e CTS, dentre os quais destaca-se as pesquisas
com doengas cardiacas degenerativas humanas (Instituto Nacional de Cardiologia de
Laranjeiras — RJ), diabetes humana (Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto — SP) e

doengas de Chagas (Fundacao Oswaldo Cruz, FIOCRUZ — BA) (Cimieri, 2009).

Na Universidade Federal de Vigosa (UFV), localizada no estado de Minas
Gerais, um grupo de pesquisa certificado pela Institui¢do, denominado “células-tronco
mesenquimais e terapia reparativa” e registrado no CNPq, realiza estudos com a
utilizagdo de CTS e, vem recebendo apoio financeiro de Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq), Coordenagdo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e da Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado

de Minas Gerais (FAPEMIG).

O objetivo deste artigo € relatar os avancos obtidos, até o momento, no estudo

de CT no Brasil, e suas conseqiiéncias para a terapia reparativa.
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CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS

As CTE sao células indiferenciadas, denominadas totipotentes, pois podem
originar quaisquer tecidos animais. H& 28 anos foram isoladas a partir da massa celular
interna de blastocistos murinos e cultivadas in vitro (Evans & Kaufman, 1981; Zago &
Covas, 2004; Alison, 2009). Posteriormente, no final da década de 90, utilizando os
conhecimentos adquiridos a partir da cultura murina, as CTE humanas foram isoladas e
cultivadas de pré-embrides fertilizados in vitro, ndo aptos a serem implantados e doados
para propdésito de pesquisa, com consentimento dos doadores (Thomson et al., 1998,
Hurlbut, 2007, Alison, 2009).

Entre o periodo de 2005 a 2008, antes da aprovagdo da Lei de Biosseguranga do
Brasil, alguns centros de pesquisas credenciados (Instituto de Biociéncias da USP em
parceria com o Programa de Oncobiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
UFRJ) pelo Governo Federal realizavam pesquisas utilizando CTE humanas advindas
de laboratérios norte-americanos, focadas nos aspectos basicos da morfofisiologia

destas células (Zago & Covas, 2004; Baroni, 2008).

Estes estudos confirmaram propriedades interessantes destas CT como a
formacao de estrutura tridimensionais esféricas denominadas corpos embridides (CE).
Os CE sao agregados de células diferenciadas que simulam o desenvolvimento de
embrides pré-implantados contendo as trés camadas embriondrias: mesoderma,
ectoderma e endoderma (Kerkis et al, 2001, Sukoyan et al., 2002). Nesses CE foi
possivel estudar os mecanismos de diferenciagdo celular até a geracdo de linhagens
celulares somaticas, o processo de inicia¢do da inativagdo do cromossomo X ¢ os efeitos
de substancias toxicas e biologicamente ativas no desenvolvimento embrionario in vitro

(Kerkis et al, 2001; Zago & Covas, 2004).
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Nao obstante, em outros paises, a maioria dos trabalhos desenvolvidos na area
de CTE também se relacionam a ciéncia basica e apesar da enorme expectativa do uso
terapéutico dessas células, até julho de 2007, ndo havia relato de nenhum teste clinico

com CTE em seres humanos, em andamento no mundo (Pereira, 2008).

Ap6s a validacdo da Lei de Biosseguranca do Brasil, pesquisadores do Instituto
de Biociéncias da USP em parceria com o Programa de Oncobiologia da UFRJ
obtiveram a primeira linhagem de CTE, em outubro de 2008, denominada BR-1. Esses
estudos foram iniciados no final de 2005 ¢, mesmo durante a tramitacao da validade da
lei no STF, o Governo Federal apoiou o desenvolvimento dessas pesquisas (Baroni,

2008; Pereira, 2008).

Decorrente desse avango, o Brasil tornou-se independente da necessidade de
importacdo de culturas primarias de CTE, facilitando o desenvolvimento de novas
pesquisas no pais. Ademais, os futuros resultados poderdo ser compartilhados com
todos os cientistas brasileiros, por meio da Rede Nacional de Terapia Celular, com a
finalidade de centralizar as informagoes, além de oferecer treinamento aos

pesquisadores que desejarem realizar cultivo de novas linhagens de CT (Baroni, 2008).

Embora haja a expectativa que a BR-1 impulsione as pesquisa clinica com CTE
no Brasil, alguns pesquisadores afirmam que os avancos obtidos sdo apenas
metodoldgicos. Outras linhagens, como a brasileira, ja foram estabelecidas e a maior
contribuicdo da BR-1, até o momento, é o dominio da metodologia de cultivo, fato de
impacto positivo tanto para os cientistas brasileiros quanto para a sociedade (Nardi,

comunicacio pessoal)”.

3 Nardi, N. Comunicagio pessoal. Porto alegre, RS. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS.
Outubro de 2008.
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Pereira (2008) afirmou que as primeiras pesquisas cientificas utilizando células
diferenciadas a partir das CTE em seres humanos, sob estrito controle cientifico, devem
ter inicio em 2009, nos Estados Unidos e na Inglaterra. Contudo, esse autor reconheceu
que apesar de todo o imenso potencial terapéutico dessas células, persistem ainda
grandes incertezas sobre o seu comportamento in Vivo, ja que existem alguns riscos,

entre eles o desenvolvimento de certos canceres.

As pesquisas com finalidades terapéuticas, envolvendo CTE, devem ser
realizadas de forma cautelosa ¢ enquanto ndo se desvendar toda a biologia das CTE in
Vvivo, possibilitando sua aplicagdo como agente terapéutico, deve-se prosseguir com as
pesquisas in vitro, pois essas podem fornecer conhecimentos basicos que contribuirdo

com beneficios a saude humana.

CELULAS-TRONCO SOMATICAS

As CTS sao células nao-diferenciadas presentes em todos os tecidos adultos,
capazes de auto-renovagdo por periodos de tempo ainda indeterminados ¢ de originar
tipos celulares diferenciados morfofisiologicamente. Essas caracteristicas permitem que
as CTS realizem a reparagdo e manutengdo de todos os tecidos do organismo (Pittenger
et al., 1999; Minguell et al., 2000).

Inicialmente, acreditava-se que as CTS possuiam seu potencial de diferenciagao
restrito somente as células do tecido no qual se encontram. Porém, nos ultimos anos,
diversas pesquisas tém demonstrado que algumas linhagens de CTS s3o capazes de
originar tecidos diferentes de sua formagao embrionaria (Pereira, 2008).

Dentre todas as linhagens de CTS estudadas até¢ o presente momento, as células-
tronco mesenquimais (CTM) apresentam maior plasticidade, originando tecidos

mesodermais ¢ ndo mesodermais (Zago & Covas, 2004; Meirelles et al., 2006). Essas
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células podem ser transplantadas para os sitios lesionais logo apos a ocorréncia da lesao
tecidual e podem ser aplicadas na forma indiferenciada, recebendo o estimulo do meio
para posterior diferenciagdo, ou sofrer diferenciacdo em cultura antes da implantacao
(Del Carlo et al., 2004, Del Carlo et al., 2008).

Em pesquisas com modelos animais, o grupo de pesquisa em reparagao tecidual da
UFV, em parceria com o Laboratorio de Imunogenética da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), vem obtendo sucesso ¢ demonstrando a contribui¢io positiva
do transplante de CTM autdlogas para a reparagdo de falhas dsseas e feridas cutineas
em camundongos diabéticos.

O efeito terapéutico positivo das CTS, em modelos animais, justifica o uso dessas
células em ensaios clinicos em humanos. Dessa forma, no Brasil, hd um grande nimero
de testes clinicos em andamento com CTS, em humanos, que avaliam o uso terapéutico
destas células em diferentes doengas, como doengas cardiacas, auto-imunes ¢ trauma de
medula espinhal. Estes estudos estdo em andamento e os resultados preliminares
indicam que pelo menos ndo ha efeitos adversos do transplante autélogo de CTS da
medula 6ssea. Contudo, os efeitos terapéuticos ainda sdo discutiveis, pois sao
necessarios diversos estudos clinicos randomicos para se determinar a influencia dessas
células sobre a biologia humana.

Em medicina humana, uma das areas mais exploradas tem sido a cardiologia. Em
um trabalho desenvolvido numa parceria entre a UFRJ, o Hospital Pro-Cardiaco e a
Universidade do Texas, quatorze pacientes, com doenca isquémica grave do coracao,
receberam injecdes de CTM autdlogas de medula o6ssea diretamente na regido

isquémica. Os resultados iniciais mostraram uma melhora significativa da fung¢do

32



contratil nos pacientes tratados quando comparados com controles, apds quatro meses
do tratamento (Pereira, 2008).

Além das CTM, as células-tronco hematopoiéticas (CTH) destacam-se pelo
potencial terapéutico para tratamento de doencas onco-hematoldgicas. Por este motivo,
o Brasil criou a rede BrasilCord, primeiro banco de corddo umbilical publico nacional,
que permite rapidez na localizacdo de doadores compativeis dentro de uma mesma
populacdo (Blanc, 2005). O Instituto Nacional do Cancer (INCA -RJ), integrante do
BrasilCord, recentemente, deu um salto tecnoldgico em direcdo a auto-suficiéncia na
estocagem de sangue de corddo umbilical. Através da obtencdo de recursos ndo-
reembolsaveis no valor 4,09 milhdes de reais, junto ao BNDES, a capacidade de
congelamento do INCA aumentard de trés mil para 10.340 bolsas em 2009
(Montenegro, 2009).

Contudo, até recentemente, apenas o sangue de corddes umbilicais de partos
realizados nos estados do Rio de Janeiro e Sao Paulo eram doados para o BrasilCord.
Conseqiientemente, a variabilidade étnica das amostras desse banco de corddo pode ser
muito baixa e ndo representar toda a diversidade genética da nossa populagdo. A
iniciativa da criagdo da rede de bancos publicos no Brasil ¢ de extrema importancia para
a saude da populacdo, mas para que esta tenha impacto relevante, deve contemplar a
natureza diversificada de nossa populagdo, o que deve se refletir na escolha dos pontos
de coleta e em um calculo realista da meta de niimero de amostras armazenadas
(Montenegro, 2009).

Novas fontes de CTS vém sendo caracterizadas de lipoaspirado e da polpa do

dente de leite humano. Ainda ndo se sabe quais dessas células cumprirdo sua promessa
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terap€utica, mas elas ilustram o quanto ainda temos que aprender sobre os diferentes

nichos de CTS no organismo adulto (Zuk et al., 2002; Kerkis et al.,2007).

CELULAS-TRONCO PLURIPOTENTE INDUZIDAS

As células-tronco pluripotentes induzidas (iPS) sdo células geneticamente
modificadas e reprogramadas que se originam de células somaticas ou de CTS, por meio
de mecanismos de transfeccdo celular, gerando exemplares similares as células
embrionarias (Takahashi et al., 2007).

Esta recente descoberta envolve a reprogramacao das células somadticas pela
incorporagao de genes que sdo altamente expressados pelas CTE, como os fatores
Oct3/4, Sox2, c-Myc, e Klf4, por meio de transdugdo retroviral (Takahashi &
Yamanaka, 2006). Apos a introducao desses fatores reprogramantes, ocorre ativacao e
produgdo de genes endogenos normalmente expressados pelas CTE, gerando células
semelhantes as embrionarias, em relagdo a morfologia e funcionalidade (Yu &
Thomson, 2008; Amabile & Meissner, 2009).

O Brasil é o quinto pais do mundo a desenvolver tecnologia para a criagdo de
células iPS obtidas sem a necessidade de embrides. Os primeiros estudos foram
desenvolvidos por pesquisadores da UFRIJ ¢ os resultados foram apresentados em 2008.
Para eles, a produgdo de células iPS representa um grande avango para a ciéncia,
sobretudo para a biomedicina. Em acréscimo, o fato de ndo serem provenientes de
embrides permite que sejam derivadas diretamente de células dos pacientes a serem
tratados (Escobar, 2009).

Apesar da enorme expectativa quanto ao uso terapéutico desse tipo celular sua
aplicagdo em humanos ainda ndo é aconselhada. A tnica aplicagdo garantida dessas

células, por enquanto, é em pesquisas basicas e em modelos animais, visando a geragao
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de modelos para estudos de doencas e testes de drogas in vitro (Amabile & Meissner,
2009). Tal opinido também é compartilhada entre os pesquisadores brasileiros (Escobar,
2009).

Toda essa cautela deve-se ao fato das iPS apresentarem os mesmos problemas
intrinsecos das CTE, como o risco de formag¢ao de tumores e dificuldade de controlar a
sua diferenciacdo in vivo, sendo esse risco ainda maior devido ao fato da reprogramagéo

ser efetuada sob agdo retroviral (Takahashi et al., 2007).

CONSIDERACOES FINAIS

As pesquisas com as diferentes linhagens de CT devem ser acompanhadas com
entusiasmo e cautela. Ainda se desconhece quais tipos de CT contribuirdo positivamente
para o tratamento de enfermidades humanas, tampouco quais doengas poderdo ser
tratadas. A biologia das CT ainda ¢ uma ciéncia em formagdo e a cada dia surgem novas
evidéncias que refutam ou corroboram o conhecimento atual. Contudo, espera-se que as
novas terapias com CT substituam tratamentos atuais, mais caros e, muitas vezes,
ineficientes. Além disso, acredita-se que as CT sdo um importante modelo experimental
para o estudo dos mecanismos de diferenciagdo celular, desenvolvimento embriondario e
cancer, entre outros. Esses conhecimentos de biologia basica poderdo proporcionar, a

médio prazo, uma melhora da abordagem terapéutica as doencas humanas e animais.
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RESUMO

As células-tronco mesenquimais (MSC) estdo presentes em nichos
especializados nas regides perivasculares dos tecidos adultos e sdo capazes de se
diferenciar em diversos tipos celulares, dentre eles, os comprometidos com processos de
reparagdo Ossea. No presente estudo foi avaliada a eficacia das MSC, oriundas da
medula 6ssea de oito camundongos C57BL/6 gfp’ e expandidas em culturas, na
reparacao de defeitos criticos produzidos em calvaria de 24 camundongos isogénicos
CS57BL/6 jovens. Os animais foram submetidos a um defeito craniano de 6,0mm de
diametro e separados em dois grupos experimentais iguais. O grupo controle nao
recebeu tratamento e no grupo tratado foi administrado, no interior do defeito, pellet de
MSC contendo 1,0 x 107 células/mL. Constatou-se que o transplante de células-tronco
mesenquimais (MSC) derivadas da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 gfp"

aplicadas em defeitos 0sseos criticos produzidos em calvaria de camundongos C57BL/6

jovens contribui positivamente para o processo de reparacao ossea.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais, reparagao 0ssea, terapia celular.
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ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSC) are present in specialized niches in perivascular
regions of adult tissues and are able to differentiate into various cell types, such as those
committed with bone repairing. This study aimed to evaluate the efficacy of MSC from
eight mice C57BL/ 6 gfp” bone marrows and expanded in culture, for repairing critical
defects in calvarial bone produced in twenty-four young isogenic mice C57BL/6. The
animals were subjected to a cranial defect of 6.0mm in diameter and divided into two
equal experimental groups. Control group did not receive treatment and the treated
group received a MSC pellet containing 1.0 x 107 cells/mL into the defects. In these
experimental conditions, it was found that transplantation of MSC derived from mice
C57BL/6 gfp* bone marrow applied in bone critical defects produced in mice calvarial

contributes positively to the bone repair process.

Keywords: mesenchymal stem cell, bone reparation, cell therapy.

INTRODUCAO

As células-tronco mesenquimais (mesenchymal stem cell, MSC) sdo células-
tronco somaticas, presentes em nichos especializados nas regides perivasculares dos
tecidos adultos (Meirelles et al., 2008; Caplan, 2009), capazes de se diferenciar em
tecidos de origens mesenquimal, ectodermal e endodermal, como adiposo, dsseo,

cartilaginoso, neural, entre outros (Caplan, 1991; Pittenger et al., 1999).

Esse tipo celular ¢ rotineiramente isolado de diversos tecidos, destacando-se a
medula 6ssea (MO), e amplamente expandido em culturas por meio de sucessivas
mitoses. Em culturas, exibe propriedades como formato fibroblastdide, adesdo em
substrato pléastico e capacidade de diferenciacdo (Nardi & Meirelles, 2006). Em
acréscimo, pode ser expandido por mais de 40 geragdes, mantendo sua capacidade de
linhagem multipotente, embora com reducdo das taxas de crescimento (mitose),

tornando desaconselhavel o seu uso clinico apds tantas passagens (Deans & Moseley,

2000).
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Caracteristicas como plasticidade, habilidade de expansao e a possibilidade de
serem vetores para genes terapéuticos tornam esse grupo celular alvo de interesse na

medicina regenerativa (Deans & Moseley, 2000; Muraki et al., 2006).

Alguns estudos in vitro tém ilustrado a participagdo direta e indireta das MSC na
homeostase 6ssea. Elas atuam como fonte progenitora de osteoblastos, via diferenciagao
celular, além de regular a osteoclastogénese, via a expressao de RANKL (receptor
ativador do fator kB nuclear), e OPG (osteoprotegerina) [Bielby et al., 2007]. Em
adicdo, o contato célula-célula determina a producdo de diferentes fatores de
crescimento soluveis incluindo G-CSF (fator estimulador de colonias de granulécitos),
GM-CSF (fator estimulador de colonias de macréfagos e granulocitos), M-CSF (fator
estimulador de colonias de macréfagos) e diversas interleucinas  (IL-
1,6,7,8,11,12,14,15), que influenciam as demais células osteocomprometidas
indiferenciadas e jovens e células granulociticas envolvidas no processo de inflamagao

(Deans & Moseley, 2000; Bobis et al.,2006).

Em processos de reparacdo de fraturas, a formagdo dssea providenciada pelas
MSC acontece tanto por ossificacdo intramembranosa quanto endocondral. A formagao
intramembranosa requer o recrutamento de MSC presentes principalmente no peridsteo,
seguido de diferenciacdo osteogénica e formacdo oOssea sem a existéncia prévia de
tecido cartilaginoso; enquanto a endocondral, que pode ocorrer paralelamente ao
processo intramembranoso, necessita de células condroprogenitoras para estabelecer a
formagao do calo, que ¢ seguida pela invasdo de novos vasos sanguineos € tipos
celulares capazes de remodela-lo em tecido 6sseo (Zhang et al., 2005; Bielby et al.,
2007). O diferencial, nesses processos, ¢ que as MSC além da capacidade de influenciar
o correto funcionamento de osteoblastos, incrementam a quantidade de células
mobilizadas e aumentam a velocidade do crescimento e deposicdo de matriz Ossea

(Horwitz et al., 1999).

No presente estudo foi avaliado o emprego das células-tronco mesenquimais
(MSC), oriundas da medula 6ssea e expandidas em culturas, na reparagao Ossea de

defeitos criticos produzidos em calvaria de camundongos isogénicos C57BL/6 jovens.

A calvaria, por¢ao fronto-parietal do cranio, ¢ regido que apresenta limitada

capacidade de reparagdo, prestando-se como modelo experimental para pesquisas que
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investigam a necessidade de incrementar as etapas de reparagdao com tipos celulares

capazes de aumentar a velocidade do crescimento e deposi¢do dssea.

MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
da Universidade Federal de Vicosa (UFV) e aprovado em margo/2007, sob parecer
nimero 46/2007, de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo

Animal (COBEA).

Animais de experimentacdo: foram utilizados 32 camundongos machos da linhagem
C57BL/6 isogénicos, com peso corporeo médio de 30,0 gramas, seis meses de idade.
Oito camundongos foram utilizados no estudo in vitro, como doadores de medula 6ssea
e 24 utilizados no estudo in vivo. Os animais foram alojados individualmente em
gaiolas® de 0,15m2, sob fotoperiodo de 12 horas, com temperatura e umidade

controladas, ruidos minimos, alimentados com ragdo solida’ e 4gua ad libitum.

Cultura de células-tronco mesenquimais: as células da cultura primaria foram
coletadas da medula 6ssea de oito camundongos C57BL/6 transgénicos para o gene
reporter gfp (green protein fluorescense, proteina verde fluorescente) e depositadas em
placa de crescimento de cultura celular'® com meio de cultura'' e mantidas em estufa
incubadora'? a 37° C em 5% de CO; e umidade de 95%. Quando o crescimento celular
apresentava aproximadamente 80% de células confluentes, foi realizada a tripsinizagao,

contagem e repique destas células para garrafas de cultura” de 25,0cm’.

Expansdo da cultura primaria: o meio de cultura'* da garrafa" foi totalmente retirado
e as garrafas de cultura foram lavadas com 3,0mL de solugdo fosfato salina tamponante
(PBS 1x, pH 7,2). Em seguida, as células aderidas ao fundo da garrafa foram

tripsinizadas com solugdo de tripsina 0,25%'¢ ¢ incubadas'’ a 37°C em 5% de CO, ¢

¥ Gaiolas para roedores SEALSAFE ™ — Instrulab, Porto Alegre, RS, Brasil.

? Ragdo para animais de laboratdrio, 23%PB, LABINA® PURINA do Brasil, Paulinia, SP, Brasil.

!9 Placa de crescimento celular de seis pogos TPP, Trasadingen, Switzerland.

""Meio para cultura celular DMEM. SIGMA Chemycal Co., St. Louis, MO, USA.

12 Incubadora VELP® — Instrulab, Porto Alegre, RS, Brasil.

'3 Garrafa para cultivo de tecidos, poliestireno estéril — Cultilab, Campinas, SP, Brasil

4 Meio para cultura celular DMEM. SIGMA Chemycal Co., St. Louis, MO, USA.

15 Garrafa para cultura de tecidos - CULTILAB®, Campinas, SP, Brasil.

' Solugdo de Tripsina-EDTA 1x, frasco com 100 mL. SIGMA Chemycal Co., St. Louis, MO, USA
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umidade de 95%, durante 5 minutos. Posteriormente, as células foram ressuspendidas
em 5,0mL de meio completo e a suspensao contendo as MSC foi transferida para tubos
de centrifuga' e centrifugadas'® & temperatura de 22°C e 1500rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi totalmente desprezado e¢ o pellet foi ressuspendido em tubos de

centrifuga contendo 1,0mL de PBS Ix.

Uma aliquota de 10,0uL desta solugdo foi diluida em 10,0uL de corante Azul de
Tripan e homogeneizada num frasco de vidro esterilizado. Esta soluc¢do foi utilizada
contagem celular em camara de Neubauer, conforme o preconizado por Meirelles &

Nardi (2003) ¢ Bittencourt et al.(2006).

Quando obtida a concentragio celular minima de 1,0 x 10’células/mL (Meirelles
& Nardi, 2003) os tubos contendo as MSC foram novamente centrifugados, em
temperatura de 22°C e 1500rpm por 10 minutos, acondicionados em caixa térmica e
transportados para o centro cirdrgico do Hospital Veterinario da UFV, visando o
transplante imediato nos camundongos C57BL/6 isogénicos. No momento da aplicacao

o sobrenadante foi desprezado e apenas o pellet foi utilizado.

Quando a concentragdo celular ndo era obtida, a suspensao foi diluida em 5,0mL
de meio de cultura enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB), e transferida para
nova garrafa de cultura de 25¢cm?, mantida em estufa incubadora a 37°C em 5% de CO,

e umidade de 95%, por sete dias, até a reavaliacdo da concentragdo celular.

Experimentacdo in vivo: os 24 animais foram separados em dois grupos experimentais
iguais, grupos controle (GC) e MSC (GM), por meio de sorteio. Todos foram
submetidos ao mesmo nivel de estresse quanto a manipulagdo e os grupos experimentais

foram conduzidos ao mesmo tempo.

Antecedendo ao ato cirdrgico, os camundongos receberam antibioticoterapia
profiladtica com enrofloxacina (10,0mg/kg, IM), e medicagdo analgésica a base de
morfina (5,0mg/kg, SC), que perdurou por trés dias e a cada 8 horas, visando o controle

da dor.

17 Incubadora VELP®, Instrulab, Porto Alegre, RS, Brasil.
'® Tubo de centrifuga tipo Falcon com capacidade de 15mL - ACQuimica — Paulinia, SP - Brasil.
19 Citocentrifuga de bancada CT12 PRESVAC®, Presvac, Itajai, SC, Brasil.
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Os camundongos foram submetidos a medicagdo pré-anestésica com xilazina
(5,0mg/kg, IP) e indugdo e manutencio com anestésico inalatorio™, em cimara de
anestesia. Em seguida foram contidos em decubito ventral, tricotomizados na porcao
dorsal do cranio, submetidos a anti-sepsia da area tricotomizada com solug@o povidine-

iodine e tiveram o campo operatdrio delimitado por pano esterilizado.

A pele, subcutaneo e musculatura foram incisados sobre a crista sagital externa
do cranio, desde a protuberancia occipital até proximo aos olhos, aproximadamente
1,0cm de comprimento, permitindo a exposi¢do do osso parietal. Com auxilio de uma
broca’' de 6,0mm de didmetro externo, conectada a uma perfuratriz elétrica®®, na
velocidade de 5000rpm e sob irrigagdo continua com solugdo fisiologica, foi realizada
um defeito na regido parietal, com area aproximada de 28,3mm?, transpassando toda
espessura da diploe, com exposi¢cdo das meninges, que foi mantida integra no fundo do

defeito.

O grupo MSC teve o defeito preenchido com o pellet contendo 1,0 x
10"células/mL e o grupo controle nio recebeu tratamento. Em ambos os grupos foi
colocada uma membrana cortical desmineralizada reabsorvivelB, com extensdo de 0,7 x
0,7cm, acima do defeito e abaixo da pele. Posteriormente, a pele foi aproximada com fio
monofilamentar nio-absorvivel’*, em pontos simples-separados. Todos os animais
foram observados diariamente, duas vezes ao dia, durante todo o periodo experimental e

avaliados quanto ao peso, comportamento e consumo de alimento e dgua.

Periodos de avaliagdes: trés animais de cada grupo foram identificados, pesados e
submetidos a eutandsia, por sobredosagem anestésica com tiopental sddico, nos dias 10,
30, 60 e 90 de pos-operatdrio. Em seguida, cada camundongo foi contido em mesa
cirirgica para coleta de bidpsias dssea, envolvendo a regido do defeito e a porcao lateral
do osso receptor. O fragmento foi identificado, medido, fotografado e conservado em
formaldeido a 10% tamponado para posterior processamento histoldgico e realizacio de

reacdo em cadeia da polimerase.

2 Isoflurano, AstraZeneca do Brasil Ltda, Cotia, SP, Brasil.

2 Broca trefina cirargica — Neodent Implante Osteointegravel , Curitiba, PR, Brasil.
2 Microrretifica Dremel — Bosch, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

2 Genderm — Membrana biolégica de origem bovina — Genius, Baumer, SP, Brasil.
2 Nylon 2-0 — Brasuture, Sdo Sebastido da Grama, SP, Brasil.
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Avaliacdo macroscopica: consistiu na mensuragao da area do defeito e estabelecimento
do percentual de reparagdo Ossea (area inicial - area mensurada em cada periodo/area
inicial) em milimetros (mm), por meio de andlise de fotografias digitais obtidas com
escala de mensuragdo (régua/escalimetro), intensidade de luz e altura da maquina
fotografica digital”® constantes. As imagens digitais foram transferidas a um
computador®® e analisadas por um programa especifico’’. O local e aspecto do defeito e

a presenca de crescimento 0sseo também foram registrados.

Andlise estatistica: A analise estatistica foi realizada com auxilio de software
especifico®® e da planilha eletrénica Excel®. Os resultados obtidos foram submetidos ao
testes de Kolmogorov—Smirnov para verificagdo da distribuicdo de normalidade da
variavel percentual de reparacdo Ossea. Foi estabelecida a média do percentual de
reparagdo dssea em cada periodo avaliado e foi realizada a andlise das amostras
independentes mediante a aplicacdo do Teste t de Student. Para tanto, foi adotado um
nivel de rejeicdo da hipdtese de nulidade de 5% (p<0,05) (Ribeiro-Junior & Melo,
2009).

Avaliacdo microscopica: o material coletado foi submetido a processamento
histolégico de rotina, incluido em parafina e cortado (5,0um de espessura) em
microtomo de impacto com navalha de tungsténio, envolvendo toda a area do defeito e
bordas do osso receptor (corte longitudinais) e, posteriormente, foi corado por
Hematoxilina e Eosina (H&E). As amostras foram avaliadas quanto a presenca e

caracteristicas do tecido de preenchimento, por meio de analise histoldgica descritiva.

Extracdo de DNA: foi realizada a extracdo de DNA gendmico das células MSC gfp"
mantidas em cultura, de tecido 6sseo fresco de animais gfp” (controle negativo) e de
uma amostra parafinizada contendo o tecido 6sseo da regido do defeito e transplante
celular, conforme o protocolo do kit”. As amostras incluidas em parafina foram
desparafinizadas e reidratadas previamente as etapas de extracdo de DNA, segundo

protocolo descrito por Nascimento et al. (2003).

3 Sony cybershot™ 10.1 megapixels, Sdo Paulo, SP, Brasil.

%% Notebook ACER, PentiumCeleron® processador 550, 2.0 Ghz, 533 MHz, 1 MB, Séo Paulo, SP, Brasil.
7 Software de anélise de imagens IMAGELAB PRO PLUS®, Média Cybernetics, Bethesda, MD, USA
% Sistema para Analises Estatisticas® SAEG v. 9.1, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, Brasil.
¥ QIAamp DNA Mini Kit (250), QIAGEN, Uniscience, Sio Paulo, SP, Brasil.
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Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR): a PCR foi realizada visando a amplifica¢do
de um fragmento de 225 pares de base (bp) do gene gfp utilizando os primers: GFP-5C
5" ACT TCA AGA TCC GCC ACA ACA T 3' (direto) e GFP-3C 5' TTA CTT GTA
CAG CTC GTC CAT GC 3' (reverso) [Coura, comunicacao pessoal]30, com o0 objetivo
de verificar a presenca do gene gfp nas amostras de tecido. A reagdo foi desenvolvida
em um volume final de 25,0uL contendo os seguintes reagentes: 7,0uL de DNA da
amostra; 2,5uL do primer GFP-5C a 0,02mM; 2,5uL do primer GFP-3C a 0,02mM,;
2,5uL de cada ANTP a 2,0mM (dATP, dTTP, dGTP, dCTP); 2,5uL de tampao da Taq
DNA polimerase 1x e 1U de Taqg DNA polimerase’’. A PCR foi realizada com uma
etapa de desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por ciclos de trés etapas:
desnaturacdo a 94°C por 35 segundos, anelamento a 58°C por 45 segundos e extensdo a
72° por 1 minuto, num total de 40 ciclos. Uma etapa de extensdo final foi realizada a
72°C por 7 minutos. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% e corados em solucdo de brometo de etideo para visualizagdo em

transluminador.

RESULTADOS

Na inspegao diaria, durante todo o periodo pds-operatdrio, ndo foram observadas
perdas de peso, apatia, sinais de infeccdo ou de lesdes neurologicas nos animais do

estudo.

Na avaliagdo macroscopica, independentemente do grupo experimental, ndo foi
observado crescimento 0sseo fora das margens receptoras e nem abaixo da meninge.
Também foi constatada auséncia de fechamento total dos defeitos até o periodo final de

avaliacdo e de aderéncias entre cérebro, meninges e tecidos de reparagao.

Observou-se, tanto em GC quanto em GM, que o osso novo de preenchimento
do defeito apresentava espessura inferior ao 0sso receptor circunvizinho e que ao longo
dos periodos de avaliagdes, as bordas perdiam suas caracteristicas de perimetros

circulares, tornando-se irregulares, nos locais de maior preenchimento.

30 Coura, R. Comunicagio pessoal. Porto Alegre, RS. UFRGS. Margo de 2009.
3! Taq DNA polimerase, Invitrogen Co, Carlsbad, CA — USA.
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A membrana desmineralizada depositada acima de todos os defeitos (Fig. 1A)
ainda estava presente em dois animais do GC, aos 10 dias de avaliacdo, e ndo estava

presente no GM. Essa membrana nao foi observada nos demais periodos.

Ainda, macroscopicamente, foi observado, nos animais de ambos os grupos, um
tecido transparente e delgado, cobrindo o defeito, com aparéncia de tecido cicatricial,
acima da area ainda ndo reparada com tecido 6sseo (Fig. 1B e 1C). Apenas em dois
animais do GC, um avaliado aos 10 e outro aos 30 dias esta cobertura ndo estava

completa.

Figura 1 — Fotografia do aspecto macroscopico da membrana desmineralizada e das falhas 6sseas
observadas aos 10 dias de pos-operatorio. A) Membrana transparente. B) Regido parietal do cranio de
camundongo do grupo controle. C) Regido parietal do cranio de camundongo do grupo MSC. Em B ¢
C, destaque para a area do defeito dsseo, com bordas irregulares e o tecido transparente e delgado
recobrindo a falha.

Por meio da andlise da variavel percentual de reparacdo Ossea verificou-se
diferenca (p = 0) entre os dois grupos experimentais em todos os periodos de avaliagdo
e que os animais do GM apresentaram os melhores valores de reparagdo. Os valores
desse percentual no GM, aos 10 dias, s6 foram observados no GC apos o periodo de 30
dias. Ainda no GM, o percentual de reparacao ocorrido do dia inicial da lesdo até os 10
primeiros dias foi o maior encontrado (56%), e foi diminuindo ao longo dos dias (dia 11
ao 30, 6%; dia 31 ao 60, 3%; dia 61 ao 90, 5%). No GC o maior percentual foi
verificado entre os dias 11 e 30 (30%) e o valor observado aos 90 dias foi semelhante ao
exibido aos 30 dias no grupo tratado pelas células-tronco mesenquimais. A tabela 1
apresenta os valores do percentual médio de reparacdo Ossea exibido por periodo de
observagdo, para os animais agrupados nos grupos controle e tratado com MSC e os

valores de p oriundos do estudo estatistico.
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Tabela 1 - Percentual médio de reparagdo Ossea exibido por periodo de observacdo, para os animais
dos grupos controle e tratado com MSC (Tratamento 1= grupo controle. Tratamento 2 = grupo MSC) e
os valores de p calculados confrontando dados da % de preenchimento 6sseo, por periodo, do
tratamento 2 versus tratamento 1.

Percentual de

Periodo Médias das reparacao 6ssea Valor dep

Tratamento  (dias) areas (mm?) (mm?) calculado

GC 10 22,133 21,880 p = 0,0000
GM 10 12,480 55,951

GC 30 13,863 51,069 D = 0,0000
GM 30 10,844 61,725

GC 60 11,843 58,199 D = 0,0000
GM 60 10,054 64,514

GC 90 10,495 62,957 D = 0,0000
GM 90 8,458 70,147

Os exames realizados sob microscopia de luz revelaram que o tecido transparente
e delgado, que recobria os defeitos em GC e GM, estava constituido de tecido
conjuntivo denso com diferentes graus de celularidade e ndo continha células

inflamatorias.

No grupo controle, aos 10 dias, observou-se multiplicagdo celular com discreta
formagao 6ssea nas bordas do defeito e em dire¢ao ao centro. Foi verificada a presenga
de infiltrado de células basofilicas, substituindo a regido anteriormente ocupada pelo
coagulo sanguineo. A maioria das células que participavam do processo de reparagdo
originaram-se, principalmente, dos tecidos moles (peridsteo e musculatura) presentes

nas extremidades do defeito (Fig. 2).
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Figura 2 — Fotomicrografia evidenciando o
aspecto microscopico do processo de
reparagdo apresentado aos 10 dias por um
animal do grupo controle. A) Células que
participam do processo de reparagdo
originando-se dos tecidos moles adjacentes
(circulo). B) Tecido conjuntivo denso presente
na face interna da falha (seta). C) Regido de
coagulo sendo substituido por células
basofilicas  (retdngulo) e fileiras de
osteoblastos nas margens receptoras (setas)
(H&E).

Aos 30 dias, em algumas amostras, percebeu-se maior formagdo Ossea em
comparagdo ao periodo anterior, com o novo tecido dispondo-se em ilhas circundadas
por tecido de granulacdo e insinuando-se para o interior de defeito (Fig. 3). Nesse
momento, os vasos sanguineos de permeio ao tecido de granulagdo estavam presentes

em quantidade superior a observada aos 10 dias.
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Figura 3 — Fotomicrografia evidenciando o aspecto microscopico do processo de reparagdo
apresentado aos 30 dias por um animal do grupo controle. Regido de repara¢do com formagdo de novo
tecido Osseo (#), rodeado por células basofilicas (%) e se insinuando para o interior da falha a partir do

osso do receptor (*)(H&E).

Aos 60 e 90 dias o crescimento dsseo foi progressivo em relagdo ao tempo de
observagao, com presenga de medula 6ssea com células mononucleares entremeando a
diploe oOssea. Foi visualizada presenca de células grandes, arrendondadas, com

citoplasma eosinofilico e nucleo basofilico sugestivas de megacariocitos.

No grupo MSC (GM) observou-se maior angiogénese e quantidade de novo
tecido 6sseo depositado nas margens do defeito que as observadas no GC. A quantidade
de novos vasos foi superior aos 10 dias quando comparado aos demais periodos no
mesmo grupo. Também foi visualizado, em alguns espécimes, infiltrado celular

constituido de células basofilicas substituindo a regido anteriormente ocupada pelo
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coagulo sanguineo. Ja no GC, a substitui¢do por tecido de granulacdo foi observada em

todas as amostras e em varios pontos de observagao.

Aos 10 dias, observou-se intensa movimentacdo celular oriunda dos tecidos
moles presentes na periferia do defeito e presenga de tipos celulares indiferenciados,
com morfologia cubodide e nucleos arredondados, ocupando o interior do defeito e em
contato com as margens receptoras (Fig. 4A e 4B). Na regido central estavam evidentes

ilhas dsseas com pequenos graus de organizagao tecidual e deposi¢do de tipos celulares

cuboides, diferenciados em células dsseas, nas margens do crescimento (Fig. 4C)

Interior
do defeito
0sseo

Figura 4 - Fotomicrografia evidenciando o
aspecto microscopico do processo de reparagdo
do defeito dsseo aos 10 dias em um animal do
grupo MSC. A) Tipos celulares indiferenciados
no interior do defeito (), formagdo de osso
novo disposto em ilhas (#), e osso receptor (*).
B) Células indiferenciadas presentes no interior
do defeito. C) Area de formagio de osso novo

~ (#) exibindo tipos celulares cubodides nas
L margens do crescimento (elipse) (H&E).
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Aos 30 dias, observou-se maior crescimento de tecido 6sseo, originando-se na
periferia e progredindo em direcdo ao centro do defeito, com pequeno grau de
organizacdo e exibindo presenca de células indiferenciadas fibroblastdides se

organizando entre as novas formagoes.

Aos 60 dias, evidenciou-se maior quantidade de tecido 6sseo e de maior
organizacdo que até entdo observada. Também estavam presentes células
indiferenciadas fibroblastdides e células jovens cubodides proéximas ao 0sso novo

formado (Fig. 5A).

Os aspectos histologicos observados aos 90 dias foram similares aos relatados
nos periodos anteriores, destacando-se maior formacdo Ossea € organizagdao do tecido
ostedide. A quantidade e o amadurecimento do osso formado progrediram

concomitantemente com o avangar do tempo de observacao (Fig. 5B).

No GM evidenciaram-se maior quantidade de osteoblastos e tecido ostedide se
organizando quando comparado ao GC e independentemente do tempo de analise,
observou-se osteoblastos cubdides em intensa atividade de deposi¢do de matriz Ossea, se
enfileirando nas margens da nova formacao tecidual. Com a progressdo do periodo de
avaliagdo, foram visualizados discretos focos com sinais de remodela¢do Ossea ¢/ou

presenca de osteoclastos.

Interior do
defeito

Figura 5 - Fotomicrografias evidenciando o aspecto microscopico de uma regido de formagdo de novo
tecido Osseo em animais do grupo MSC. A) 60 dias. Presenca de células indiferenciadas,
fibroblastoides, (€) de permeio a novas formagdes Osseas (#), Osteon com vaso sanguineo central
(retangulo). Vaso sanguineo calibroso, contendo células basofilicas e células arredondadas de nucleo
basofilico e citoplasma acidofilo, sugestivas de megacariocitos (setas). B) 90 dias. Presenga de osso
novo em formagdo (¢), células indiferenciadas fibroblastdides de permeio as novas formagdes Osseas

(®) (H&E).
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A amostra derivada do tecido que foi tratado com MSC apresentou o fragmento
de DNA amplificado conforme tamanho esperado e exibiu a marcagdo de banda em gel
de agarose 1,5% (Fig. 6). O seqlienciamento dos produtos da PCR ainda estd sendo

aguardados.

Figura 6 — Fotografia do gel de agarose exibindo o bandeamento das amostras submetidas a PCR.
Canaleta 1 ¢ 5 contendo marcador padrdo de 100 pares de base. Canaleta 2 contendo produto da PCR
das células em cultura (controle positivo). Canaleta 3 contendo produto da PCR da amostra de tecido
6sseo de animal gfp™ (controle negativo). Canaleta 4 contendo produto da PCR da amostra de tecido
6sseo parafinizado de um animal tratado com MSC/gfp".

DISCUSSAO

As caracteristicas especificas das células-tronco mesenquimais (MSC), incluindo
seu potencial proliferativo e a habilidade de se diferenciar em diversos tipos de cé€lulas e
tecidos, como 0sseo, adiposo e cartilaginoso, tornaram-nas uma ferramenta atrativa para
a medicina regenerativa (Deans & Moseley, 2000; Muraki et al., 2006). Devido a isso,
atualmente, em dareas como biologia celular, terapias reconstrutiva e genética, ¢
consideravel o aumento do nimero de pesquisas, discussoes e ensaios clinicos com base

na aplicagdo de MSC.

No presente estudo foram utilizadas células oriundas de camundongos
isogénicos, portanto, foram implantadas células autdogenas. Todavia, diversos autores
sugerem também o transplante de MSC alogénicas, chamadas de “células-universais”,
em terapias celulares. A base cientifica para tal sugestdo deve-se as demonstracdes de
que essas células indiferenciadas adultas ndo expressam marcadores de superficie do
tipo MHC-II (complexo de histocompatibilidade principal) e moléculas co-

estimulatdrias do tipo B7-1 e B7-2; CD-40 e CD-40L e, expressam pequenos niveis de
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MHC-I. Esses fatores influenciariam a interagdo desse tipo celular indiferenciado com
células do sistema imune, como linfocitos T, B, NK (natural killer) e células dendriticas,
proporcionando imunossupressdo, e em alguns casos, provocariam até a apoptose das

mesmas (Aggarwal & Pittenger, 2005; Patel et al., 2008; Caplan, 2009).

Ademais, considerando-se que os processos de cicatrizagdo sao complexos e que
necessitam de interagdes entre o local danificado e as células reparadoras, espera-se que,
nestas circunstancias, as MSC incrementem esses processos por também liberarem
diferentes tipos de fatores de crescimento soliveis incluindo G-CSF (fator estimulador
de colonias de granuldcitos), GM-CSF (fator estimulador de colonias de macréfagos e
granulocitos), M-CSF (fator estimulador de colonias de macréfagos), TGF-B (fator de
crescimento transformador beta) e diversas interleucinas (IL-1,6,7,8,11,12,14,15),
capazes de ativar diferentes tipos celulares, incluindo células granulociticas envolvidas

no processo de inflamagdo (Deans & Moseley, 2000; Bobis et al.,2006).

No GM foi visualizada, no periodo inicial de avaliagcdo, uma marcante presenca
de infiltrado celular constituido por células basofilicas e com base em afirmacdes
prévias (Deans & Moseley, 2000; Bobis et al.,2006) é possivel inferir que essas células
possam ter sofrido influéncia quimiotatica dos fatores soluveis liberados no meio,
explicando essa presenga em maior quantidade. Para Honma et al. (2008), o processo
inflamatorio desencadeado pelo procedimento cirurgico pode ter iniciado e mantido a
diferenciacdo das MSC em osteoblastos. De forma analoga, Lacey et al. (2009)
demonstraram o potencial de citocinas pré-inflamatorias, como as interleucinas (IL-1 e
IL-6) e o fator de necrose tumoral (TNF-a), influenciando positivamente o potencial
osteogénico por favorecer a produgdo de osteoprotegerina (OPG) e receptor ativador do
fator kB nuclear (RANKL), duas citocinas que atuam nos processos de deposicdo e
reabsorcdo oOssea. Vale lembrar também que a fase inflamatéria ¢ fundamental num
processo de reparagdo, pois acarreta ativacdo e diferenciacdo de células

osteoprogenitoras e ativacdo de células Osseas jovens.

O tratamento dos defeitos utilizando as MSC revelou maior formagao 6ssea em
relacdo ao grupo controle, contudo, mesmo ao final do periodo de avaliagdo aos 90 dias,
em ambos os grupos, os defeitos ndao estavam totalmente preenchidos. Esta

caracteristica permite reconhecer que foi criado um defeito critico na calvaria do
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camundongo, com didmetro de 6,0mm. Além disso, corroboram dados da literatura que
afirmam que nesta espécie animal sdo considerados criticos os defeitos cujos didmetros
sdo superiores a 2,7mm (Seo et al.,2008). Consequentemente, por mais que o tratamento
com as cé¢lulas indiferenciadas tenha incrementado o processo de reparagdo, ele nao foi
suficiente para contribuir com a total reparacdo. Ademais, sabe-se que a reparacio de
defeitos 0sseos em cranio ainda representa um grande desafio para a ortopedia devido a
pequena capacidade reparadora dessa regido (Del Carlo et al, 1994; Monteiro et al,
2007).

Seo et al. (2008) utilizaram células-tronco retiradas de dentes deciduos de
humanos (SHED — stem cells from human exfoliated deciduous teeth) na reparacao de
defeitos criticos em calvéria de camundongos imunocomprometidos e obtiveram total
reparagdo do defeito 6sseo. Contudo, diferentemente do apresentado no atual trabalho,
os autores relatados criaram defeitos de 2,7mm e avaliaram os pacientes ao final de 6
meses. Portanto, equivalendo ao limite do defeito critico, menos da metade do tamanho

do defeito realizado nesta pesquisa e avaliaram pelo dobro do tempo.

O estudo estatistico confirmou que o tratamento com MSC incrementou o
processo de reparagdo dssea e acarretou o crescimento de maior quantidade de novo
0ss0, sobretudo nos 10 primeiros dias apos o tratamento, fase mais precoce. Ademais,
permitiu verificar que a maior taxa de reparacdo 6ssea exibida no grupo controle aos 90

dias foi semelhante a taxa do grupo tratado aos 30 dias.

A membrana cortical desmineralizada reabsorvivel, utilizada acima dos defeitos
em ambos os grupo, teve a finalidade de evitar a dispersao do material depositado no
interior da lesdo uma vez que o camundongo ndo possui musculatura e tecido
subcutaneo, nessa regido da calvaria, em quantidade suficiente para serem suturadas e
impedir o extravasamento das células que foram utilizadas no tratamento. Na avaliag@o
realizada aos 30 dias em ambos os grupos, ela ndo estava mais presente concordando
com os dados do estudo piloto preliminar, realizado pelos autores, que constatou que ela
ndo influencia o processo de reparagcdo Ossea, sendo totalmente reabsorvida num

periodo de 15 dias.

De acordo com Martin (1997) e Tsirogianni et al. (2006), num processo de

reparacdo tecidual, a primeira fase envolve a formacdo e organizagdo do codgulo
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sangiiineo durante as 24 horas iniciais. Apos esse periodo, o codgulo comeca a ser
substituido e, por volta do nono a décimo primeiro dia estd completa a substituicao por
tecido de granulagdo. No GM o infiltrado celular constituido de células basofilicas
substituindo a regido anteriormente ocupada pelo codgulo sanguineo foi visualizado
apenas em alguns espécimes, ao contrario de GC, onde essa substituicdo foi observada
em todas as amostras e em varios pontos de observagdao. Possivelmente, no GM, a
presenca de maior quantidade de células disponiveis no local da reparacdo pode ter

antecipado essa substituicdo do coagulo.

No primeiro periodo de avaliacdo, aos 10 dias, foi observada no GM a presenca
de grande quantidade de células indiferenciadas de morfologia ora cuboide ora
fibroblastéide, no interior do defeito, participando da formacdo do novo tecido 0sseo.
Este evento ndo foi visto no GC possivelmente porque as células observadas foram as
MSC empregadas no tratamento e/ou células indiferenciadas quimioatraidas pelos
fatores soluveis liberados no meio. Aos 30, 60 ¢ 90 dias também foram visualizadas
células indiferenciadas fibroblastdides de permeio aos novos crescimentos Osseos,
contudo a morfologia era diferente das células observadas aos 10 dias. Possivelmente,
aos 10 dias, as células presentes eram as transplantadas e aos 30, 60 e 90 dias as células

indiferenciadas eram as que foram atraidas para o local de reparagao.

Na avaliagdo microscopica, outro achado foi uma intensa celularidade oriunda
dos tecidos moles presentes na periferia do defeito e migrando de forma centripeta,
principalmente no GM, demonstrando a contribui¢do das células dsseas presentes no
periosteo para o processo de reparagdo. Shimizu et al. (2001) ja haviam demonstrado
que dentre as células que constituem a reparagdo, no periosteo existem as progenitoras
com potencial de se diferenciar em osteoblastos, que sdo ativadas por estimulacdo fisica
ou quimica, como nos casos de fraturas, inflamacdes e desenvolvimento de tumores, e
que contribuem para os processos de reparagdo. Com o mesmo intuito, Zhang et al.
(2005) afirmaram que além da funcdo de proliferacio e diferenciacdo em células
cartilaginosas e Osseas, as células mesenquimais progenitoras, que estdo presentes no
peridsteo, também liberam fatores osteoindutores capazes de recrutar e ativar as demais
células osteocomprometidas do hospedeiro.

No GM foi observada maior angiogénese e formacao 6ssea em relacdo ao GC. A

maior formagdo Ossea reflete a presenca de maior quantidade de osteoblastos, que
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podem ter-se originado por diferentes mecanismos de diferenciagdo das células
precursoras mesenquimais (Herzog et al., 2003; Meirelles et al., 2006) e/ou terem sido
atraidas para o local do defeito por efeito paracrino (Moore & Quesenberry, 2003). Uma
vez presente nas margens da lesdo, essas células osteogénicas secretam matriz protéica
Ossea, incluindo coldgeno tipo I e proteoglicanos e estimulam a mineralizagdo e
formagdo do tecido ostedide (Shen et al., 2005; Bobis et al.,2006).

Em relacdo a formagdo dssea, os tipos celulares presentes em ambos os grupos
foram os mesmos. Observou-se osteoblastos cubdides, dispostos em fileiras nas bordas
da nova formagdo Ossea e discreta presenga de osteoclastos préoximos aos novos vasos
sanguineos que se formavam. A diferenga entre os grupos foi a quantidade de células de

deposi¢ao o0ssea, maior no GM.

r

Ao se avaliar as contribui¢des das terapias reparativas com MSC ¢
imprescindivel considerar a caracteristica do local onde as células serdo depositadas. De
acordo com Fuchs et al. (2004), o sucesso terapéutico ¢ dependente do nicho, ou seja, as
interagdes das células-tronco com as demais células, com a matriz extracelular (MEC) e
com os fatores de crescimentos do meio, que manterdo essas células quiescentes e/ou
em processos de diferenciacdo. Dessa forma, a criagdo das feridas de forma cirargica e
asséptica e a aplicacdo das células num momento agudo do processo de lesdo (janela
terap€utica), conforme o realizado, favoreceram a manutencdo, diferenciagdo e
liberacdo de demais fatores soliveis por parte das MSC, contribuindo para a formagao

superior de tecido 6sseo no GM.

A presenga de banda no gel de agarose detectada no animal tratado, similar a
verificada no controle positivo (proximo a 225 pb) comprova a presenca do gene
reporter nos animais tratados com MSC gfp” e nos permite inferir que as células-tronco

utilizadas no tratamento permaneceram presentes no processo de reparagio ossea.

CONCLUSAO

Sob as condi¢gdes nas quais foi desenvolvido o experimento, constata-se por
meio das avaliagdes macroscopicas, estatisticas, microscopicas ¢ moleculares que o
emprego das células-tronco mesenquimais (MSC) derivadas da medula oOssea de

camundongos C57BL/6 ¢fp" aplicadas em defeitos 6sseos criticos produzidos em
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calvaria de camundongos C57BL/6 jovens contribui positivamente para o processo de

reparagdo Ossea.
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CONTRIBUICAO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS NA REPARACAO
OSSEA DE DEFEITOS CRITICOS CRIADOS EM CRANIOS DE
CAMUNDONGOS*

MONTEIRO, Beténia Souza'; DEL CARLO, Ricardo Junqueira® ; ARGOLO-NETO,
Napoleao Martins'; VILORIA, Marlene Isabel Vargas3 ; NEVES, Cinthya Dessaune';
BRITO, Ana Flora Souza'; BONFA, Laila de Paula'; FILGUEIRA, Richard Rocha®.

RESUMO

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) representa uma concentracao de plaquetas
em um pequeno volume de plasma e sua aplicagdo tem contribuido para a reparagao de
tecidos apds alguns procedimentos cirdrgicos, principalmente odontolégicos e
ortopédicos. No presente estudo foram avaliados de forma macro e microscopica os
resultados da aplicacdo do PRP, proveniente de oito camundongos, em defeitos 6sseos
criticos de 6,0mm de didmetro confeccionados em calvaria de 24 camundongos
isogénicos C57BL/6 jovens, separados em dois grupos experimentais. O grupo controle
ndo recebeu tratamento e no grupo tratado foi depositado, no interior do defeito, 50,0uL.
plasma em gel contendo 1,0 x 10° plaquetas. Constatou-se que o gel de PRP autélogo
depositado em defeitos criticos contribuiu positivamente para o processo de reparagao

ossea, mormente na fase inicial.

Palavras-chave: gel autologo, reparacao 6ssea, fatores de crescimento.

ABSTRACT

Platelet-rich plasma (PRP) is a concentration of platelets in a small volume of
plasma and its application has contributed to the repair of tissues after some surgical

procedures, specially dental and orthopedic ones. This study aimed to evaluate macro

* Parte da tese de doutorado apresentada ao Programa de Pos-graduagdo em Medicina Veterinaria,
Departamento de Veterinaria (DVT), Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vigosa, MG, Brasil. (Apoio
Financeiro: CAPES, CNPq ¢ FAPEMIG).
! Estudante de P6s-graduagdo em Medicina Veterinaria, DVT, UFV, Vigosa, MG, Brasil.
2 Professor Titular, Pesquisador CNPq, DVT, UFV, Vigosa, MG, Brasil.
3 Professora Associada. DVT, UFV, Vicosa, MG, Brasil.
* Professor Adjunto. Universidade de Brasilia (UnB), Brasilia, DF, Brasil.
Autor para correspondéncia: ricarlo@ufv.br. Campus da UFV, 36570-000, Vigosa, MG, Brasil.

65



and microscopic results after PRP application, derived from eight mice, in bone critical
defects of 6.0mm in diameter realized in cavarial of twenty-four young isogenic mice
CS57BL/6. Control group didn’t receive treatment and in the treated group it was
deposited 50.0uL of plasma gel containing 1.0 x 10’ platelets in the defects. It was
found that autologous PRP gel contributed positively to the bone repair process,

especially in initial phase.

Keywords: autologous gel, bone repair, growth factors.

INTRODUCAO

A reparacgdo Ossea € um processo complexo que envolve a quimiotaxia e adesao
de células indiferenciadas e jovens a matriz Ossea desmineralizada e seqiliente
proliferacdo e diferenciagdo em osteoblasto, seguida por uma fase de organizagdo e

estruturacao do tecido formado.

A participacdo de proteinas regulatorias coordenando a biologia celular e
molecular da osteogénese (quimiotaxia, angiogénese, proliferacdo e diferencia¢do
celular) esta cada vez mais evidenciada na literatura (Anitua et al.,2004; Viegas et al.,
2006). Dentre essas proteinas, destacam-se os fatores de crescimento liberados pelo

Plasma Rico em Plaquetas (PRP).

O PRP representa uma concentragdo de plaquetas em um pequeno volume de
plasma e sua aplicacdo tem contribuido para a reparagdo de tecidos (Mazzucco et al.,
2004; Kanno et al., 2005), por meio da estimulagdo quimiotatica promovida pela
presenca de citocinas, quimiocinas, proteinas sanguineas e fatores de crescimento

presentes (Anitua et al., 2004).

Dentre os fatores soltiveis destacam-se: fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF); fator de crescimento transformador beta (TGF-B); fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento epitelial (EGF) que, em conjunto,
influenciam positivamente a quimiotaxia, diferenciacdo, proliferacdo e ativacdo de
diversos tipos celulares (Anitua et al., 2004; Kasten et al, 2008). Entre as proteinas

distinguem-se: fibrina, fibronectina e vitronectina que, além da acdo quimiotatica, se
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responsabilizam pela adesdo celular para osteoindugcdo e agem como matriz para as

células sanguineas, tecido conjuntivo e migragao epitelial (Marx, 2004).

A calvaria, porcao fronto-parietal do cranio, apresenta uma limitada capacidade de
reparagdo que ¢ atribuida a pouca quantidade de suprimento sanguineo e de osso
esponjoso em sua estrutura (Del Carlo et al, 1994; Monteiro et al, 2007), tornando-a
um sitio de escolha para analises relativas a capacidade de osteoindugao, osteoconducao

e mesmo de biomateriais como os fatores de crescimento.

O presente estudo teve por objetivo avaliar, por meio de andlises macro e
microscopicas, a contribuicdo do PRP depositado em defeitos criticos confeccionados

em calvaria de camundongos C57BL/6 jovens.

MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
da Universidade Federal de Vicosa (UFV) e aprovado em margo/2007, sob parecer
nimero 46/2007, de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo

Animal (COBEA).

Animais de experimentagéo: foram utilizados 32 camundongos machos da linhagem
C57BL/6 isogénicos, com peso corporeo médio de 30,0 gramas, seis meses de idade.
Oito animais foram doadores de sangue para a obtencdo de Plasma Rico em Plaquetas
(PRP) e os demais 24 foram utilizados para a experimentagao in vivo, separados em dois

grupos experimentais iguais.

Os animais foram alojados individualmente em gaiolas’ de 0,15m2 sob
fotoperiodo de 12 horas, com temperatura e umidade controladas, ruidos minimos,

alimentados com ragio solida’® e 4gua ad libitum.

Obtencéo do PRP: oito animais foram anestesiados com isoflurano, em camara de gas
anestésica, ¢ contidos em decubito dorsal. Posteriormente, foi realizada toracotomia
esternal, o ventriculo esquerdo foi puncionado com uma agulha de 25gauge, e coletado

todo o volume sanguineo circulante, aproximadamente 2,0mL por animal. O sangue foi

> Gaiolas para roedores SEALSAFE ™ _ Instrulab, Porto Alegre, RS, Brasil.
6 Rag@o para animais de laboratorio, 23%PB, LABINA® PURINA do Brasil, Paulinia, SP, Brasil.
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imediatamente transportado para frasco’ esterilizado contendo anticoagulante citrato de
sodio, e centrifugado, durante 5 minutos, a velocidade de 1500rpm. Apos a
centrifugacdo, o plasma (camada mais superficial no tubo, de coloracdo amarelada) foi
retirado e colocado em outro frasco e, novamente, centrifugado por 5 minutos a
1500rpm. Com o auxilio de uma pipeta automatica regulavel em 100,0uL, a fase mais
superficial do plasma (conhecida como plasma pobre em plaquetas) foi desprezada,
permanecendo apenas a por¢do mais rica em plaquetas. O volume total do plasma foi
submetido a contagem e distribuido em doze tubos de centrifuga, cada um contendo
50,0uL de plasma acrescido de 25,0uL. de gluconato de calcio 10%, que foram
colocados em banho-maria a 37°C até gelagao do plasma. Apos a formacao do gel de
PRP, os frascos foram vedados e levados ao centro cirurgico. O preparo do plasma

aconteceu momentos antes da aplicacao.

Experimentacéo in vivo: os 24 animais foram separados em dois grupos experimentais
iguais, grupos controle (GC) e PRP (GP), por meio de sorteio. Todos foram submetidos
ao mesmo nivel de estresse quanto a manipulacdo e os grupos experimentais foram

conduzidos a0 mesmo tempo.

Antecedendo ao ato cirargico, os camundongos receberam antibioticoterapia
profilatica com enrofloxacina (10,0mg/kg, IM), e medicagdo analgésica a base de
morfina (5,0mg/kg, SC), que perdurou por trés dias e a cada 8 horas, visando o controle

da dor.

\

Os camundongos foram submetidos a medicagdo pré-anestésica com xilazina
(5,0mg/kg, IP) e indugdo e manutencdo com anestésico inalatorio®, em camara de
anestesia. Em seguida foram contidos em decubito ventral, tricotomizados na por¢ao
dorsal do cranio, submetidos a anti-sepsia da 4rea tricotomizada com solugdo povidine-

iodine e tiveram o campo operatdrio delimitado por pano esterilizado.

A pele, subcutaneo e musculatura foram incisados sobre a crista sagital externa
do cranio, desde a protuberancia occipital até proximo aos olhos, aproximadamente

1,0cm de comprimento, permitindo a exposi¢cdo do osso parietal. Com auxilio de uma

" Tubo para tipagem sanguinea - Vacuette”, Campinas, SP, Brasil.
8 Isoflurano, AstraZeneca do Brasil Ltda, Cotia, SP, Brasil.
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broca’ de 6,0mm de diametro externo, conectada a uma perfuratriz elétricalo, na
velocidade de 5000rpm e sob irrigagdo continua com solugao fisioldgica, foi realizado
um defeito na regido parietal, com area aproximada de 28,3mm’ transpassando toda
espessura da diploe, com exposi¢cdo das meninges, que foi mantida integra no fundo do

defeito.

O grupo PRP teve o defeito preenchido com o 50,0uL de plasma em gel
contendo 1,0 x 10’ plaquetas e o grupo controle ndo recebeu tratamento. Em ambos os
grupos foi colocada uma membrana cortical desmineralizada reabsorvivel'' com
extensdo de 0,7 x 0,7cm, acima da falha e abaixo da pele. Posteriormente, a pele foi

aproximada com fio monofilamentar nio-absorvivel'?

, em pontos simples separados.
Todos os animais foram observados diariamente, duas vezes ao dia, durante todo o
periodo experimental e avaliados quanto ao peso, comportamento e consumo de

alimento e agua.

Periodos de avaliacOes: trés animais de cada grupo foram identificados, pesados e
submetidos a eutanasia, por sobredosagem anestésica com tiopental sddico, nos dias 10,
30, 60 e 90 de pos-operatorio. Em seguida, cada camundongo foi contido em mesa
cirirgica para coleta de bidpsias 6ssea, envolvendo a regido do defeito e a porgdo
adjacente do osso receptor. O fragmento foi identificado, medido, fotografado e

conservado em formaldeido 10% tamponado para posterior processamento histologico.

Avaliacdo macroscopica: consistiu na mensuragao da area do defeito e estabelecimento
do percentual de reparagdo Ossea (area inicial - area mensurada em cada periodo/area
inicial, em milimetros), por meio de analise de fotografias digitais obtidas com escala de
mensuracdo (régua/escalimetro), intensidade de luz e altura da maquina fotogréafica
digital® constantes. As imagens digitais foram transferidas a um computador'® e
analisadas por um programa especifico’”. O local e aspecto do defeito e a presenca de

crescimento dsseo também foram registrados.

? Broca trefina cirurgica — Neodent Implante Osteointegravel , Curitiba, PR, Brasil.

10 Microrretifica Dremel — Bosch, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

" Genderm — Membrana bioldgica de origem bovina — Genius, Baumer, SP, Brasil.

12 Nylon 2-0 — Brasuture, S&o Sebastido da Grama, SP, Brasil.

1 Sony cybershot® 10.1 megapixels, Sdo Paulo, SP, Brasil.

'* Notebook ACER, PentiumCeleron® processador 550, 2.0 Ghz, 533 MHz, 1 MB, Sio Paulo, SP, Brasil.
'3 Software de analise de imagens IMAGELAB PRO PLUS®, Média Cybernetics, Bethesda, MD, USA
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Andlise estatistica: A analise estatistica foi realizada com auxilio do software
especifico'® e da planilha eletrénica Excel®. Os resultados obtidos foram submetidos ao
testes de Kolmogorov—Smirnov para verificagdo da distribuicdo de normalidade da
varidvel percentual de reparacdo Ossea. Foi estabelecida a média do percentual de
reparagdo dssea em cada periodo avaliado e foi realizada a andlise das amostras
independentes mediante a aplicagdo do Teste t de Student. Para tanto, foi adotado um
nivel de rejeicdo da hipdtese de nulidade de 5% (p<0,05) (Ribeiro-Junior & Melo,
2009).

Avaliagdo microscopica: o material coletado foi submetido a processamento
histolégico de rotina, incluido em parafina e cortado (5,0um de espessura) em
micrétomo de impacto com navalha de tungsténio, envolvendo toda a 4rea do defeito e
bordas do osso receptor (corte longitudinais) e, posteriormente, foi corado por
Hematoxilina ¢ Eosina (H&E). As amostras foram avaliadas quanto a presenga e

caracteristicas do tecido de preenchimento, por meio de analise histoldgica descritiva.

RESULTADOS

No acompanhamento clinico diario, durante todo o periodo pds-operatério, nao

foram observadas perdas de peso, apatia, sinais de infec¢ao ou de lesdes neurologicas.

Na avaliacdo macroscopica dos espécimes, independente do grupo, ndo foi
observado crescimento 0sseo fora das margens receptoras e nem abaixo da meninge.
Também foi constatada auséncia de fechamento total dos defeitos até o periodo final de

avaliacdo e de aderéncias entre cérebro, meninges e tecido de reparagao.

Observou-se, tanto em GC quanto em GP, que o 0sso novo de preenchimento do
defeito apresentava espessura inferior ao 0sso receptor circunvizinho e que ao longo dos
periodos de avaliagdes, as bordas perdiam suas caracteristicas de perimetros circulares,

tornando-se irregulares, com locais de maior preenchimento.

A membrana desmineralizada depositada acima de todos os defeitos (Fig. 1A)
ainda estava presente em dois animais do GC e em um animal do GP, na avaliagdo

realizada aos 10 dias. Essa membrana ndo foi observada nos demais periodos.

' Sistema para Analises Estatisticas® SAEG v. 9.1, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, Brasil.
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Ainda, macroscopicamente, foi observado, nos animais de ambos os grupos, um
tecido transparente e delgado, cobrindo o defeito, com aparéncia de tecido cicatricial,
acima da 4rea ainda ndo reparada com tecido dsseo (Figs. 1B e 1C). Apenas em dois
animais do GC, um avaliado aos 10 e outro aos 30 dias, ¢ em um animal do GP,

avaliado aos 10 dias, esta cobertura de tecido transparente nao estava completa.

Figura 1 — Fotografia do aspecto macroscopico da membrana desmineralizada e das falhas 6sseas
observadas aos 10 dias de pds-operatério. A) Membrana transparente. B) Regido parietal do cranio de
camundongo do grupo controle. C) Regido parietal do cranio de camundongo do grupo PRP. Em B e C,
destaque para a area do defeito 6sseo, com bordas irregulares e o tecido transparente e delgado
recobrindo a falha.

Por meio da andlise da variavel percentual de reparacdo dssea verificou-se que os
houve diferenga estatistica entre os dois grupos experimentais nos periodos 10, 60 ¢ 90
dias, sendo que animais do GP apresentaram os melhores valores de reparacdo. No GP o
percentual de reparacdo ocorrido do dia inicial da lesdo até os 10 primeiros dias foi o
maior encontrado (35%), e foi diminuindo ao longo dos dias (dia 11 ao 30, 17%; dia 31
ao 60, 10%; dia 61 ao 90, 5%). No GC o maior percentual foi verificado entre os dias 11
e 30 (30%). A tabela 1 apresenta os valores do percentual médio de reparagdo Ossea
exibido por periodo de observa¢do, para os animais agrupados nos grupos controle e

tratado com PRP e os valores de p oriundos do estudo estatistico.
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Tabela 1 - Percentual médio de reparagdo Ossea exibido por periodo de observacdo, para os animais
dos grupos controle e tratado com PRP (Tratamento 1= grupo controle. Tratamento 2 = grupo PRP) e
os valores de p calculados confrontando dados da % de preenchimento dsseo, por periodo, do
tratamento 2 versus tratamento 1.

Percentual de

Periodo Médias das reparacao 6ssea Valor de p
Tratamento  (dias) areas (mm?) (mm?) calculado
GC 10 22,133 21,880 D=00216°
GP 10 18,344 35,253
GC 30 13,863 51,069 b= 02989
GP 30 13,358 52,852
GC 60 11,843 58,199 p= 0.0002°
GP 60 10,719 62,166
90 10,495 62,95
Ge ’ 957 p = 0,0285"
GP 90 9,196 67,542

* valores estatisticamente significativos — p<0,05

Os exames realizados sob microscopia de luz revelaram que o tecido transparente
e delgado, que recobria as falhas em GC e GP, estava constituido de tecido conjuntivo

denso com diferentes graus de celularidade e ndo continha células inflamatdrias

No grupo controle, aos 10 dias, observou-se multiplicagdo celular com discreta
formagdo Ossea nas bordas do defeito e em direcao ao centro. Foi verificada a presenga
de tecido de granulagdo, com infiltrado de células basofilicas, substituindo a regido
anteriormente ocupada pelo codgulo sanguineo. A maioria das células que participavam
do processo de reparagdo originaram-se, principalmente, dos tecidos moles (periosteo e

musculatura) presentes nas extremidades do defeito (Fig. 2).
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Figura 2 — Fotomicrografia evidenciando o
aspecto microscopico do processo de
reparagdo apresentado aos 10 dias por um
animal do grupo controle. A) Células que
participaram do processo de reparagdo
originando-se dos tecidos moles adjacentes
(circulo). B) Tecido conjuntivo denso presente
na face interna da falha (seta). C) Regido de
coagulo sendo substituida por células
basofilicas  (retdngulo) e fileiras de
osteoblastos nas margens receptoras (setas)
(H&E).

Aos 30 dias, em algumas amostras, percebeu-se maior formagdo Ossea em
comparagdo ao periodo anterior, com o novo tecido dispondo-se em ilhas circundadas
por tecido de granulacdo e insinuando-se para o interior de defeito (Fig. 3). Nesse
momento, os vasos sanguineos de permeio ao tecido de granulagdo estavam presentes

em quantidade superior a observada aos 10 dias.
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Osso receptor

Regido de novo tecido dsseo

Interior do defeito dsseo

Figura 3 — Fotomicrografia evidenciando o aspecto microscopico do processo de reparagdo
apresentado aos 30 dias por um animal do grupo controle. Regido de repara¢do com formagdo de novo
tecido 6sseo (#), rodeado por células basofilicas (%) e insinuando-se para o interior da falha a partir do

osso receptor (*¥)(H&E).

Aos 60 e 90 dias o crescimento dsseo foi progressivo em relagdo ao tempo de
observa¢do, com presenga de medula 6ssea com células mononucleares entremeando a
diploe oOssea. Foi visualizada presenca de células grandes, arrendondadas, com

citoplasma eosinofilico e nucleo basofilico sugestivas de megacariocitos.

A angiogénese observada no grupo PRP (GP) em todos os periodos foi maior que
a observada no GC. No periodo inicial de 10 dias, foi visualizada a maior intensidade
de neovascularizagdo no grupo tratado (Fig. 4), com presenca de vasos sanguineos
congestos nas margens do defeito 6sseo. Observou-se que a angiogénese diminuiu ao
longo dos periodos, mantendo-se concentrada proxima as regides de formagao de novo

0sso. Também foi visualizado infiltrado celular constituido de células basofilicas
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substituindo a regido anteriormente ocupada pelo codgulo sanguineo (Fig. 4), similar ao

observado no GC.

100 pm
——————

Interior do defeito
0sseo 3

Figura 4 — Fotomicrografia exibindo aspecto microscopico do processo de reparagdo apresentado aos

10 dias por um animal do grupo PRP. Exuberante angiogénese (®), osso receptor (*) e presenga de
células basofilicas no interior do tecido de granulacdo (7¥), discreta formagdo de novo osso (#) e inicio
de substituicio do coagulo sanguineo (A ) por células basofilicas (H&E).

No GP, aos 30 dias, a area de formagao de novo 0sso, assim como o observado
macroscopicamente, foi superior a encontrada no GC e essa formag¢do aumentava a
medida que os periodos de avaliagdo avancavam. Também percebeu-se uma intensa

movimentagao celular provinda da regido de tecidos moles adjacentes para o interior do

defeito (Fig. 5).
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Figura 5 — Fotomicrografia exibindo o aspecto microscopico do processo de reparacdo apresentado aos

30 dias por um animal do grupo PRP. Formacdo de novo osso e organizacdo do tecido ostedide (),
movimentagdo celular (elipse) oriunda da regido de tecidos moles adjacentes, vasos sanguineos (@),
presenga de células basofilicas (¥%) (H&E).

Aos 60 e 90 dias evidenciaram-se maiores quantidades de formacdes Osseas e
organizagdo tecidual. A quantidade e o amadurecimento do osso formado progrediram
concomitantemente com o avancar do tempo de observagdo, e aos 90 dias ja se

observava alguns osteons (Fig. 6).

Os tipos celulares presentes em ambos os grupos foram os mesmos. Visualizou-
se osteoblastos cubdides em atividade de deposi¢ao de matriz dssea, se enfileirando nas
margens da nova formagdo Ossea e discreta presenca de osteoclastos, sobretudo
visualizados aos 60 e 90 dias, proximos ao tecido ostedide formado. No GP havia maior

quantidade de osteoblastos e tecido ostedide se organizando quando comparado ao GC.
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Figura 6 — Fotomicrografia demonstrando o aspecto microscopico do processo de reparagdo
apresentado aos 90 dias por um animal do grupo PRP. Formagdo e organizagdo do novo osso (¢) e
presenca de dsteons em formagdo ( retdngulo) e fileiras de osteoblastos se dispondo em fileiras (setas)
(H&E).

DISCUSSAO

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) ¢ definido como uma concentragdo autéloga
de plaquetas num pequeno volume de plasma e ¢ considerado uma rica fonte de fatores
de crescimento (Marx, 2004). Esses fatores liberados pela a ativacdo do PRP sdo
capazes de ligarem-se a receptores de membrana expressos por células mesenquimais,
epidermais, epiteliais, fibroblastos, osteoblastos e demais células que participam dos
processos de reparagao do organismo, acarretando a ativagao de proteinas endogenas
com conseqiiente indu¢do da proliferagdo celular, formacdo de matriz, sintese de
colageno e formacao dssea e por isso, tem sido aplicados em processos reparadores do

organismo.

A investigacao dos efeitos do PRP em gel na reparagdao de falhas criadas em

cranio de camundongos justifica-se pela controvérsia, estabelecida em trabalhos
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recentes, acerca da funcdo do PRP, na qual alguns fatores influenciariam negativamente
sua eficacia na promogao da reparagdo 0ssea, como por exemplo: o tipo do biomaterial
associado, a espécie animal, o local de implantacdo e a forma de preparo e ativacdo do

plasma (Kasten et al., 2008; Del Carlo et al, 2009; Silva et al., 2009).

Ademais, a reparagdo de defeitos cranianos ainda representa um desafio devido
a pequena capacidade de deposi¢ao dssea nessa regido e, objetivando solugdo, diversos
substitutos 0sseos e agentes reparadores vém sendo utilizados (Del Carlo et al, 1994;
Monteiro et al, 2007). Assim, nesse contexto de resultados controversos e dificuldades

experimentais, o PRP surge como alternativa.

Verificou-se que o PRP em gel, como tratamento das falhas na por¢ao parietal
do cranio dos camundongos, acarretou maior formagdo Ossea em relacdo ao grupo
controle, contudo, ao final do periodo de avaliagdo aos 90 dias, os defeitos ndo estavam
totalmente preenchidos. Tal caracteristica evidencia a criacdo de um defeito critico na
calvaria do camundongo (6,0mm), concordando com dados disponiveis na literatura que
consideram criticos os defeitos com didmetro superior a 2,7mm (Seo et al.,2008).
Consequentemente, por mais que o tratamento com o gel tenha incrementado o processo

de reparagdo, ele ndo foi suficiente para promové-la de forma total.

O estudo estatistico confirmou que o tratamento incrementou o processo de
reparacdo Ossea € acarretou maior crescimento de novo osso, sobretudo na fase mais
precoce. Portanto, o efeito do gel de PRP ocorreu especialmente durante os estagios
iniciais do processo de reparagdo, primeiros dias apos a aplicacdo, mediante a liberagao
maci¢a dos fatores de crescimento presentes no plasma, com também encontraram

MARX et al., (1998).

A diferenca estatisticamente significativa entre o grupo tratado € o grupo
controle, aos 10, 60 e 90 dias de avaliagdo, permite inferir que a libera¢ao dos fatores de
crescimento, providenciada pelo PRP, determinou maior recrutamento celular, ativagao
de células osteocomprometidas e conseqiiente deposicdo de tecido dsseo a partir das
margens da falha. Em acréscimo, como em todo processo de reparagdo dssea, observou-
se que nas fases iniciais de hemostasia e inflamagdo ocorreram maior recrutamento
celular e conseqiiente deposicao de matriz 6ssea, seguida por uma fase de remodelagao

ossea, onde houve menor recrutamento celular e maior atividade osteoclastica. Assim, a
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quantidade e o amadurecimento do osso formado progrediram concomitantemente com

o avancar do tempo de observagao, e aos 90 dias ja se observava alguns osteons.

Outra inferéncia possivel, é que a quantidade de 1,0 x 10° plaquetas
(concentragdo de 2,0 x 10plaquetas/uL) foi adequada na promogdo de recrutamento
celular, concordando com Kanno et al. (2005) quando afirmaram que altas
concentragdes de plaquetas estimulam a proliferacao e diferenciagao de osteoblastos e
com Weibrich et al. (2004) que reportaram que a concentra¢do minima para apropriado

beneficio biologico nos processos de reparagio ¢ de 1,0 x 10’plaquetas/pL.

A membrana cortical desmineralizada reabsorvivel, utilizada acima dos defeitos
em ambos 0s grupo, teve a finalidade de evitar a dispersao do material depositado uma
vez que o camundongo ndo possui musculatura e tecido subcutineo, nessa regido da
calvéria, em quantidade suficiente para serem suturadas e impedir o extravasamento das
células que foram utilizadas no tratamento. Na avaliacdo realizada aos 30 dias em
ambos os grupos, ela ndo estava mais presente concordando com os dados do estudo
piloto preliminar, realizado pelos autores, que constatou que ela ndo influencia o

processo de reparacdo dssea, sendo totalmente reabsorvida num periodo de 15 dias.

A substitui¢do do coagulo por tecido de granulacdo visualizado em ambos os
grupos, também ¢ descrita por outros autores, em processos de cicatrizagdo do
organismo (Martin,1997; Tsirogianni et al., 2006). Num processo de reparacdo
tecidual, a primeira fase de reparacdo envolve a formagdo e organiza¢cdo do codgulo
sangiiineo, durante as 24 horas iniciais. Apds esse periodo, o coagulo comeca a ser
substituido e, por volta do nono a décimo primeiro dia esta completa a substitui¢cao por
tecido de granulagdo. Corroborando afirmacdo desse autor, principalmente no GP, foi
visualizada a substituicdo do codgulo por células basofilicas nos primeiros 10 dias e

presenca de tecido inflamatorio constituido de células basofilicas.

A maior formagdo Ossea e angiogénese exuberante, presente no grupo PRP, ja
haviam sido descritas por outros pesquisadores que afirmaram, em defesa ao uso do
PRP, que apds a ativagdo do gel de plaquetas, ocorre a liberagdo de citocinas e fatores
de crescimento essenciais para a progressdo coordenada do processo de cicatrizagao,
aumento da vasculariza¢do e regeneracdo tecidual (Marx et al, 1998; Aghaloo et al.,

2004; Marx, 2004). Ademais, dentre os fatores de crescimento liberados pela ativagdo
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do plasma, destaca-se a presenca do PDGF, que ¢ considerado o primeiro fator de
crescimento liberado na reparacao tecidual, sendo secretado pelos macrofagos e células
endoteliais. Ele apresenta numerosos efeitos positivos, incluindo angiogénese,
mitogénese de células da medula 6ssea e de pré-osteoblastos, e a ativacdo da
diferenciagdo de osteoblastos maduros que irdo estimular a deposi¢do de proteinas na

matriz 6ssea (Marx, 2004).

Silva et al.(2009) utilizaram o PRP em gel na reparagdo Ossea em calvaria de
coelhos e obtiveram bons resultados quanto a reparacdo. Porém, identificaram a
presenga de células gigantes e multinucleadas de permeio as novas formagdes Osseas.
Na ocasido, consideraram a presenca dessas células uma conseqiiéncia de reacao
inflamatoria tipo corpo estranho, incitada pela tromboplastina comercial derivada do
cérebro de coelho, usada na preparacdo do gel. De forma divergente, no estudo atual, o
gel de plaquetas foi ativado por gluconato de célcio 10% e a reagdo inflamatoria
observada ndo apresentava caracteristicas de reagdo tipo corpo estranho, ndo sendo

visualizadas células gigantes e multinucleadas.

No periodo inicial de avaliacdo, uma marcante presenca de infiltrado celular
contendo células basofilicas foi visualizada no GP e com base em afirmagdes prévias
(Deans & Moseley, 2000; Bobis et al.,2006) é possivel inferir que essas células que
participaram do processo de reparagdo possam ter sofrido influéncia quimiotatica dos
fatores soluveis liberados no meio pelo PRP, explicando essa maior quantidade de

células.

Ademais, Lacey et al. (2009) demonstraram o potencial das citocinas pro-
inflamatoérias, como as interleucinas (IL-1 e IL-6) e o fator de necrose tumoral (TNF-a),
influenciando positivamente o potencial osteogénico por favorecer a producdo de
osteoprotegerina (OPG) e receptor ativador do fator kB nuclear (RANKL), duas
citocinas que atuam nos processos de deposicdo e reabsor¢do oOssea e tal fato pode

explicar a maior quantidade de formagdes de novo 0sso no grupo tratado.

Com o avangar dos periodos de observagdes, a medida que a formacao 6ssea foi
se consolidando ¢ a atividade dos osteoblastos e das células osteoprogenitoras foi
diminuindo, observou-se concomitantemente reducao do processo inflamatorio. Pode-se

inferir que a liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias também regrediu uma vez que ¢
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dependente do processo inflamatério e dos fatores soliveis consumidos durante a
reparacao. Também nessa fase ndo havia necessidade de prover tantos estimulos para as

células osteogénicas.

Outro achado de destaque, na avaliacdo microscopica, foi uma intensa
mobilizagdo celular da periferia da lesdo, regido de tecidos moles, para o centro da
falha, principalmente no GP, demonstrando que houve contribui¢do positiva das células
Osseas presentes no periosteo. Shimizu et al. (2001) ja haviam demonstrado que dentre
as células que constituem o peridsteo existem células progenitoras com potencial de se
diferenciar em osteoblastos, passiveis de ser ativadas por estimulagdo fisica ou quimica,
como nos casos de fraturas, inflamagdes e desenvolvimento de tumores, € que

contribuem para a reparacao.

CONCLUSAO

Sob as condi¢des nas quais foi desenvolvido o experimento, constata-se por
meio das avaliacdes macroscopicas, estatisticas e microscopicas que o uso do gel de
Plasma Rico em Plaquetas (PRP) autdlogo, depositado em defeitos criticos
confeccionadas em calvaria de camundongos C57BL/6 jovens contribui positivamente

para o processo de reparagao 0ssea, mormente na fase inicial.
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ASSOCIACAO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS COM PLASMA
RICO EM PLAQUETAS NA REPARACAO DE DEFEITOS CRITICOS EM
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RESUMO

Novas estratégias terapéuticas objetivando a reparagdo Ossea em regides que
apresentam dificil propensdo a cura combinam a terapia celular com células
osteogénicas, fatores de crescimento osteoindutores e veiculos biocompativeis. No
presente estudo foram avaliados os efeitos da associagdo das células-tronco
mesenquimais (MSC) oriundas da medula 6ssea de oito camundongos C57BL/6 gfp’ e
expandidas em culturas, com Plasma Rico em Plaquetas (PRP) provenientes de outros
oito camundongos, na reparagdo de defeitos criticos confeccionados em calvaria de 24
camundongos C57BL/6 jovens. Os animais foram submetidos a um defeito craniano de
6,0mm de didmetro e separados em dois grupos experimentais iguais. O grupo controle
ndo recebeu tratamento e no grupo tratado foi administrado, no interior do defeito, pellet
de MSC contendo 1,0 x 10" células/mL associado com 50,0uL de plasma em gel
autdlogo contendo 1,0 x 10° plaquetas. Constatou-se que a associagdo das células-tronco
mesenquimais (MSC) derivadas da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 gfp” com

gel de PRP aplicadas em defeitos Osseos criticos confeccionadas em calvéria de
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camundongos C57BL/6 jovens, contribuiu positivamente para o processo de reparagao

Ossea.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais, gel de plaquetas autologo, reparagdo

ossea.

ABSTRACT

New therapeutic strategies aiming to induce bone repair in areas that have
difficult propensity to cure combine cell therapy with osteogenic cells, osteoinductive
growth factors, and biocompatible vehicles. This study evaluated the effects of
mesenchymal stem cells (MSC) from eight mice C57BL/6 gfp+ bone marrows
expanded in cultures associated with platelets rich plasma (PRP) deriving from another
eight mice, in the repair of critical defects in calvarial bone produced in twenty-four
young isogenic mice C57BL/6. The animals were subjected to a cranial defect of 6.0mm
in diameter and divided into two equal experimental groups. Control group did not
receive treatment and the treated group received a MSC pellet containing 1.0 x 10’
cells/mL associated with 50.0uL of plasma gel containing 1.0 x 10° autologous platelets
within the defect. In these experimental conditions, it was found that mesenchymal stem
cells derived from bone marrow of C57BL/6 gfp* mice associated with PRP gel applied
in bone critical defects produced in calvarial contributes positively to the process of
bone repair.

Keywords: mesenchymal stem cell, platelets gel, cell therapy.

INTRODUCAO

Novas terapias visando a reparagdo tecidual em regides que apresentam dificil
cicatrizagdo, como os 0ssos do cranio e da mandibula tem utilizado a terapia celular
com c¢lulas osteogénicas associada a fatores de crescimento osteoindutores e veiculos
biocompativeis (Pieri et al., 2009). No contexo da utilizagdo de um moderno arsenal
terapéutico, algumas pesquisas associam células-tronco mesenquimais (MSC) com
diferentes fatores de crescimento, dentre eles, os fatores provindos do Plasma Rico em

Plaquetas (PRP), importantes na indugdo da formagdo 6ssea (Kasten et al., 2008a).
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As MSC sao células-tronco somadticas presentes em nichos especializados nas
regides perivasculares dos tecidos adultos (Meirelles et al., 2008; Caplan, 2009), com
potencial de se diferenciar em multilinhagens celulares, dentre elas, as portadoras de
fendtipo osteogénico (Caplan, 1991; Pittenger et al., 1999). Esse tipo celular é
rotineiramente isolado de diversos tecidos, destacando-se a medula o6ssea (MO), e
amplamente expandido, por meio de sucessivas mitoses. Em culturas, exibem
propriedades inerentes como formato fibroblastéide das células, adesdo em substrato
plastico, capacidade de auto-renovacdo e capacidade de se diferenciar, sob condi¢des

adequadas de cultivo, em diferentes tipos celulares (Nardi & Meirelles, 2006).

A plasticidade aliada a habilidades de expansao, efeitos imunomodulatérios e a
possibilidade de serem vetores para genes terapéuticos, tornam esse grupo celular alvo
de grande interesse na medicina regenerativa (Deans & Moseley, 2000; Muraki et al.,

2006).

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) tem sido descrito como um biomaterial
acelerador da formacdo Ossea que contém proteinas sanguineas e grande numero de
plaquetas liberadoras de diferentes tipos e quantidades de fatores de crescimento (FC)

com caracteristicas osteoindutoras (Marx et al, 1998; Silva et al., 2009).

Dentre os fatores soluveis destacam-se: fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF); fator de crescimento transformador beta (TGF-B); fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento epitelial (EGF) que, em conjunto,
influenciam positivamente a quimiotaxia, diferenciagdo, proliferacdo e ativacdo de
diversos tipos celulares (Kasten et al, 2008b; Anitua et al., 2004). Entre as proteinas
distinguem-se: fibrina, fibronectina e vitronectina que, além da acdo quimiotatica, se
responsabilizam pela adesdo celular para osteoindugdo e suporte estrutural para as

células sanguineas, tecido conjuntivo e migracao epitelial (Marx, 2004).

Os mecanismos basicos e interagdes dos fatores soluveis liberados pelo plasma
com as células indiferenciadas do estroma ainda ndo estdo bem elucidados (Kasten et al,
2008a). Estudos in vitro tém demonstrado que os FC liberados pelo plasma sdo
fortemente mitogénicos para as MSC e para as células de linhagem osteoblastica (Van

Den Dolder et al., 2006). In vivo, tém sido sugerido efeito sinérgico da associagdo de
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MSC com PRP, resultando em aumento da formagdao oOssea em regides de dificil

consolidag¢do, como a maxilofacial e o cranio (Pieri et al., 2009)

O presente estudo teve por objetivo avaliar os efeitos da associa¢do das células-
tronco mesenquimais (MSC) oriundas da medula 6ssea e expandidas em culturas, com
Plasma Rico em Plaquetas (PRP) na reparagdo de defeitos criticos confeccionados em

calvaria de camundongos C57BL/6 jovens.

MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Experimenta¢io Animal (CEEA)
da Universidade Federal de Vicosa (UFV) e aprovado em margo/2007, sob parecer
nimero 46/2007, de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo

Animal (COBEA).

Animais de experimentagéo: foram utilizados 40 camundongos machos da linhagem
C57BL/6 isogénicos, com peso corporeo médio de 30,0 gramas, seis meses de idade.
Oito animais foram doadores de sangue para a obtencdo de Plasma Rico em Plaquetas
(PRP), oito animais foram doadores de medula dssea para a realizacdo da cultura celular
e os demais 24 foram utilizados para a experimentagdo in Vivo, separados em dois

grupos experimentais iguais.

Os animais foram alojados individualmente em gaiolas® de 0,15m?, sob
fotoperiodo de 12 horas, com temperatura e umidade controladas, ruidos minimos,

alimentados com ragio solida’ e 4gua ad libitum.

Obtencdo do PRP: oito animais foram anestesiados com isoflurano, em camara de gas
anestésica, € contidos em decubito dorsal. Posteriormente, foi realizada toracotomia
esternal, o ventriculo esquerdo foi puncionado com uma agulha de 25gauge, e coletado
todo o volume sanguineo circulante, aproximadamente 2,0mL por animal. O sangue foi
imediatamente transportado para frasco'® esterilizado contendo anticoagulante citrato de
sodio, e centrifugado, durante 5 minutos, a velocidade de 1500rpm. Apods a

centrifugacdo, o plasma (camada mais superficial no tubo, de coloracdo amarelada) foi

8 Gaiolas para roedores SEALSAFE ™_ Instrulab, Porto Alegre, RS, Brasil.
? Rag@o para animais de laboratorio, 23%PB, Labina® Purina do Brasil, Paulinia, SP, Brasil.
' Tubo para tipagem sanguinea - Vacuette”, Campinas, SP, Brasil.
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retirado e colocado em outro frasco e, novamente, centrifugado por 5 minutos a
1500rpm. Com o auxilio de uma pipeta automatica regulavel em 100,0uL, a fase mais
superficial do plasma (conhecida como plasma pobre em plaquetas) foi desprezada,
permanecendo apenas a por¢do mais rica em plaquetas. O volume total do plasma foi
submetido a contagem « distribuido em doze tubos de centrifuga, cada um contendo
50,0uL de plasma acrescido de 25,0uL de gluconato de calcio 10%, que foram
colocados em banho-maria a 37°C até gelagdo do plasma. Apds a formagao do gel de

PRP, os frascos foram vedados e levados ao centro cirtirgico. O preparo do plasma

aconteceu momentos antes da aplicacio.

Cultura de células-tronco mesenquimais: as células da cultura primaria foram
coletadas da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 transgénicos para o gene reporter
gfp (green protein fluorescense, proteina verde fluorescente) e depositadas em placa de
crescimento de cultura celular'' com meio de cultura'’ e mantidas em estufa
incubadora' a 37° C em 5% de CO; e umidade de 95%. Quando o crescimento celular
apresentava aproximadamente 80% de células confluentes, foi realizada a tripsinizagao,

contagem e repique destas células para garrafas de cultura'® de 25,0cm’.

Expanséo da cultura primaria: o meio de cultura'® da garrafa'® foi totalmente retirado
e as garrafas foram lavadas com 3,0mL de solugdo fosfato salina tamponante (PBS 1x,
pH 7,2). Em seguida, as células aderidas ao fundo da garrafa foram tripsinizadas com
solugdo de tripsina 0,25%'” e incubadas'® a 37°C em 5% de CO, e umidade de 95%,
durante 5 minutos. Posteriormente, as células foram ressuspendidas em 5,0mL de meio
completo ¢ a suspensdo contendo as MSC foi transferida para tubos de centrifuga' e
centrifugadas® & temperatura de 22°C ¢ 1500rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
totalmente desprezado ¢ o pellet foi ressuspendido em tubos de centrifuga contendo

1,0mL de PBS 1x.

""Placa de crescimento celular de seis pogos TPP, Trasadingen, Switzerland.

12 Meio para cultura celular DMEM. Sigma Chemycal Co., St. Louis, MO, USA.

13 Incubadora VELP® — Instrulab, Porto Alegre, RS, Brasil.

“ Garrafa para cultivo de tecidos, poliestireno estéril — Cultilab, Campinas, SP, Brasil

15 Meio para cultura celular DMEM. Sigma Chemycal Co., St. Louis, MO, USA.

'® Garrafa para cultura de tecidos - Cultilab®, Campinas, SP, Brasil.

17 Solugdo de Tripsina-EDTA 1x, frasco com 100mL. Sigma Chemycal Co., St. Louis, MO, USA
'® Incubadora VELP®, Instrulab, Porto Alegre, RS, Brasil.

" Tubo de centrifuga tipo Falcon com capacidade de 15mL - ACQuimica — Paulinia, SP - Brasil.
20 Citocentrifuga de bancada CT12 Presvac®, Itajai, SC, Brasil.
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Uma aliquota de 10,0uL desta solugdo foi diluida em 10,0uL de corante Azul de
Tripan e homogeneizada num frasco de vidro esterilizado. Esta solu¢ao foi utilizada
para contagem celular em camara de Neubauer, conforme o preconizado por Meirelles

& Nardi (2003) e Bittencourt et al.(2006).

Quando obtida a concentrac¢io celular minima de 1,0 x 10’células/mL (Meirelles
& Nardi, 2003) os tubos contendo as MSC foram novamente centrifugados, em
temperatura de 22°C e 1500rpm por 10 minutos, acondicionados em caixa térmica e
transportados para o centro cirirgico do Hospital Veterinario da UFV, visando o
transplante imediato nos camundongos C57BL/6 isogénicos. No momento da aplicagdo

o sobrenadante foi desprezado e apenas o pellet foi utilizado.

Quando a concentragdo celular ndo era obtida, a suspensao foi diluida em 5,0mL
de meio de cultura enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB), e transferida para
nova da garrafa de cultura de 25cm?, mantida em estufa incubadora a 37°C em 5% de

CO; e umidade de 95%, por sete dias, até a reavaliacdo da concentragdo celular.

Experimentacdo in vivo: os 24 animais foram separados em dois grupos experimentais
iguais, grupo controle (GC) e o grupo associagdo MSC/PRP (GMP). Todos foram
submetidos a0 mesmo nivel de estresse quanto a manipulacdo e os grupos experimentais

foram conduzidos ao mesmo tempo.

Antecedendo ao ato cirturgico, os camundongos receberam antibioticoterapia
profilatica com enrofloxacina (10,0mg/kg, IM) e medicagdo analgésica a base de
morfina (5,0mg/kg, SC), que perdurou por trés dias e a cada 8 horas, visando o controle

da dor.

Os camundongos foram submetidos a medicagdo pré-anestésica com xilazina
(5,0mg/kg, IP) e indugdo e manutengio com anestésico inalatorio”’, em cdmara de
anestesia. Em seguida foram contidos em decubito ventral, tricotomizados na por¢ao
dorsal do cranio, submetidos a anti-sepsia da area tricotomizada com solug¢do povidine-

iodine e tiveram o campo operatdrio delimitado por pano esterilizado.

A pele, subcutdneo e musculatura foram incisados sobre a crista sagital externa

do cranio, desde a protuberancia occipital até proximo aos olhos, aproximadamente

2 Isoflurano, Astra Zeneca do Brasil Ltda, Cotia, SP, Brasil.
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1,0cm de comprimento, permitindo a exposicao do osso parietal. Com auxilio de uma
broca®* de 6,0mm de didmetro externo, conectada a uma perfuratriz elétrica23, na
velocidade de 5000rpm e sob irrigagcdo continua com solu¢do fisioldgica, foi realizado
um defeito na regido parietal, com area aproximada de 28,3mm’, transpassando toda
espessura da diploe, com exposi¢cdo das meninges, que foi mantida integra no fundo do

defeito.

No grupo MSC/PRP (GMP) a falha foi preenchida com o pellet contendo 1,0 x
10"células/mL e 50,0uL de plasma em gel contendo 1,0 x 10° plaquetas e o grupo
controle nao recebeu tratamento. Em ambos os grupos foi colocada uma membrana

1** com extensdo de 0,7 x 0,7cm, acima da falha e

cortical desmineralizada reabsorvive
abaixo da pele. Posteriormente, a pele foi aproximada com fio monofilamentar nao-
absorvivel”, em pontos simples separados. Todos os animais foram observados
diariamente, duas vezes ao dia, durante todo o periodo experimental e avaliados quanto

ao peso, comportamento e consumo de alimento e dgua.

Periodos de avaliagdes: trés animais de cada grupo foram identificados, pesados e
submetidos a eutanasia, por sobredosagem anestésica com tiopental sddico, nos dias 10,
30, 60 e 90 de pos-operatorio. Em seguida, cada camundongo foi contido em mesa
cirtirgica para coleta de bidpsias Ossea, envolvendo a regido do defeito e a porgao
adjacente do osso receptor. O fragmento foi identificado, medido, fotografado e
conservado em formaldeido a 10% tamponado para posterior processamento histologico

e realizagdo de reagdo em cadeia de polimerase.

Avaliacdo macroscopica: consistiu na mensuragdo da area do defeito e estabelecimento
do percentual de reparagdo Ossea (area inicial - area mensurada em cada periodo/area
inicial, em milimetros), por meio de analise de fotografias digitais obtidas com escala de
mensuragdo (régua/escalimetro), intensidade de luz e altura da maquina fotografica

digital®® constantes. As imagens digitais foram transferidas a um computador’’ e

2 Broca trefina cirirgica — Neodent Implante Osteointegravel , Curitiba, PR, Brasil.

2 Microrretifica Dremel — Bosch, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

% Genderm — Membrana bioldgica de origem bovina — Genius, Baumer, SP, Brasil.

» Nylon 2-0 — Brasuture, Sdo Sebastido da Grama, SP, Brasil.

2% Sony cybershot® 10.1 megapixels, Sdo Paulo, SP, Brasil.

" Notebook ACER, PentiumCeleron” processador 550, 2.0 Ghz, 533 MHz, 1 MB, S&o Paulo, SP, Brasil.
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analisadas por um programa especifico™. O local e aspecto do defeito e a presenca de

crescimento 6sseo também foram registrados.

Andlise estatistica: A analise estatistica foi realizada com auxilio do software
especifico” e da planilha eletrénica Excel®. Os resultados obtidos foram submetidos ao
testes de Kolmogorov—Smirnov para verificagdo da distribui¢do de normalidade da
variavel percentual de reparacdo Ossea. Foi estabelecida a média do percentual de
reparacdo Ossea em cada periodo avaliado e foi realizada a andlise das amostras
independentes mediante a aplicacdo do Teste t de Student. Para tanto, foi adotado um
nivel de rejeicdo da hipdtese de nulidade de 5% (p<0,05) (Ribeiro-Junior & Melo,
2009).

Avaliacdo microscopica: o material coletado foi submetido a processamento
histolégico de rotina, incluido em parafina e cortado (5,0um de espessura) em
microtomo de impacto com navalha de tungsténio, envolvendo toda a area do defeito e
bordas do osso receptor (corte longitudinais) e, posteriormente, foi corado por
Hematoxilina e Eosina (H&E). As amostras foram avaliadas quanto a presenca e

caracteristicas do tecido de preenchimento, por meio de analise histoldgica descritiva.

Extracdo de DNA: foi realizada a extracio de DNA gendmico da cultura de MSC gfp”,
tecido 6sseo fresco de animais gfp” (controle negativo) e de uma amostra parafinizada
contendo o tecido 6sseo da regido do defeito e transplante celular, conforme o protocolo
do kit". As amostras incluidas em parafina foram desparafinizadas e reidratadas
previamente as etapas de extragdo de DNA, segundo protocolo descrito por Nascimento
et al. (2003).

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR): a PCR foi realizada visando a amplificagdo
de um fragmento de 225 pares de base (bp) do gene gfp utilizando os primers: GFP-5C
5" ACT TCA AGA TCC GCC ACA ACA T 3' (direto) e GFP-3C 5' TTA CTT GTA
CAG CTC GTC CAT GC 3' (reverso) [Coura, comunicagdo pessoal]’’, com o objetivo
de verificar a presenca do gene GFP nas amostras de tecido. A reacdo foi desenvolvida
em um volume final de 25,0uL. contendo os seguintes reagentes: 7,0ul. de DNA da

amostra; 2,5uL do primer GFP-5C a 0,02mM; 2,5uL. do primer GFP-3C a 0,02mM,;

2 Software de anélise de imagens Imagelab Proplus®, Média Cybernetics, Bethesda, MD, USA

% Sistema para Analises Estatisticas® SAEG v. 9.1, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, Brasil.
3% QIAamp DNA Mini Kit (250), QIAGEN, Uniscience, Sio Paulo, SP, Brasil.

3! Coura, R. Comunicagio pessoal. Porto Alegre, RS. UFRGS. Margo de 2009.

92



2,5ul de cada ANTP a 2,0mM (dATP, dTTP, dGTP, dCTP); 2,5uLL de tampao da Taq
DNA polimerase 1x e 1U de Taqg DNA polimerase’>. A PCR foi realizada com uma
etapa de desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por ciclos de trés etapas:
desnaturacao a 94°C por 35 segundos, anelamento a 58°C por 45 segundos e extensdo a
72° por 1 minuto, num total de 40 ciclos. Uma etapa de extensdo final foi realizada a
72°C por 7 minutos. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% e corados em solucdo de brometo de etideo para visualizacdo em

transluminador.

RESULTADOS

Na inspecao diéria, durante todo o periodo pds-operatorio, ndo foram observadas
perdas de peso, apatia, sinais de infec¢do ou de lesdes neurologicas nos animais do

estudo.

Na avaliagdo macroscopica, independentemente do grupo experimental, ndo foi
observado crescimento 0sseo fora das margens receptoras e nem abaixo da meninge.
Também foi constatada auséncia de fechamento total dos defeitos até o periodo final de

avaliacdo e de aderéncias entre cérebro, meninges e tecidos de reparagao.

Observou-se, tanto em GC quanto em GMP, que o osso novo de preenchimento
do defeito apresentava espessura inferior ao 0sso receptor circunvizinho e que ao longo
dos periodos de avaliagdes, as bordas perdiam suas caracteristicas de perimetros

circulares, tornando-se irregulares, nos locais de maior preenchimento.

A membrana desmineralizada depositada acima de todos os defeitos (Fig. 1A)
ainda estava presente em dois animais do GC, aos 10 dias de avaliag¢do, e ndo estava

presente no GMP. Essa membrana ndo foi observada nos demais periodos.

Ainda, macroscopicamente, foi observado, nos animais de ambos os grupos, um
tecido transparente e delgado, cobrindo o defeito, com aparéncia de tecido cicatricial,
acima da 4rea ainda ndo reparada com tecido dsseo (Figs. 1B e 1C). Apenas em dois
animais do GC, um avaliado aos 10 e outro aos 30 dias esta cobertura ndo estava

completa.

32 Taq DNA polimerase, Invitrogen Co, Carlsbad, CA — USA.
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Figura 1 — Fotografia do aspecto macroscopico da membrana desmineralizada e das falhas 6sseas
observadas aos 10 dias de pds-operatorio. A) Membrana transparente. B) Regido parietal do cranio de
camundongo do grupo controle. C) Regido parietal do cranio de camundongo do grupo MSC/PRP. Em
B e C, destaque para a area do defeito 6sseo, com bordas irregulares e o tecido transparente e delgado
recobrindo a falha.

Por meio da andlise da variavel percentual de reparacdo Ossea verificou-se
diferenca (p = 0) entre os dois grupos experimentais em todos os periodos de avaliagdao
e que os animais do GMP apresentaram os melhores valores de reparagdo. Os valores
desse percentual no GMP, aos 10 dias, s6 foram observados no GC préximo ao periodo
de 60 dias. Ainda no GMP, o percentual de reparacao ocorrido do dia inicial da lesdo até
os 10 primeiros dias foi o maior encontrado (57%), e foi diminuindo ao longo dos dias
(dia 11 ao 30, 6%; dia 31 ao 60, 6%; dia 61 ao 90, 0,3%). No GC o maior percentual foi
verificado entre os dias 11 e 30 (30%) e o valor observado aos 90 dias foi semelhante ao
exibido aos 30 dias no grupo tratado. A tabela 1 apresenta os valores do percentual
médio de reparacao Ossea exibido por periodo de observagdo, para os animais agrupados
nos grupos controle e tratado com MSC/PRP e os valores de p oriundos do estudo

estatistico.
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Tabela 1 - Percentual médio de reparagdo Ossea exibido por periodo de observacdo, para os animais
dos grupos controle e tratado com MSC/PRP (Tratamento 1= grupo controle. Tratamento 2 = grupo
MSC/PRP) e os valores de p calculados confrontando dados da % de preenchimento 6sseo, por
periodo, do tratamento 2 versus tratamento 1.

Percentual de

Periodo Médias das reparacao 6ssea Valor dep
Tratamento  (dias) areas (mm?) (mm?) calculado

GC 10 22,133 21,880
p = 0,0007

GMP 10 11,926 57,906

GC 30 13,863 51,069
p = 0,0000

GMP 30 10,452 63,179

GC 60 11,843 58,199
p = 0,0000

GMP 60 8,767 69,056

GC 90 10,495 62,957
p = 0,0000

GMP 90 8,666 69,413

Os exames realizados sob microscopia de luz revelaram que o tecido transparente
e delgado, que recobria os defeitos em GC e GMP, estava constituido de tecido
conjuntivo denso com diferentes graus de celularidade e ndo continha células

inflamatorias.

No grupo controle, aos 10 dias, observou-se multiplicagdo celular com discreta
formacgdo 6ssea nas bordas do defeito e em dire¢ao ao centro. Foi verificada a presenca
de infiltrado celular constituido por células basofilicas, substituindo a regido
anteriormente ocupada pelo coagulo sanguineo. A maioria das células que participavam
do processo de reparagdo originaram-se, principalmente, dos tecidos moles (periosteo e

musculatura) presentes nas extremidades do defeito (Fig. 2).
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Figura 2 — Fotomicrografia evidenciando o
aspecto microscopico do processo de
reparagdo apresentado aos 10 dias por um
animal do grupo controle. A) Células que
participam do processo de reparagdo
originando-se dos tecidos moles adjacentes
(circulo). B) Tecido conjuntivo denso presente
na face interna da falha (seta). C) Regido de
coagulo sendo substituido por células
basofilicas  (retdngulo) e fileiras de
osteoblastos nas margens receptoras (setas)
(H&E).

Aos 30 dias, em algumas amostras, percebeu-se maior formagdo Ossea em
comparagdo ao periodo anterior, com o novo tecido dispondo-se em ilhas circundadas
por tecido de granulacdo e insinuando-se para o interior de defeito (Fig. 3). Nesse
momento, os vasos sanguineos de permeio ao tecido de granulagdo estavam presentes

em quantidade superior a observada aos 10 dias.
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Osso receptor

Regido de novo tecido 6sseo

Interior do defeito 6sseo

Figura 3 - Fotomicrografia evidenciando o aspecto microscopico do processo de reparagdo
apresentado aos 30 dias por um animal do grupo controle. Regido de reparagdo com formagdo de novo
tecido Osseo (#), rodeado por células basofilicas (%) e se insinuando para o interior da falha a partir do

osso do receptor (*)(H&E).

Aos 60 e 90 dias o crescimento dsseo foi progressivo em relagdo ao tempo de
observagdo, com presen¢a de medula 6ssea com células mononucleares entremeando a
diploe 6ssea. Foi visualizada presenca de células grandes, arrendondadas, com

citoplasma eosinofilico e nucleo basofilico sugestivas de megacariocitos.

No grupo MSC/PRP (GMP), foi observada maior angiogénese com vasos mais
calibrosos do que a visualizada no GC. Esses vasos sanguineos se concentravam,
principalmente, nas margens receptoras, regido da formagdo de novo tecido 6sseo e a
quantidade desses novos vasos foi superior aos 10 dias quando comparado aos demais

periodos no mesmo grupo.
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No GMP também foi visualizado um tecido de granulacao e infiltrado inflamatorio
constituido de células basofilicas (Fig. 4), substituindo a regido que ocupada pelo

coagulo sanguineo, similar ao observado no GC.

Aos 10 dias, a area de formacdo de novo o0sso, assim como observado
macroscopicamente, foi superior a encontrada no GC e, ampliava-se a medida que os
periodos de avaliacdo avancavam. Também, foi evidenciada intensa movimentacgao
celular originada dos tecidos moles adjacentes ao defeito em dire¢do ao centro, e
presenca de tipos celulares indiferenciados, com morfologia cubdide e ntcleos
arredondados, ocupando o interior do defeito e em contato com as margens receptoras
(Fig. 4. Nessa ¢época de avaliagdo também foi possivel identificar inicio de organizagao

das células presentes no interior do defeito em torno de vasos sangiiineos (Fig. 4).

Figura 4 - Fotomicrografia evidenciando o aspecto microscopico do processo de reparagdo
apresentado aos 10 dias por um animal do grupo MSC/PRP. Presen¢a de grande quantidade de células
indiferenciadas no interior da falha (@), inicio de organiza¢do das células presentes no interior do
defeito (retdngulo) em torno de um vaso sangiiineo, substituicdo do codgulo sanguineo (4), osso
receptor (*). (H&E).
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Aos 30 dias, foi observada maior formagao de novo osso em dire¢ao ao centro
do defeito (Fig. 5), com grau de organizacao superior ao verificado aos 10 dias, periodo
de avaliacao anterior. Ainda foram visualizadas células indiferenciadas e fibroblastoides
no interior do defeito, se mobilizando entre essas novas formagdes, e quantidades
marcante de vasos sanguineos congestos, recém formados, de permeio as novas

formacgdes.

Regido de novo tecido 6sseo

Interior do
defeito 6sseo

Figura 5 — Fotomicrografia demonstrando o aspecto microscopico do processo de reparagdo
apresentado aos 30 dias por um animal do grupo MSC/PRP. Movimentagao celular oriunda da regido
de tecidos moles adjacentes (circulo), presenca de células basofilicas (7¢), vasos sangiiineos (®),
osteons em formagdo (setas) (H&E).

Aos 60 dias, identificou-se presenca de maior quantidade de tecido 6sseo e mais
organizado, do que até entdo tinha sido observado. De forma andloga a descrita nos
periodos anteriores, verificou-se células indiferenciadas e jovens proximas as formagdes
de osso novo. No interior dos vasos sanguineos neoformados foram visualizadas células

gigantes de nucleo basofilico e citoplasma eosinofilico, sugestivas de megacariocitos. O
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que diferenciou os aspectos histologicos, aos 90 dias, foi a maior formagdo Ossea e

organizacao do tecido ostedide em Osteon.

Independentemente do periodo em analise, foram observados osteoblastos
cuboides enfileirando-se nas margens da nova formacao tecidual e aumento da matriz
ossea. No GMP, verificou-se maior quantidade de osteoblastos e organizagdo do tecido
ostedide quando comparado ao GC. Também, com o avancar do tempo, foram
visualizados discretos focos com sinais de remodelacdo oOssea e presenca de

osteoclastos.

A amostra derivada do tecido que foi tratado com MSC/PRP apresentou o
fragmento de DNA amplificado conforme tamanho esperado e exibiu a marcagdo de
banda em gel de agarose 1,5% (Fig. 6). O seqiienciamento dos produtos da PCR ainda

esta sendo aguardados.

Figura 6 — Fotografia do gel de agarose exibindo o bandeamento das amostras submetidas a PCR.
Canaleta 1 e 5 contendo marcador padrdo de 100 pares de base. Canaleta 2 contendo produto da PCR
das células em cultura (controle positivo). Canaleta 3 contendo produto da PCR da amostra de tecido
6sseo de animal gfp” (controle negativo). Canaleta 4 contendo produto da PCR da amostra de tecido
6sseo parafinizado de um animal tratado com MSC gf /PRP.

DISCUSSAO

Alguns estudos in vivo tém avaliado a eficacia da combinagdo de células-tronco
mesenquimais (MSC) e plasma rico em plaquetas (PRP) na cicatrizagdo de defeitos
realizados no tecido 6sseo, sugerindo que a associacdo apresenta efeito positivo no
processo de reparagdo (Ogino et al.,2006; Pieri et al.,2009). Desta forma, no presente
estudo, o PRP, uma fonte autéloga de fatores de crescimento, foi associado com células-
tronco mesenquimais objetivando aumentar a proliferacdo e diferenciagao dessas células

indiferenciadas e a obtencao de reparacao 6ssea mais precoce e eficaz.
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As caracteristicas especificas das MSC, incluindo seu potencial proliferativo e a
habilidade de se diferenciar em diversos tipos de células e tecido, como dsseo, adiposo ¢
cartilagem, tornaram esse grupo celular uma ferramenta atrativa para a medicina
regenerativa (Deans & Moseley, 2000; Muraki et al., 2006). Assim sendo, o transplante
dessas células para o tratamento de defeitos criticos na calvaria, regido de dificil

reparagao, foi a op¢ao terapéutica realizada nesse estudo.

Ademais, considerando-se que os processos de cicatrizagdo do organismo sao
complexos e que necessitam de interagdes entre o local lesado e as células reparadoras,
objetivou-se que as MSC transplantadas incrementassem o processo de reparagio dssea
por liberarem diferentes tipos de fatores de crescimento soluveis incluindo G-CSF (fator
estimulador de col6nias de granulocitos), GM-CSF (fator estimulador de colonias de
macrofagos e granulocitos), M-CSF (fator estimulador de colonias de macr6fagos),
TGF-B (fator de crescimento transformador beta) e diversas interleucinas (IL-
1,6,7,8,11,12,14,15), como o descrito por Deans & Moseley (2000) e Bobis et al.(2006).
Esses fatores soliveis sdo capazes de ativarem diferentes tipos celulares, incluindo
células envolvidas no processo de inflamacao, promoverem a diferenciacao das células
osteoprogenitoras ¢ induzirem a ativacdo de células dsseas jovens, acarretando em

formagdo 6ssea mais precoce e em maior quantidade, verificada no grupo tratado.

Além de toda a contribuigdo providenciada pelas MSC, o PRP também ¢
considerado uma fonte rica em fatores de crescimento (Marx, 2004) e agente
estimulador da formagdo de novo tecido Osseo. Esses sdo liberados pela ativagdo e
degranulacdo das plaquetas e sdo capazes de se ligarem a receptores de membrana
expressos pelas células mesenquimais, acarretando a ativagdo de proteinas endogenas
com conseqiiente indu¢do da proliferacdo celular, formacdo de matriz, sintese de
colageno e maior formagdo o6ssea. De acordo com dados apresentados por Ball et
al.(2007) as MSC expressam elevados niveis de receptores para PDGF ¢ VEGF, o que

pode explicar, entre outros fatores, a exuberante angiogénese encontrada no GMP.

A presenca de PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas) apresenta
numerosos efeitos positivos na reparacao de tecidos incluindo angiogénese, mitogénese

de células da medula Ossea e de pré-osteoblastos e a ativacdo da diferenciagdo de
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osteoblastos maduros que estimulam a deposi¢do de proteinas na matriz 6ssea (Marx,

2004; Khojasteh et al., 2007).

Verificou-se que as MSC/PRP utilizadas como tratamento dos defeitos na
porcao parietal do cranio dos camundongos determinaram maior formacdo dssea em
relacdo ao grupo controle, com tendéncia a reparagao total, contudo, ao final do periodo
de avaliagdo aos 90 dias, os defeitos nao estavam totalmente preenchidos. Tal
caracteristica evidencia a criacdo de um defeito critico na calvaria do camundongo (6,0
mm), concordando com dados disponiveis na literatura que consideram criticos os
defeitos com diametro superior a 2,7mm (Seo et al.,2008). Consequentemente, por mais
que o tratamento com as células indiferenciadas e plasma em gel tenha incrementado o

processo de reparacado, ele ndo foi suficiente para prover a cura total.

O estudo estatistico confirmou que o tratamento com a associagdo MSC/PRP
incrementou a reparacdo 6ssea que acarretou maior quantidade de novo tecido 6sseo,
sobretudo nos 10 primeiros dias apds o tratamento, fase mais precoce. Ademais,
permitiu verificar que a maior taxa de reparacdo ossea exibida no grupo controle aos 90
dias foi semelhante a taxa do grupo tratado aos 30 dias. Por esses dados, pode-se inferir
que liberacao dos fatores de crescimento, providenciada pelas MSC e pelo PRP,
determinou maior ativacdo de receptores nas cé€lulas osteoprogenitoras, maior
recrutamento celular e ativacdo de células osteocomprometidas, com conseqiiente maior

formacao de tecido 6sseo.

A membrana cortical desmineralizada reabsorvivel, utilizada acima dos defeitos
em ambos os grupo, teve a finalidade de evitar a dispersao do material depositado no
interior da lesdo uma vez que o camundongo ndo possui musculatura e tecido
subcutaneo, nessa regido da calvaria, em quantidade suficiente para serem suturadas e
impedir o extravasamento das células que foram utilizadas no tratamento. Na avaliagdo
realizada aos 30 dias em ambos os grupos, ela ndo estava mais presente concordando
com os dados do estudo piloto preliminar, realizado pelos autores, que constatou que ela
ndo influencia o processo de reparagcdo Ossea, sendo totalmente reabsorvida num

periodo de 15 dias.

No GMP foi visualizada, no periodo inicial de avaliagdo, uma marcante presenca

de infiltrado inflamatorio contendo células basofilicas e com base em afirmagdes
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prévias (Deans & Moseley, 2000; Bobis et al.,2006) é possivel inferir que essas células
possam ter sofrido influéncia quimiotatica dos fatores soluveis liberados no meio,
explicando essa maior quantidade de células. Para Honma et al. (2008), o processo
inflamatorio desencadeado pelo procedimento cirtirgico pode ter iniciado e mantido a
diferenciacdo das MSC em osteoblastos. De forma analoga, Lacey et al. (2009)
demonstraram o potencial de citocinas pro-inflamatorias, como as interleucinas (IL-1 e
IL-6) e o fator de necrose tumoral (TNF-a), influenciando positivamente o potencial
osteogénico por favorecer a produgdo de osteoprotegerina (OPG) e receptor ativador do
fator kB nuclear (RANKL), duas citocinas que atuam nos processos de deposicio e

reabsor¢ao Ossea.

Com o avancar dos periodos de observagdo, a medida que a formagao 6ssea foi
se consolidando e a atividade dos osteoblastos e das células osteoprogenitoras foi
diminuindo, observou-se, concomitantemente, redu¢ao do processo inflamatério. Pode-
se inferir que a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias também regrediu uma vez que €
dependente do processo inflamatério e dos fatores soltiveis consumidos durante a
reparagdo. Também nessa fase ndo havia necessidade de prover tantos estimulos para as

células osteogénicas.

No primeiro periodo de avaliagdo, aos 10 dias, foi observada no GMP a presenca
de grande quantidade de células indiferenciadas de morfologia ora cubodide ora
fibroblastéide, no interior do defeito, se organizando ao redor de vasos sangiiineos e
iniciando a formac¢do do novo tecido Osseo. Este evento ndo foi visto no GC
possivelmente porque as células observadas foram as MSC empregadas no tratamento
e/ou células indiferenciadas quimioatraidas pelos fatores soluveis liberados no meio.
Aos 30, 60 ¢ 90 dias também foram visualizadas células indiferenciadas fibroblastoides
de permeio aos novos crescimentos d0sseos, contudo a morfologia era diferente das
células observadas aos 10 dias. Possivelmente, aos 10 dias, as células presentes eram as
transplantadas e aos 30, 60 e 90 dias as células indiferenciadas eram as que foram

atraidas para o local de reparagao.

Outro achado de destaque na avaliagio microscopica foi uma intensa
movimentagdo celular oriunda dos tecidos moles adjacentes para o centro do defeito,

principalmente no GMP, demonstrando a contribuig¢do das células osteocomprometidas
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presentes no peridsteo com o processo de reparagdo. Shimizu et al. (2001) ja haviam
demonstrado que dentre as células que constituem o periosteo existem células
progenitoras com potencial de se diferenciar em osteoblastos, que sdo ativadas por
estimulacdo fisica ou quimica, como nos casos de fraturas, inflamacdes e
desenvolvimento de tumores, e que contribuem para os processos de reparagao. Com o
mesmo intuito, Zhang et al. (2005) afirmaram que além da fun¢do de proliferagdo e
diferencia¢do em células cartilaginosas e Osseas, as células mesenquimais progenitoras,
que estdo presentes no periosteo, também liberam fatores osteoindutores capazes de

recrutar e ativar as demais células osteocomprometidas do hospedeiro.

No GMP também observou-se maiores angiogénese ¢ formagao de novo tecido
0sseo em relagdo ao GC. A formagdo dssea reflete a presenga de maior quantidade de
osteoblastos, que podem ter-se originado por diferentes mecanismos de diferenciagdo
das células precursoras mesenquimais (Herzog et al., 2003; Meirelles et al., 2006) ¢/ou
terem sido atraidos para o local da defeito por efeito paracrino (Moore & Quesenberry,
2003). Uma vez presente nas margens da lesdo, essas células osteogénicas secretam
matriz protéica Ossea, incluindo coldgeno tipo I e proteoglicanos e estimulam a

mineralizagdo (Shen et al., 2005; Bobis et al.,2006).

O numero intenso de osteoblastos no grupo GMP provavelmente refletiu a agao
dos fatores de crescimento liberados pelo PRP que recrutaram células
osteocomprometidas como o processo de reparagdo e favoreceram a ativagdo e
diferenciagdo das células indiferenciadas que foram transplantadas, sobretudo nos
primeiros dias pos-transplantes. Khojasteh et al. (2007) ressaltaram a importancia do
PDGF no recrutamento de células osteocomprometidas e, afirmaram que embora o
PDGF secretado inicialmente pelas plaquetas desempenhem importante
papel na cicatrizagdo inicial, ¢ a sua posterior secrecdo a partir dos macrofagos
recrutados (presente no tecido de granulacdo) que providencia uma “up-regulacdo” de
demais fatores de crescimento, angiogénese e recrutamento e ativacao de células como

fibroblastos e osteoblastos.

Em relacao a formagdo dssea, os tipos celulares presentes em ambos 0s grupos
foram os mesmos. Observou-se osteoblastos cubodides, dispostos em fileiras nas bordas

da nova formagdo Ossea e discreta presenca de osteoclastos proximos aos novos vasos
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sanguineos que se formavam. A diferenga entre os grupos foi a quantidade de células de
deposi¢ao 6ssea, maior no GMP. Corroborando as afirmagdes de Kasten et al. (2008a),
a adicdo dos fatores de crescimento do plasma resultou em efeito positivo para a maior

ativagdo e proliferacdo das MSC.

J4

Ao se avaliar as contribuicdes das terapias reparativas com MSC ¢
imprescindivel considerar a caracteristica do local onde as células serdo depositadas. De
acordo com Fuchs et al. (2004), o sucesso terapéutico ¢ dependente do nicho, ou seja, as
interacoes das células-tronco com as demais células, com a matriz extracelular (MEC) e
com os fatores de crescimentos do meio, que manterdo essas células quiescentes e/ou
em processos de diferenciagdo. Dessa forma, a criacao das feridas de forma cirurgica e
asséptica, a aplicacdo das células num momento agudo do processo de lesdo (janela
terapéutica) e a associacdo com o PRP atuando como uma fonte de liberagdo de outros
fatores de crescimentos e como uma plataforma limitando a dispersdo das células,
favoreceram a adesao, manutengao, diferenciagao e liberacao de demais fatores soluveis

por parte das MSC, contribuindo para a formagao superior de tecido 6sseo no GMP.

Cheng et al. (2008) realizaram estudos em defeitos criticos em cranio de coelhos
utilizando o PRP como veiculo carreador de células mesenquimais originadas da
medula 6ssea. De forma analoga ao presente estudo, os autores supracitados nao
encontraram total reparacdo Ossea dos defeitos durante o periodo de observagdo de 12
semanas, porém concluiram que o PRP em gel ¢ um promissor veiculo para a aplicagao
de MSC, por fornecer os fatores soltiveis que contribuem para a osteogénese e adequada

nutri¢ao para as células.

A presenca de banda no gel de agarose detectada no animal tratado pela
associacdo MSC/PRP, similar a verificada no controle positivo (préximo a 225 pb)
comprova a presenga do gene repérter nos animais tratados com MSC gfp” e nos
permite inferir que as células-tronco utilizadas no tratamento permaneceram presentes

no processo de reparagdo Ossea.

CONCLUSAO

Sob as condi¢des nas quais foram desenvolvidas o experimento, constata-se por meio

das avaliagdes macroscopicas, estatisticas, microscopicas e moleculares que a
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associacao das células-tronco mesenquimais (MSC) derivadas da medula 6ssea de
camundongos C57BL/6 gfp” com o gel autélogo de PRP aplicada em defeitos dsseos
criticos produzidos em calvaria de camundongos C57BL/6 jovens contribui

positivamente para o processo de reparacao Ossea.
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