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RESUMO

Dentre os varios fatores de crescimento que tém sido relatados
na literatura para tratamento de defeitos 6sseos, as proteinas
6sseas morfogenéticas (BMPs) tém atraido bastante interesse,
em decorréncia de sua capacidade osteoindutora. As células-
tronco derivadas do tecido adiposo (ASCs) também vém se
destacando na regeneragao tecidual e na modulagao da resposta
inflamatoria pelo seu efeito paracrino. O objetivo deste trabalho
foi avaliar in vitro e in vivo os efeitos da BMP-2 e de ASCs na
osteogénese. Os experimentos se dividiram em 4 etapas, sendo:
(1) avaliacdo do efeito da proteina 6ssea morfogenética
recombinante humana do tipo 2 (rhBMP-2), da BMP-4 e da BMP-
7 na diferenciacdo osteogénica de ASCs suplementadas com
arcorbato e B-glicerofosfato; (2) comparagao do efeito do acido
retindico (AR), da rhBMP-2 e da rhBMP-2+AR na diferenciagéo
osteogénica de ASCs; (3) avaliagao do efeito da implantagédo de
ASCs incorporadas em arcabougos de poli(acido lactico-co-
glicdlico) (PLGA) na inflamagao causada por rhBMP-2 no tecido
muscular de céaes; e (4) avaliacdo do efeito de ASCs
incorporadas em arcabougos autdgenos de plasma rico em
plaguetas (PRP) na regeneracdo 6ssea na tibia de caes. Os
resultados confirmaram as caracterisitcas de células-tronco
mesenquimais das ASCs, através da imunofenotipagem e da
diferenciacédo adipogéncia e osteogénica. Em relagao a etapa 1,
as ASCs expressaram BMP-4 e BMP-7 enddgenas, a
suplementagcdo do meio osteogénico com rhBMP-2 néo
aumentou a atividade de ALP, a expressdo do mRNA da
osteonectina e osteocalcina, e a deposi¢ao de calcio. No que diz
respeito a etapa 2, a rhBMP-2 promoveu maior expressédo de
Smad 1 e BMP-7 (dia 7), maior expressao relativa do mRNA do
receptor de BMP do tipo Il (BMPR-II) e do mRNA da osteocalcina
(dia 21). Por sua vez, o AR exibiu as maiores atividades de ALP
(dias 7, 14, 21 e 28), maior expressao relativa do mRNA do
receptor de BMP do tipo Il (RBMP-II) (dia 14), do mRNA da Smad
1 (dia 21) e do mRNA da osteonectina (dias 14, 21 e 28). A
associagao rhBMP-2+AR promoveu os maiores niveis de calcio
na matriz extra-celular (dias 12 e 32), a expressdao da Smad 4
consideravel (dias 21 e 28), expressdo da Smad 1/ 5/ 8
fosforilada similar ao MC3T3-E1 (controle positivo) (dias 7, 14, 21



e 28), maior expressao relativa do mRNA da Smad 1, mRNA da
osteocalcina e mRNA da osteonectina (dias 14, 7 e 7,
respectivamente). Em relagéo a etapa 3, a agregacao da rhBMP-
2 aos arcabougos foi de aproximadamente 78, 74 e 61% para 1,
25 e 5 ug de rhBMP-2.mL™", respectivamente. A liberacéo
acumulada da rhBMP-2, em 21 dias, foi de aproximadamente 90,
64 e 64% para 1, 2,5 e 5 ug de rhBMP-2.mL™, respectivamente.
Os arcabougcos de PLGA foram quase que totalmente
degradados em 6 semanas de pods-operatorio. As ASCs foram
capazes de modular a resposta inflamatéria causada por baixa
dose de rhBMP-2 (2,5ug) no tecido muscular de caes, diminuindo
o numero de focos inflamatérios, células gigantes e aumentando
a neovascularizagdo. Os resultados da etapa 4 mostraram que
PRP+ASCs apresentou menor quantidade de tecido de
granulacdo e promoveu maior quantidade (osso primario e
secundario) e maturagdo (osso secundario) de tecido dsseo
neoformado nos defeitos dsseos, comparado com osso autdégeno
e PRP, isoladamente. Resumidamente, pode-se concluir que a
suplementagao da rhBMP-2 ao meio osteogénico ndo melhorou a
osteogénese das ASCs; a associagdao de rhBMP-2+AR se
mostrou mais eficiente na osteodiferenciacdo das ASCs,
comparado com rhBMP-2 ou AR isoladamente; as ASCs
reduziram o processo inflamatério e aumentaram a
neovascularizagdo nos sitios musculares que receberam baixa
dose de rhBMP-2; e as ASCs associadas com PRP
apresentaram menor quantidade de tecido de granulagdo e
promoveram maior quantidade e maturagdo de tecido Osseo
neoformado nos defeitos dsseos, comparado com o0sso autdégeno
e PRP.

Palavras-chave: Proteina 6ssea morfogenética 2. rhBMP-2.
Células-tronco mesenquimais. Osteogénese. Acido retindico.
Diferenciagao celular. Arcabougos.



ABSTRACT

Recombinant human bone morphogenetic protein type 2 (rhBMP-
2) is a potent osteogenic growth factor, which has been used for
treatment of bone defects in maxillofacial, oral, orthopedic, and
spine surgeries. The adipose-derived stem cells (ASCs) have
been draun attention in tissue regeneration and modulation of
inflamatory disease because of their paracrine effect. This study
evaluated the in vitro and in vivo effects of rhBMP-2 and ASCs in
osteogenesis. The experiments were divided into 4 parts: (1)
evaluated the effect of recombinant human bone morphogenetic
protein type 2 (rhBMP-2), BMP-4, and BMP-7 in osteogenic
differentiation of ASCs suplemented with arcorbate and pB-
glycerophosphate; (2) compared the effect of retinoic acid (RA),
rhBMP-2, and rhBMP-2+AR in osteogenic differentiation of ASCs;
(3) evaluated the effect of the implantation of ASCs incorporated
into scaffolds of poly lactic-co-glycolic (PLGA) in canine muscular
tissue; and (4) evaluated the effect of ASCs incorporated into
scaffolds of platelet-rich plasm (PRP) in bone regeneration in
canine tibia. The results confirmed the mesenchymal stem cells
characteristics of ASCs. According to part 1, ASCs expressed
endogenous BMP-4 and BMP-7. The supplementation of
osteogenic medium with rhBMP-2 did not increase ALP activity,
mRNA expression of osteonectin and osteocalcin, and the
calcium deposition. According to the results of part 2, rhBMP-2
promoted the highest expression of Smad1 and BMP-7 (day 7),
the highest relative expression of BMP receptor type Il (BMPR-II)
mRNA and osteocalcin mRNA (day 21). RA exhibited the highest
phosphatase alkaline activity (ALP) (days 7, 14, 21 and 28),
highest expression of BMPR-Il mRNA (day 14), Smad 1 mRNA
(day 21) and osteonectin mRNA (days 14, 21, and 28). The
association rhBMP-2+RA promoted the highest levels of calcium
in extracellular matrix (days 12 and 32), a considerable
expression of Smad 4 (days 21 and 28), expression of
phosphorylated Smad 1/ 5/ 8 similar to MC3T3-E1 (positive
control) (days 7, 14, 21, and 28), the highest expression of Smad
1 mRNA, osteocalcin mRNA, and osteonectin mRNA (days 14, 7,
and 7, respectivamente). According to part 3, the rhBMP-2
loading into the scaffolds was approximately 78, 74, and 61% for
1, 2.5, and 5 ug of thMP-2.mL'1, respectively. Cumulative



rhBMP-2 release was approximately 90, 64, and 64% for 1, 2.5,
and 5 pg of rhBMP-2.mL™", respectively, at day 21. PLGA
scaffolds were almost completely degradated at 6 weeks
postoperative. ASCs modulated inflammatory response induced
by low dose of rhBMP-2 (2.5ug) in muscle sites, decreasing the
number of inflammatory foci, giant cells, and neovascularization.
The results of part 4 showed that PRP+ASCs promoted the
fewest formation of granulation tissue, the highest amount of
bone neoformation (primary and secondary bone), and the
highest level of bone maturation in bone deffects, compared to
autogenous bone and PRP, alone. In summary, supplementation
of osteogenic medium with rhBMP-2 did not improve the
osteogenic differentiation of ASCs; the assotiation rhBMP-2+RA
was more efficient on osteodifferentiation process compared to
rhBMP-2 or RA alone; ASCs modulated the inflammatory process
and increased neovascularization in muscle sites with low dose of
rhBMP-2; the assotiation ASCs+PRP promoted the lowest
number of granulation tissue and increased the amount of bone
neoformation (primary and secondary bone) and maturation in
bone deffects, compared to autogenous bone and PRP, alone.

Keywords: Bone morphogenetic protein 2. Mesenchymal stem
cells. Osteogenesis. Retinoic acid. Cell differentiation. Scaffolds.
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Introdugdo
e
1. INTRODUGAO

1.1 PRINCIPIOS GERAIS

Procedimentos de enxerto 6sseo sdo frequentemente
necessarios em cirurgias bucais, maxilofaciais e ortopédicas. Em
decorréncia deste fato, a busca por um substituto dsseo ideal
vem sendo objeto de pesquisa por anos. Os substitutos dsseos,
quanto a origem, sdo classificados em: Autdégeno - obtido do
préprio individuo, de sitios intrabucais ou extrabucais; Alégeno ou
homdgeno - obtido de individuos da mesma espécie, contudo
geneticamente diferentes; Xendgeno ou heterégeno - advém de
doadores de espécie diferente do receptor, como osso bovino; e
Aloplastico - material sintético, de natureza polimérica, metalica
ou ceramica (ABBAS; LICHTMAN, 2004).

Quanto ao mecanismo de acdo, os substitutos 6sseos
podem ser agrupados em: Osteoindutores - capazes de estimular
células ectomesenquimais indiferenciadas a se diferenciarem em
osteoblastos e/ ou condroblastos; Osteocondutores - servem
como um arcabougo para a proliferagdo de vasos sanguineos,
tecido perivascular e células osteoprogenitoras do leito, que
trardo os componentes necessarios a formagao e deposigao
6ssea; e Osteogenitores - capazes de formar tecido ésseo por si
mesmo (apresentam osteoblastos viaveis) (AL RUHAIMI, 2001).

Enquanto o osso autdégeno apresenta-se como uma
excelente alternativa bioldgica pelas suas propriedades
osteocondutora, osteoindutora e osteogenitora, ele também
possui alguns fatores desfavoraveis bem significativos, como a
necessidade de uma area doadora, maior periodo de
convalescenga, morbidade e susceptibilidade a infecgao no sitio
doador, limitada quantidade de tecido 6sseo, custo elevado
(especialmente de sitios extrabucais), e um procedimento
cirurgico adicional (YOUNGER; CHAPMAN, 1989).

Materiais homoégenos e heterdgenos, apesar de serem
utilizados ha muito tempo, apresentam limitagdes, como a
necessidade de um banco de ossos, reabsor¢do prematura
(especialmente o medular), alta variabilidade das propriedades
de osteoinducao (de acordo com a idade do doador, area obtida,
tipo de tecido dsseo, processamento do tecido e técnica de
descontaminagcdo empregada), e potencial de transmissao de
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doengas infectocontagiosas (SOGAL; TOFE, 1999; PINHEIRO,
2001) e prions (proteinas infecciosas), tratando-se de osso
heterogeno (SOGAL; TOFE, 1999).

Tendo em vista as desvantagens apresentadas pelos
substitutos autdégenos, homogenos e heterégenos, trés
abordagens tém sido propostas para a regeneragdo Ossea:
implantagdo de arcaboucos sintéticos ou autégenos, sozinhos ou
em combinagcdo com fatores de crescimento; transdugdo de
genes responsaveis pelos fatores de crescimento relacionados a
capacidade osteogénica; e transplante de cultura de células
osteogénicas, associadas ou ndo a arcabougos (FRANCESCHI,
2005; YUAN et al., 2009; LEE et al., 2010).

Em fungcdo do presente trabalho avaliar algumas dessas
abordagens para a regeneragdo Ossea, serdo apresentados a
seguir algumas caracteristicas das proteinas Osseas
morfogenéticas, com énfase no tipo 2 (rhBMP-2), das células-
tronco mesenquimais (MSCs), do uso de polimeros a base de
poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA) e de plasma rico em
plaquetas (PRP) como carreadores para células e fatores de
crescimento, bem como do papel do acido retindico, isolado ou
em associagdo com a rhBMP-2, na diferenciacdo osteogénica.

1.2 PROTEINAS OSSEAS MORFOGENETICAS

Dentre os varios fatores de crescimento utilizados para
tratamento de defeitos dsseos em cirurgias bucais, maxilofaciais
e ortopédicas, as proteinas o6sseas morfogenéticas
recombinantes humanas (rhBMPs) tém atraido bastante
interesse, em decorréncia de sua capacidade osteoindutora
(BISHOP; EINHORN, 2007; ALONSO et al., 2010). As proteinas
6sseas morfogenéticas (BMPs) pertencem a superfamilia do
Fator de crescimento Tumoral B (TGF-B), e foram descobertas
por Urist (1965), que verificou que matrizes 6sseas implantadas
em sitios ectépicos promoviam a formagédo 6ssea. Dependendo
do gradiente de concentragéo, essas proteinas podem atuar na
quimiotaxia, proliferagao, inibicado, diferenciacdo e maturacao de
uma variedade de células (SYKARAS; OPPERMAN, 2003).

As BMPs apresentam uma regido com sete residuos de
cisteina na porgao carbdxi-terminal, sendo que esses residuos
sdo preservados em todos os membros da familia TGF-B. As
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BMPs sao sintetizadas na forma de um precursor com uma
porcao hidrofébica e uma sequéncia polipeptidica ligada a regiao
madura. As clivagens proteoliticas liberam a regido madura, que
pode entdo se dimerizar com outras BMPs. As diferencas
quimicas e estruturais nos homodimeros e heterodimeros podem
justificar as variagdes bioldgicas e as caracteristicas de ligacao
entre as diferentes BMPs. Atualmente, estdo descritas
aproximadamente 20 BMPs, sendo que as de maior destaque
para a regeneragao 0ssea sdo as BMP-2 e BMP-4 (semelhantes
entre si, variando apenas alguns aminoacidos na regido N-
terminal), as BMP-5, BMP-6 e BMP-7 (igualmente semelhantes,
sendo também denominadas como OP-1, proteinas
osteogénicas) e a BMP-8 (OP-2) (LAURENT et al., 2004).

O processo de mineralizagdo 6ssea é induzido pelas
proteinas Smads em conjunto com as BMPs e seus receptores
especificos. Os receptores para BMPs podem ser divididos em
tipo 1A (BMPR-IA), tipo IB (BMPR-IB) e tipo Il (BMPR-II), sendo
que todos sdo necessarios para a transdugao do sinal. Quando
os receptores do tipo | estdo presentes, a atividade das BMPs é
aumentada, sendo que a atividade 6tima exige a presenga dos
receptores dos tipos | e Il (WAN et al., 2006; SONG et al., 2009).
Estes receptores apresentam um dominio extra-celular (rico em
cisteina), um dominio transmembranario e outro dominio
citoplasmatico (rico em serina/treonina) (SONG et al., 2009).

Na via classica de sinalizagdo, a BMP se liga ao receptor
tipo Il e a ativacdo deste receptor promove a fosforilagdo dos
residuos de serina nos receptores tipo |, ativando-os. Dando
continuidade ao processo, as Smads 1, 5 e 8 se tornam
fosforiladas no residuo carboxi-terminal serina e se translocam
para o nucleo, onde interagem com proteinas ligantes ao DNA,
ou exibem atividade direta de transcricdo dos genes alvos, tanto
como mondmero quanto em associacao com a Smad 4 (LAGNA
et al., 1996; YANG et al., 1998; QING et al., 2000).

Durante a sinalizagdo, utilizando as BMP-2, BMP-4 e
BMP-7, as Smads 1, 5 e 8 sdo reguladas por receptores, sendo
designadas de RSmads. Na sinalizagdo com a BMP-3, as Smads
2 e 3 sao as RSmads. Como ja salientado acima, as Smads 4
sdo o0 mediador comum, ou seja, quando as RSmads séao
ativadas, elas se associam com as Smads 4 (co-Smads) no
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citoplasma e s&o translocadas para o nucleo, onde ativam os
genes especificos. As Smads 6 e 7 sado inibidoras (ISmads) das
RSmads, sendo as Smads 6 inibidoras da sinalizacdo e as
Smads 7 inibidoras da via de ativacdo. A atividade das BMPs é
autorregulada e pode sofrer a interferéncia de fatores inibitorios,
que podem se acoplar as BMPs, impedindo-as de exercerem
atividade estimulatéria junto aos receptores especificos de
membrana, o que parece compor um sistema de feedback na
formacao é6ssea. Os fatores inibidores mais importantes, até o
momento, sdo o Noggin e o Chordin, sendo que o primeiro tem
grande afinidade por BMP-2 e BMP-4, impedindo que elas se
acoplem aos receptores de superficie (BACHILLER et al., 2000).
A rhBMP-2 é um dos fatores de crescimento mais
estudados para regeneragdo Ossea. Apesar da sua atividade
osseoindutora promissora (BISHOP; EINHORN, 2007; ALONSO
et al., 2010), este fator de crescimento apresenta custo elevado,
tem um tempo de meia-vida curto in vivo, requer altas doses
terapéuticas e tem sido relacionado com efeitos colaterais
relevantes nas areas médica e odontoldgica, tais como
dificuldade respiratéria, disfalgia, edema, eritema, dor e rinite
(BOYNE et al., 1997; VAIDYA et al., 2007; SHAH et al., 2008).
Estes efeitos tém sido associados a inflamacéao tecidual e edema
provocados por elevadas doses de rhBMP-2 (LEE et al., 2011a).
Qutra limitagdo da rhBMP-2 é a necessidade do uso de um
carreador, uma vez que a formagao de tecido dsseo néo pode
ocorrer simplesmente pela inje¢do de uma solugdo aquosa de
rhBMP-2 no sitio alvo, pois essa proteina seria rapidamente
eliminada do local de aplicacdo (DATE et al., 2004; LIANG et al.,
2005; KUO et al., 2006; HABRAKEN et al., 2007; SOKOLSKY-
PAPKOV et al., 2007; BASMANAV et al., 2008; LIM et al., 2009).
Dessa maneira, existe um interesse crescente em buscar
agentes capazes de diminuir a resposta inflamatéria causada
pela rhBMP-2 in vivo e com isso otimizar os procedimentos de
regeneracao 6ssea. Outra abordagem para reduzir os efeitos
indesejaveis da rhBMP-2 poderia ser a utilizacdao de um agente
que potencializasse a atividade osteogénica desta proteina,
permitindo a utilizagdo de uma menor quantidade desta proteina
In vivo.



19

Introdugdo
 —,—————

1.3 ACIDO RETINOICO

O acido retindico (AR) deriva do retinaldeido, o qual é
derivado da vitamina A. O metabolismo da vitamina A e os
diversos efeitos de seus metabdlitos sdo rigorosamente
controlados por diferentes enzimas, proteinas ligantes do acido
retindico e receptores nucleares do acido retinéico (DUESTER,
2008). O AR controla a diferenciacédo e o metabolismo celular,
atuando como um ligante para duas familias de receptores
nucleares. Os receptores do AR (RARa, RARB e RARYy) que se
ligam a forma abundante do AR conhecida como all-trans-AR
(ATRA) e os receptores X (RXRa, RXRB e RXRYy) que se ligam
ao isébmero 9-cis-AR (9CRA). A ligagao do AR aos heterodimeros
RAR/RXR promove uma cascata de eventos, que resulta no
recrutamento de co-ativadores transcripcionais e no inicio da
transcricdo (MARK et al., 2006). Varios trabalhos tém associado
o AR a regulacdo de genes osteogénicos e ao aumento da
diferenciacédo osteogénica de diferentes tipos celulares, incluindo
osteoblastos e células-tronco mesenquimais (GAZIT et al., 1993;
ZHANG et al., 2010). Além disso, o AR tem sido relacionado com
o aumento dos efeitos da rhBMP-2, através do aumento da
atividade da fosfatase alcalina (ALP), fator de transcricdo RunX2
e da expressao do mRNA da osteopontina (LI et al., 2003; WAN
et al., 2006).

Entretanto, as informacgdes relacionadas ao papel do AR na
diferenciacéo osteogénica e a sua capacidade de potencializar os
efeitos das BMPs s&o controversas. Li et al. (2003) observaram
que o AR estimulou a diferenciacdo condrogénica e aumentou os
efeitos da BMP-9. Cowan et al. (2005) demonstraram que a
associagao entre BMP-2 e AR acelerou a formagéo 6ssea in vivo.
Por outro lado, Hoffman et al. (2006) verificaram que a ativacao
da BMP-4 envolveu a atenuagéo da sinalizagdo do AR, enquanto
Wang et al. (2008) demonstraram que o AR inibiu a diferenciagcéo
osteogénica de ceélulas estromais da medula éssea de ratos.

1.4 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Os mamiferos sdo compostos por cerca de 220 tipos
celulares especializados e todos esses sdo formados a partir do
zigoto. Durante o desenvolvimento embrionario, ocorre a geragéao
de células filhas, através de divisdes sucessivas, e a organizagao
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dessas células em trés folhetos germinativos. De acordo com a
localizagdo no embrido, estes folhetos sdo classificados em
ectoderma, mesoderma e endoderma. O ectoderma constitui a
camada mais externa, enquanto o mesoderma representa a
camada intermediaria, e o endoderma constitui o folheto mais
interno. As células destes trés folhetos germinativos continuam a
se dividir e se diferenciam, ou seja, se especializam
gradativamente em funcéo e estrutura (GENESER, 2003).

Em geral, concomitantemente a diferenciagéo celular,
ocorre perda de outras possibilidades de diferenciagdo (perda da
poténcia), ou seja, durante o desenvolvimento embriondrio as
células se tornam mais comprometidas com uma linhagem
celular e, consequentemente, menos  potentes. O
comprometimento precede a diferenciagdo funcional e
morfolégica, sendo que no momento em que a célula se
compromete com uma linhagem celular, ela estabelece seu
destino. Tendo em vista que todas as células possuem material
genético idéntico, modificagbes na atividade desse material
conduzem ao fenOmeno de diferenciagdo celular. Assim, a
funcédo e a morfologia de cada tipo celular ocorrem em fungéo da
expressao de certos genes especificos (USA, 2001).

Em relagdo a poténcia, as células indiferenciadas podem
ser totipotentes (capazes de se diferenciar em todos os tecidos
humanos, incluindo placenta e anexos embrionarios);
pluripotentes (capazes de se diferenciar em quase todos os
tecidos, mesoderma, ectoderma e endoderma, com excec¢ao da
placenta e anexos embrionarios); multipotentes (capazes de se
diferenciar em multiplos tipos celulares, restritos a uma camada
germinativa ou sublinhagens especificas); e oligopotentes (aptas
a se diferenciar em poucos tipos celulares). Por sua vez, em
relagdo a origem, as células-tronco podem ser divididas em
células-tronco embrionarias (derivadas do tecido embrionario
isolado das células germinativas primordiais, massa interna do
blastocisto, de embrides com 5-10 semanas); células germinais
embrionarias (derivadas da regido da prega gonodal, onde se
originam as células germinais do adulto); células de carcinoma
(encontradas em teratomas e teratocarcinomas); e células-tronco
do adulto (células indiferenciadas encontradas em um tecido
diferenciado) (USA, 2001).
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As células-tronco do adulto tém capacidade de se renovar
mantendo-se indiferenciadas e/ou podem se diferenciar em
qualquer célula do tecido que as originou. As células-tronco
hematopoiéticas, que originam todos os tipos de células
sanguineas, sdo as células-tronco conhecidas ha mais tempo.
Entretanto, varios outros tipos de células-tronco do adulto sao
conhecidos, incluindo epitelial, muscular, neuronal, mesenquimal,
dentre outras. Estas células ja foram isoladas de varios tecidos,
tais como rim, pele, cérnea, retina, cérebro, pancreas, medula
O6ssea, tecido adiposo, polpa dentaria e musculo esquelético,
dentre outros (WAGNER et al., 2005; ARVIDSON et al., 2011).
As células-tronco do adulto podem atuar na renovagéao de células
danificadas, células de tecidos doentes e células senis
(HALVORSEN et al.,, 2000), sendo que a diferenciacédo das
mesmas ocorre em virtude de estimulos hormonais, alteragdes
fisiolégicas, desenvolvimento neonatal ou em decorréncia da
necessidade de reparo tecidual (ZUK et al.,, 2002; DA SILVA
MEIRELLES et al., 2008).

Inicialmente, as células-tronco mesenquimais (MSCs)
atrairam atencdo na regeneragdo Ossea pelo fato de serem
capazes de se diferenciar in vivo e in vitro em varios tipos
celulares, incluindo osteoblastos e condrécitos. Os primeiros
relatos da utilizacdo de MSCs envolviam células isoladas da
medula dssea. Friedenstein et al. (1971) confirmaram a presenca
de células-tronco ndo hematopoiéticas na medula dssea, ao
observarem que essas células aderentes, de forma
fibroblastéide, e com multiplicagdo rapida, eram dotadas da
habilidade de se transformarem em colbnias, que se
assemelhavam ao osso e a cartilagem. Todavia, a denominagéao
de MSCs e a observacdo de que estas células eram
multipotentes ocorreu posteriormente.

Até recentemente, a medula éssea era considerada a
principal fonte das MSCs. Posteriormente, essas células
passaram a ser isoladas de outras fontes. Dentre elas, as
células-tronco derivadas do tecido adiposo (ASCs) séao
consideradas uma opcéo interessante para aplicagdes clinicas
por serem disponiveis em grandes quantidades, serem
facilmente acessadas e isoladas, e apresentarem rapida adesao
e proliferagdo em cultura (ZUK et al., 2001). Somam-se a todas
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estas caracteristicas o fato de que milhares de procedimentos de
lipoaspiracao sdo realizados constantemente em todo o mundo,
com diferentes volumes de tecido removidos de cada paciente, e
grande parte deste material ainda é descartado.

Varias nomenclaturas vinham sendo utilizadas para
descrever a populagédo de células isoladas do tecido adiposo e
com capacidade de aderirem em superficies plasticas. Com o
intuito de padronizar estas terminologias, a International Fat
Applied Technology Society adotou o termo “células-tronco
derivadas de tecido adiposo” para identificar a populagao de
células multipotentes, isoladas do tecido adiposo, e com
capacidade de aderirem em superficies plasticas (BUNNELL et
al., 2008).

Outro ponto de divergéncia no meio cientifico vinha
ocorrendo em relacdo a caracterizacdo das células-tronco
mesenquimais.  Algumas  caracteristicas estavam  bem
estabelecidas, como a morfologia similar a dos fibroblastos,
adesao em plasticos, heterogeneidade morfoldgica e capacidade
de diferenciacdo em varios tipos celulares, de acordo com as
condigdes de cultivo. Todavia, outras caracteristicas eram
controversas. Neste contexto, a International Society for Cellular
Therapy se posicionou e estabeleceu como critérios minimos
para definir célula-tronco mesenquimais: a capacidade de
aderéncia em superficies plasticas, quando mantidas em cultura;
a expresséo das moléculas de superficie CD105, CD73 e CD90;
a ndo expressdo de CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou
CD19 e HLA-DR; e a diferenciacdo em osteoblastos,
condroblastos e adipdcitos (DOMINICI et al., 2006).

Recentemente, um aspecto que vem chamando bastante
atencdao nas MSCs ¢é o efeito paracrino das mesmas. Tal efeito
estd relacionado a uma modulagdo nas respostas imune e
inflamatéria, a uma melhora na cicatrizacdo dos tecidos, e
também a prevencao da rejei¢do alogénica, tanto em modelos
animais quanto em humanos. Inclusive, trabalhos vém mostrando
a utilizacdo de MSCs humanas em varios modelos animais, tais
como camundongos, ovelhas e caes (LIECHTY et al., 2000;
PLOTNIKOV et al., 2007; BONFIELD et al.,, 2010). Com base
nestas informagdes, as MSCs tém sido clinicamente estudadas
como uma nova abordagem para a regeneragao tecidual e o
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tratamento de doencgas inflamatérias e mediadas pelo sistema
imune (RYAN et al, 2005, VAN POLL et al, 2008;
PAREKKADAN; MILWID, 2010).

Até o momento, o efeito paracrino das MSCs tem sido
atribuido a basicamente trés mecanismos; a auséncia de
expressdo do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
de nivel Il; a capacidade de prevenir a resposta de células T; e a
producdo de prostaglandinas e interleucina 10 (RYAN et al.,
2005; PAREKKADAN et al., 2007; PAREKKADAN; MILWID,
2010). Desta maneira, tendo em vista os efeitos paracrinos das
MSCs, poderia-se propor a utilizagdo das ASCs para a
regeneracgao de defeitos dsseos e para a modulacao da resposta
inflamatéria causada pela rhBMP-2 in vivo.

1.5 CARREADORES PARA CELULAS E FATORES DE
CRESCIMENTO

Com o progresso da engenharia tecidual, o conceito de
carreadores vem sofrendo modificagdes, evoluindo da idéia inicial
de que deveriam atuar apenas como uma estrutura biocompativel
e inerte, que permitisse a proliferagcao celular e a migracéo dos
vasos sanguineos (SOKOLSKY-PAPKOV et al., 2007;
GULDBERG et al., 2008). Atualmente, o carreador ideal deve ser
capaz de preservar o volume tecidual; fornecer resisténcia
mecanica; apresentar poros, que permitam a entrada e a
proliferacdo de células e dos vasos sanguineos; ser
biocompativel; ser degradado através de processos controlados
de dissolugéo e reabsorgao, permitindo a substituicao pelo tecido
neoformado; possuir caracteristicas fisico-quimicas adequadas
para adesao, proliferagao e diferenciagao celular; carrear células
elou fatores de crescimento; permitir a liberagdo de substancias
bioativas agregadas; ter um custo acessivel; estar prontamente
disponivel; e ser biodegradavel (YOKOTA et al., 2006; CRUZ et
al., 2008).

Os arcabougos sintéticos representam componentes
importantes nas abordagens da engenharia tecidual, seja como
carreadores para fatores de crescimento ou para culturas de
células. Além da auséncia do potencial imunogénico e da
possibilidade de transmissdo de doencgas infectocontagiosas,
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estes materiais apresentam vantagens, tais como o controle da
composicdo quimica, das caracteristicas fisico-quimicas e das
propriedades mecanicas. As caracteristicas fisico-quimicas sao
de extrema importancia para a regeneragao 0ssea. Dentre elas,
as mais relevantes sdo a composigdo quimica, cristalinidade,
superficie, porosidade, interconectividade de poros e tamanho de
particulas. Tais caracteristicas estdo diretamente relacionadas
com biocompatibilidade, resisténcia mecéanica, degradacao,
reabsorgdo e migracao celular (CRUZ et al., 2006; YUAN et al.,
2007; CRUZ et al., 2008).

Em relagcdo a composigdo quimica, os carreadores
podem ser divididos em metdlicos, ceramicos e poliméricos,
sendo os dois Ultimos mais comumente empregados em
engenharia tecidual éssea. Dentre os poliméricos, pode-se citar
os acidos polilatico e poliglicdlico, o copolimero dos acidos
polilatico e poliglicolico, o acido hialurbnico, a quitosana, o
colageno, dentre outros. No grupo das cerdmicas estéao
hidroxiapatita, fosfato de calcio bifasico, B-fosfato tricalcico, e
vidros bioativos, dentre outros (HABRAKEN et al., 2007). Os
arcaboucgos a base de poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA) tém
sido amplamente utilizados em regeneragdo éssea e vém se
mostrando interessantes em decorréncia da sua
biocompatibilidade, porosidade, propriedades mecanicas,
habilidade em resistir as pressdes causadas pelos tecidos moles,
e capacidade de manutencgéo da estrutura tridimensional, apos a
implantagdo nos organismos vivos (HU et al., 2008; BUDYANTO
et al., 2009; GE et al., 2009).

QOutra opgao de arcabougo € o plasma rico em plaquetas
(PRP), uma suspensdo concentrada de sangue centrifugado. O
resultado € uma concentracdo acentuada de plaquetas em um
reduzido volume plasmatico (KAUX et al., 2010). Até o momento,
tem-se conhecimento de que o PRP contém varios fatores de
crescimento, tais como fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador-p (TGF-
B), fator de crescimento similar a insulina (IGF), fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF), e fator de crescimento
de fibroblasto (FGF). O PRP também contém proteinas, dentre
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elas fibrina, fibronectina e vitronectina. Estes fatores de
crescimento e proteinas sdo armazenados nos a-granulos e séo
liberados quando as plaquetas sao ativadas, desempenhando um
papel importante na proliferacdo, migracdo e diferenciagcéo
celular (LEE et al., 2011b).

Apesar dos resultados controversos, as terapias baseadas
em PRP vém recebendo crescente atengdo em cirurgias
maxilofaciais, bucais e ortopédicas, com intuito de melhorar a
incorporagdo do enxerto 6sseo. Em dermatologia, o PRP vem
sendo usado para tratamento de Uulceras, € na medicina
desportiva, para tratamento de tendinopatias cronicas.
Basicamente, essas terapias envolvem a injegdo do PRP nos
locais de injuria para promover a regeneracao tecidual. Uma das
propriedades clinicas mais importantes do PRP é o fato deste
material ser autégeno e, por isso, nado apresentar risco de
transmissdo de doenca infectocontagiosa ou pridnica. Além
disso, o PRP apresenta uma consisténcia gelatinosa apds sua
ativagdo, a qual facilita sua manipulagdo e acomodacgédo nos
defeitos 6sseos. Da mesma maneira, trata-se de um material
biocompativel, com fatores de crescimento inerentes a sua
composicéo, de facil obtencédo e baixo custo. Por outro lado, o
PRP n&o apresenta resisténcia mecanica. Dessa maneira, todas
estas caracteristicas apontam o PRP para ser usado como
arcabougo em areas sem pressao excessiva, tais como lesdes
cisticas, defeitos periodontais e levantamento do seio maxilar.

Desse modo, tanto o PLGA quanto o PRP, poderiam ser
empregados para engenharia tecidual 6ssea como carreadores
de células e/ou fatores de crescimento, respeitando o fato do
PRP nao apresentar resisténcia mecéanica.

Assim sendo, a realizagdo desta tese pode ser justificada
pelo elevado numero de procedimentos clinicos para aumento de
tecido Osseo realizados anualmente nas areas médica e
odontolégica, aliado ao fato de que os substitutos o6sseos
autdégenos, homogenos e heterégenos apresentam limitagdes.
Assim, esta pesquisa visou avaliar in vitro e in vivo os efeitos da
rhBMP-2 e das ASCs humanas na osteogénese.
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De acordo com os resultados obtidos, esta tese foi
elaborada em capitulos, na forma de quatro artigos para
publicagao.

O capitulo 1 descreve os efeitos da rhBMP-2 na
diferenciacédo osteogénica in vitro de ASCs suplementadas com
ascorbato e B-glicerofosfato, e os efeitos da BMP-4 e BMP-7
endbégenas nesse processo. Para a realizagdo desta parte do
trabalho, foi necessario o estabelecimento de uma cultura
primaria de osteoblastos humanos para serem utilizados como
controle positivo da diferenciagdo osteogénica. Também se fez
necessario o isolamento das ASCs humanas.

Considerando a potencial capacidade do AR na indugéo
osteogénica e a possibilidade de usar essa substancia para
substituir e/ou potencializar os efeitos da rhBMP-2, o capitulo 2
descreve os efeitos do AR, rhBMP-2 e associagdo de ambos na
diferenciacdo osteogénica in vitro de ASCs humanas. Estes
diferentes tratamentos foram comparados entre si, através da
caracterizagao bioquimica, histolégica e molecular dos diferentes
grupos celulares, e também comparando-os com osteoblastos
humanos de cultura primaria e pré-osteoblastos murinos
comercialmente disponiveis (MC3T3-E1 subclone 4).

No capitulo 3 sdo apresentados os efeitos da
administracao de ASCs humanas, incorporadas em arcabougos
de PLGA, na resposta inflamatdria causada por uma baixa dose
de rhBMP-2. Para esta parte do trabalho, foi fundamental
comprovar se as ASCs eram MSCs, através da citometria de
fluxo, avaliando-se determinados marcadores de superficie, e por
meio da diferenciacdo em multilinhagens celulares. De maneira
similar, foi fundamental realizar a caracterizagéo fisico-quimica
dos arcabougos de PLGA e avaliar a quantidade de rhBMP-2
agregada e liberada, bem como os modelos cinéticos envolvidos
na liberacdo da rhBMP-2.

Por sua vez, o capitulo 4 avaliou os efeitos in vivo das
ASCs humanas incorporadas em arcabougos autdgenos de PRP,
na formagado e maturagédo 6ssea, em defeitos criados na tibia de
caes, em 6 semanas de pés-operatorio.

Estes capitulos sdo seguidos de uma discussao geral e
das consideracoes finais sobre os trabalhos desenvolvidos.
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O ineditismo deste trabalho se comprova em cada um dos
capitulos, tendo em vista que n&do ha relatos na literatura de
estudos que avaliem os efeitos da BMP-2 exdgena associados a
expressdo endégena da BMP-4 e BMP-7 na diferenciacao
osteogénica in vitro de ASCs, suplementadas com ascorbato e 3-
glicerofosfato. Da mesma maneira, ndo se tem conhecimento de
trabalhos que comparem os efeitos do AR, rhBMP-2 e
associagdo de ambos na diferenciagcdo osteogénica in vitro de
ASCs humanas. Também trata-se do primeiro estudo que avalia
os efeitos da administracdo de ASCs humanas, incorporadas em
arcabougos de PLGA, na modulagdo da resposta inflamatéria
causada por uma baixa dose de rhBMP-2. Este é, ainda um
estudo inédito que avalia os efeitos das ASCs humanas,
incorporadas em arcabougos de PRP autdégeno, na neoformacao
e maturagao 6ssea, em defeitos criados na tibia de caes.
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