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I - Resumo

O tecido adiposo, tal como o tecido 6sseo, é derivado do mesénquima e
contém estroma de suporte que pode ser facilmente isolado. Este estroma é
uma fonte alternativa de células precursoras do mesénquima que possuem
capacidade de renovacdo e diferenciacdao em diferentes tipos celulares, incluindo
adipdcitos, osteoblastos, condrécitos e mioblastos. Estas células tém um
comportamento semelhante ao das células mesenquimatosas presentes na
medula Ossea e, assim, apresentam muitas aplicagdes clinicas potenciais,
nomeadamente relacionadas com terapéuticas celulares de regeneracdao do
tecido mesodérmico.

O trabalho desenvolvido no ambito deste estudo teve como objectivo
estudar o padrdao de proliferacdo e diferenciacdo osteoblastica de células
mesenquimatosas isoladas de tecido adiposo de rato na presenca de
purmorfamina (2-(1-Naphthoxy)-6-(4-morpholinoanilino)-9-cyclohexylpurina),
composto recente que parece estimular a diferenciacdo osteoblastica de células
mesenquimatosas e, também, de células da linhagem osteoblastica. Em
paralelo, o comportamento celular foi também estudado na presenca de
dexametasona, um indutor osteogénico classico em sistemas in vitro.

As células mesenquimatosas foram isoladas do tecido adiposo de ratos
Wistar e cultivadas na presenga de acido ascérbico (50 ug/ml), B-glicerofosfato
(10 mM) e purmorfamina (1 - 3 pM) ou dexametasona (10 nM). O
comportamento celular foi estudado pela avaliagdao da viabilidade/proliferacdo e
de parametros de diferenciacdo osteoblastica, como a actividade da fosfatase
alcalina e a capacidade de formacdao de uma matriz extracelular mineralizada.
Foram utilizados métodos bioquimicos e histoquimicos e observacdo das culturas
por microscopia de luz e microscopia electréonica de varrimento.

A purmorfamina causou um aumento da proliferacdo celular e uma
indugdo muito significativa da actividade de fosfatase alcalina, mas ndo se
observou deposicao mineral. As culturas mostraram a presenca de uma camada
de células alongadas e organizadas em zonas de maior densidade celular. A
presenca de dexametasona resultou numa diminuicdo significativa da taxa de
proliferacdo celular, formacdo de agrupamentos celulares bem definidos que
apresentaram reacgdo histoquimica intensa para a fosfatase alcalina e, alguns
deles, presenca de depositos mineralizados de fosfato de calcio.

A purmorfamina parece actuar como agonista da via de sinalizagdo
“Hedgehog”, que tem um papel importante no desenvolvimento de muitos
tecidos e drgdos, incluindo o tecido 6sseo. Assim, a modulagdo desta via pode,
potencialmente, revestir-se de interesse terapéutico. Também, a purmorfamina
pode constituir uma ferramenta farmacoldgica adicional na elucidacdo dos
mecanismos envolvidos na diferenciacdo do tecido dsseo.

Palavras Chave: Células mesenquimatosas, Tecido adiposo, Diferenciacdo

osteoblastica, Purmorfamina, Dexametasona, Regeneragdo dssea.



Abstract

Adipose tissue, such as bone, is derived from the mesenchyma and
contains stromal of support that can be easily isolated. This stroma is an
alternative source of stem cells which has the capacity for renewal and
differentiation into different cells types, including adipocytes, osteoblasts,
chondrocytes and myoblasts. These cells have a behaviour similar to that of
mesenchymal cells from the bone marrow and, thus, have many potential
clinical applications, in particular related to cellular therapies for tissue
regeneration.

The aim of this work was to study the proliferation and osteoblastic
differentiation of mesenquymal cells from rat adipose tissue in the presence of
purmorphamine (2-(1-Naphthoxy)-6-(4-morpholinoanilino)-9-cyclohexylpurina),
a recent compound that appears to stimulate the osteoblastic differentiation of
mesenquymal cells and, also, cells of the osteoblastic lineage. In parallel, the
cellular behaviour was also studied in the presence of dexamethasone, a classic
in vitro osteogenic inducer.

The mesenchymal cells were isolated from the adipose tissue of Wistar
rats and cultured in the presence of ascorbic acid (50 pg/ml), B-
glycerophosphate (10 mM) and purmorphamine (1 - 3 uM) or dexamethasone
(10 nM). The cellular behaviour was assessed for cell viability/proliferation and
osteoblastic parameters, such as alkaline phosphatase activity and ability to
form a mineralized extracellular matrix, by biochemical and histochemical
methods and observation by light and scanning electronic microscopy.

Purmorphamine caused an increase of the cell proliferation and a
significant induction of alkaline phosphatase activity, but mineral deposition was
not observed. The cultures showed the presence of a layer of elongated cells
organized in areas of higher density. The presence of dexamethasone resulted in
a significant decrease of the cell growth rate, formation of well-defined cellular
groupments which presented an intense staining for alkaline phosphatase and,
some of then, the presence of calcium phosphate mineralized deposits.

Key words: Mesenchymal cells, Adipose tissue, Osteoblastic differentiation,
Purmorphamine, Dexamethasone, Bone regeneration.



II - Introducgao

Estd hoje bem estabelecido que em muitos tipos histoldgicos diferentes,
em tecidos maduros, é possivel identificar e isolar células precursoras, capazes
de apresentarem diferenciacdo em diferentes tipos celulares, incluindo
adipdcitos, osteoblastos, condrdcitos e mioblastos (Zuk et al., 2002; Rodriguez
et al., 2005). Estas células tém um grande potencial para aplicacdo clinica numa
grande variedade de patologias e eventualmente vir a substituir com vantagens
o uso de células precursoras embrionarias, por questées politicas ou éticas (Kern
et al., 2006).

No casos das células precursoras isoladas do tecido adiposo, estas podem
ser mantidas em cultura, apresentam grande capacidade de auto-renovacao in
vitro e mantém a capacidade de diferenciacdo em varias linhas celulares quando
submetidas a estimulos especificos (Gimble e Guilak, 2003). A cultura na
presenca de dexametasona (ou 1,25-dihidroxivitamina Ds), acido ascorbico e B-
glicerofosfato promove o crescimento e diferenciacdo de células de linha
osteoblastica (Hattori et al., 2006). Existe uma outra molécula que parece ter
capacidade de induzir a diferenciacdo osteoblastica em varios modelos celulares,

designada por purmorfamina (Wu et al., 2002; Beloti et al., 2005a).

1. Células Precursoras

As células precursoras sdo células que tém a capacidade de se
autorenovarem e sofrerem diferenciagdao celular completa em condicdes
fisioldgicas (Weissman et al., 2001; Smith, 2001; Ballas et al., 2002).

As células precursoras podem ser classificadas de acordo com a sua
poténcia em varios tipos. As células totipotentes, resultam de dvulos fertilizados
nos primeiros dias a seguir a fertilizacdo, sendo células totalmente
indiferenciadas que podem dar origem a todas as variedades de células de um
organismo, bem como a anexos embriondrios. As células pluripotentes ou
multipotentes, que originar diversos tipos de células diferenciadas, contudo sdo
desprovidas da capacidade de originar anexos embrionarios. As células
unipotentes, que se diferenciam num Unico tipo de células, originando

descendentes semelhantes aos progenitores, restringindo o potencial de



diferenciacdo e a capacidade de renovacao (Regateiro et al., 2005; Gearhart et
al., 2006).

Uma outra caracteristica presente nestas células é a plasticidade,
permitindo a sua manipulacdo em laboratério sem perder as suas capacidades
funcionais, possibilitando a evolugao no sentido da aquisicdo de propriedades
fenotipicas que sdo especificas de células adultas de outros tecidos, ou seja, a
possibilidade do fendmeno de transdiferenciacdo (Murry et al., 2004; Verfaillie,
2006; Tarnowski e Sieron, 2006; Yang et al., 2007).

As células precursoras estdo presentes nos estadios do desenvolvimento
de um ser vivo, desde o embrido ao adulto e, nesses sucessivos estadios,
reflectem-se as modulagdes das suas caracteristicas e das suas potencialidades
evolutivas. Podem ser obtidas de varias fontes (tecido embrionario, medula
dssea, tecido adiposo e cérebro) para regeneragao ou reparacao de tecidos (Vats
et al., 2002; Conrad e Huss, 2005). As células precursoras podem ser
identificadas, isoladas e caracterizadas em células precursoras embrionarias e

células precursoras adultas.

Proliferagdo Celular Diferenciagdo Celular
--...E_ > v) ADE Mioblastos
Célula Precursora deL,
. r ~
Mesenquimatosa & ) . ) LERR E{ Condroblastos
<l
ees ©
(3 — — - Osteoblastos
© ) ) Neurénios
S a—
& ) e ) C{) Adipécitos

Figura 1. Esquematizacdo da diferenciagdo das células precursoras.

As caracteristicas basicas das células precursoras embrionarias incluem
a prépria renovacgdo, a diferenciagdo numa multilinhagem in vitro e in vivo, a
clonagem, originando um caridtipo normal; a proliferacdo extensiva in vitro

perante boas condicbes de cultura (Gearhart et al., 2006). Estas células
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primitivas do embrido, que se encontram na massa interior do blastocisto,
apresentam um potencial de se poderem transformar em todos os tipos de
células. Por sua vez, as células precursoras adultas caracterizam-se por serem
células simples, indiferenciadas que formam um tecido ou 6rgdo especifico, que
tém a capacidade de se auto-renovarem e sdao capazes de se diferenciar em
diversos tipos especializados de células, possibilitando a manutengdo da
integridade e a reparacdo dos tecidos (Habib, 2005; Ballas et al., 2002; Minguell
et al., 2001; Barry e Murphy, 2004; Winter et al., 2003; Huang et al., 2005; Lin
et al., 2005; Zuk et al., 2002; Zuk et al., 2001; Guilak et al., 2006; Aust et al.,
2004; Gronthos et al., 2001).

Estas células precursoras dos tecidos adultos apresentam algumas
limitacGes, tais como: isolamento dificil, uma vez que muitas vezes estdo
presentes em pequenas quantidades; ndo conseguem originar todos os tipos
celulares; devido ao seu longo tempo de vida, podem acumular anomalias no
DNA. Assim sendo, as células precursoras mais usadas sdo as embrionarias, no
entanto, a utilizacdo destas células na investigacdo biomédica tem encontrado
posicdes controversas relativamente as fontes de obtencdo destas.

Os opositores da utilizacdo de células precursoras embrionarias
levantam questdoes de moralidade na obtencdo das células pela destruicdo de
embrides, considerando este acto, como equivalente a destruicdo de vidas
humanas (Snow, 2003; Zoloth, 2006). InvestigacGes recentes tém sido
encaminhadas no sentido do desenvolvimento de métodos que permitam
eliminar estas preocupacoes, tais como, métodos para obter células precursoras
humanas sem destruir embrides (Prentice, 2004; Alameda, 2006). Contudo, as
guestdes éticas continuam a ser um ponto de debate. Assim, o uso de células
precursoras derivadas de tecidos adultos evitaria muitas das preocupacgtes
éticas que se podem levantar no uso de células precursoras em aplicacdoes
biomédicas. Estas células podem diferenciar-se em multiplas linhagens, tais
como: ostedcitos, adipdcitos, condrdcitos, midcitos, células nervosas (neurdnios,
astrécitos, oligodendrocitos), células adiposas, células sanguineas células
endoteliais (Gomillion e Burg, 2006). Outras fontes de células precursoras com
potencial mesénquimatoso incluem o peridsteo, 0sso esponjoso, musculo
esquelético, pulmdo e cavidade oral (Barry e Murphy, 2004). A disponibilizagdo
de linhas celulares derivadas das células precursoras pode servir para testar
farmacos, o que possibilitaria a individualizacdo de tratamentos, melhorando a
sua eficiéncia e reduzindo o risco de efeitos indesejaveis. Poderiam também ser
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usadas como matrizes de tratamentos para substituicdo de partes de tecidos e
de o6rgdos que se encontram lesados, por exemplo devido a doencas
degenerativas do sistema nervoso central, de o6rgdos afectados por tumores
malignos; de tecidos e/ou 6rgdos parcialmente destruidos por agressées
traumaticas, térmicas; tratamentos de fibroses pulmonares; reparacao déssea e
cartilaginea, bem como, tratamento de doencas coronarias (Barry e Murphy,
2004). No entanto, a aplicacdo de células precursoras para tratar doencas sé
poderd ser concretizada apdés a compreensdo de um complexo conjunto de
mecanismos bioldgicos e a operacionalizacdo de procedimentos técnicos. Assim,
é necessario isolar as células precursoras e manté-las em cultura num estadio
biomolecular indiferenciado, para serem submetidas a manipulagbes
laboratoriais que induzam a sua diferenciacdo no tipo celular pretendido, e
posteriormente inoculad-las nas regides lesadas para que ai possam finalmente
regenerar os tecidos doentes (Kukekov, 1999; Bjorklund e Lindvall, 2000;
Assady et al., 2001; Ghostine et al., 2002; Hagege et al., 2003; Brivanlou et al.,
2003; Cortesini, 2005). Deste modo, poder-se-iam diminuir as dificuldades em
obter 6rgdos para transplantacdo, suficientes para as necessidades actuais e
futuras, e colmatar este problema de salde publica; tornar-se-iam menos
relevantes as questbes de natureza ética e abrir-se-ia a possibilidade do
transplante autdélogo ou autotransplante, eliminando-se todos os problemas de

compatibilidade imunoldgica e de rejeicao (Vescovi, 2002).

2. Tecido Adiposo

O tecido adiposo humano é uma fonte abundante e acessivel de células
precursoras adultas, sendo um elemento fundamental para a aquisicao de um
elevado nuimero de células para potenciais aplicacGes clinicas (Zuk et al., 2002;
Gimble e Guilak, 2003; Aust et al., 2004; Boquest et al., 2005; Kern et al.,
2006; Colago, 2008).

Este tecido deriva da mesoderme e contém um estroma de suporte,
constituido por uma mistura heterogénea de células endoteliais do musculo liso,
peridcitos, fibroblastos, pré-adipdcitos e células precursoras (Strem et al., 2005;
Rodriguez et al., 2005; Oedayrajsingh-Varma et al., 2006). E um tipo especial
de tecido conjuntivo onde se observam predominantemente células adiposas -
adipdcitos, que podem ser encontradas isoladas ou em pequenos grupos.
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Apresentando-se a maioria agrupada e na presenca de fibras de colagénio
(Patrick, 2004; Gomillion e Burg, 2006). Este tecido é altamente especializado
na produgdo de polipeptideos activos e controlo do metabolismo, e apresenta
duas variedades morfologicas, que se diferenciam a nivel da distribuicdo no
corpo, estrutura, fisiologia e patologia: o tecido adiposo comum, amarelo ou
unilocular, e o tecido adiposo castanho, ou multilocular (Junqueira e Carneiro,
1999).

Relativamente a sua funcdo, o tecido adiposo é considerado o maior
deposito de energia do corpo, para além do papel energético, tem ainda outras
fungdes, tais como: contribuir para o isolamento térmico do organismo,
preenchimento de espacos entre outros tecidos, auxiliar a manutencao de certos
orgdos em posicées normais, bem como, fungdes enddcrinas, imunoldgicas,
cardiovasculares e metabdlicas. Estas ultimas funcbes sdo desenvolvidas pelas
adipocinas (interleucina 6, o factor de necrose tumoral, adipsina, adiponectina,
resistina, visfatina, leptina) (Costa e Duarte, 2006).

Para além das funcdes referidas, o tecido adiposo apresenta ainda a
particularidade de através das suas células precursoras se poder diferenciar em
multiplas linhas: adipocitos, condrécitos, mioblastos, neurdnios, osteoblastos
(Sen et al., 2001; Zuk et al., 2001; Halvorsen et al., 2001a; Shore et al., 2002;
Hattori et al., 2005). Deste modo, devido a sua reprodutibilidade, consisténcia e
acessibilidade, varios estudos tém sido efectuados no sentido de isolar e
diferenciar estas células precursoras do tecido adiposo para estudar a sua
potencial utilidade clinica na regeneracdo e engenharia de tecidos (Aust et al.,
2004).

2.1 Isolamento e Diferenciacdo das Células Precursoras do Tecido Adiposo

O tecido adiposo contém um estroma de suporte que apresenta células
precursoras, que pode ser facilmente isolado (tal como o da medula dssea).
Num estudo efectuado por Rodbell (1964), foi apresentado o primeiro método
de isolamento in vitro de adipdcitos maduros e progenitores de gordura
epididimal de rato. O tecido foi fragmentado em pequenas fraccdes, digerido a
37° com colagenase tipo I, e posteriormente foram separados os componentes
celulares por centrifugacdo. O sobrenadante continha adipdcitos maduros com
pedacos a flutuar no conteudo lipidico. O sedimento continha componentes do
estroma vascular, com progenitores adipdcitos incluidos numa linhagem
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adicional de células hematopoiéticas. Outros investigadores modificaram este
método, para isolar progenitores adipocitos humanos, cultivando componentes
do estroma vascular na presenga de factores indutores (dexametasona, biotina,
insulina) (Van et al., 1976; Deslex et al., 1986).

Posteriormente, surgiram novos métodos, tais como a lipoaspiracdo, que
permite obter um excelente material para isolamento de células precursoras do
tecido adiposo, ndo sendo alterada a viabilidade das células (Moore et al., 1995;
Katz et al., 1999; Zuk et al., 2001; De Ugarte, 2003). Também Oedayrajsingh-
Varma e seus colaboradores (2006) colheram tecido adiposo e isolaram-no por
trés tipos de procedimentos cirlrgicos: recessao, lipoaspiracdao de tumescéncia e
lipoaspiragao assistida por energia. Verificou-se que o tecido adiposo obtido por
recessao e lipoaspiragdo apresentava uma taxa de crescimento elevada, ao
contrario do obtido por lipoaspiragcdo assistida por energia, em que as células
precursoras do tecido adiposo exibiam uma baixa capacidade de proliferacao.
Verificou-se também que estes procedimentos ndo afectavam a viabilidade das
células do estroma vascular. A elevada intensidade da energia usada na
lipoaspiracdo assistida por energia, ou a filtragdo do fluido, usada para colher o
tecido adiposo por lipoaspiracdo, poderia destruir as células do estroma
vascular, resultando num decréscimo da viabilidade das células. Deste modo,
concluiu-se que os procedimentos cirdrgicos usados na colheita afectam as
propriedades das células, caracteristicas de crescimento, bem como o
rendimento. Dos trés métodos analisados, verificou-se que os métodos de
recessdo e lipoaspiracdo sdo os preferiveis para a engenharia de tecidos.

Contudo, outros estudos salientam o insucesso obtido na recolha de
tecido adiposo por procedimentos de lipoaspiracao, na restauragao do volume de
tecido, devido a uma angiogénese insuficiente nos tecidos transplantados. As
goticulas lipidicas sdo susceptiveis de destruicdo durante procedimentos de
lipoaspiragao (Patrick, 2004; Atala e Lanza, 2002; Beahm et al., 2003).

Apds isoladas, as células precursoras do tecido adiposo proliferam e
diferenciam-se. Estas células apresentam alteracdes morfoldgicas e bioquimicas,
onde adquirem uma forma redonda e comegam a acumular triacilglicerol e
vacuolos lipidicos (Patrick, 2000; Beahm et al., 2003). Na presenca de acido-
ascorbico, acido B-glicerofosfato, dexametasona e 1,25 vitamina D3 (existem
estudos que ndo referem esta substancia), diferenciam-se em células
semelhantes a osteoblastos (células osteoblasticas) (Halvorsen et al., 2000;
Halvorsen et al., 2001a; Aust et al., 2004). Num periodo entre 2 a 4 semanas in
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vitro, as células precursoras do tecido adiposo humano e de rato depositam um
mineral de fosfato de cdlcio na sua matrix extracelular, expressam marcadores
de mRNA e proteinas indicativas de linhagens osteoblasticas (Halvorsen et al.,
2001b), incluindo fosfatase alcalina, proteinas morfogenéticas osseas e seus
receptores, osteocalcina, osteonectina e osteopontina (Zuk et al., 2002; Gimble
e Guilak, 2003). In vivo, quando implantadas em ratinhos imunodeficientes, as
células precursoras de tecido adiposo quando embebidas com
hidroxiapatite/fosfato de tricalcio formam osso (Hattori et al., 2005). Apéds 6
semanas, observa-se a formacdo de um novo ostedide, derivado de células
precursoras do tecido adiposo de rato ou humano. Os resultados sugerem que
as células precursoras de tecido adiposo poderdo ter aplicagBes terapéuticas na
reparacdo do tecido o6sseo. Por exemplo, as células precursoras do tecido
adiposo humano podem vir a beneficiar osteoporoticos e outros pacientes com
reduzido nimero de precursores osteoblasticos nativos.

A possibilidade de usar células precursoras do tecido adiposo poderia ter
um significante impacto ao nivel econémico e pratico. A partir de um simples
dador de tecido adiposo poder-se-ia recolher uma grande quantidade de células
precursoras do tecido adiposo, diminuindo o custo de producdo e a
acessibilidade. Estudos animais poderdao determinar a exequibilidade da
transplantagdo de células precursoras do tecido adiposo alégenico, uma vez que
as células precursoras humanas podem ndo iniciar uma resposta imunitaria em
condigbes apropriadas in vivo. Com tal, devem ser efectuados mais estudos em
hospedeiros, de modo a garantir a resposta imunitaria na diferenciacdo e
indiferenciacdo das células precursoras do tecido adiposo, uma vez que estas
células poderiam reduzir o risco de imunorejeicdio para o hospedeiro e
transferéncia de agentes infecciosos, propriedades sé apresentadas pelas células
autdlogas.

O tecido adiposo pode entdo constituir uma fonte para a aquisicao de
células precursoras, visto apresentar poucas desvantagens (Zuk et al., 2001).
Relativamente a medula dssea pode mesmo trazer vantagens: (i) minima
morbilidade na colheita; (ii) um ndmero de células precursoras, clinicamente
relevante, possibilitando propagacdo in vitro; (iii) a frequéncia de células
precursoras é significativamente elevada no tecido adiposo comparada com a
medula dssea (2% vs 0,002%); e (iv) elevada taxa de proliferacdo
relativamente a medula éssea (Strem e Hedrick, 2005; Boquest et al., 2005).
Relativamente aos humanos, acrescenta-se ainda o facto de estes terem

9



abundante gordura subcutanea depositada, e o tecido adiposo ser facilmente
removido e aspirado por baixo da pele (Tholpady et al., 2003). Estas células
devido a sua capacidade de diferenciacdo poderdo ser usadas em estudos
farmacologicos, biotecnoldgicos e médicos, possibilitando deste modo o avancgo
da medicina regenerativa (Rahaman e Mao, 2005; Rodriguez et al., 2005; Fraser
et al., 2006).

Tendo em conta os potenciais beneficios das células precursoras
derivadas de células adiposas, estas sdao uma fonte promissora do
desenvolvimento de estratégias na engenharia de tecidos (Thirumala et al.,
2005). Tendo vindo a ser utilizada a transplantacdo de pré-adipocitos e
adipdcitos, por exemplo, para repor o volume de tecido diminuido nos locais de
defeito ou para formar tecido dsseo (Brey e Patrick, 2000; Fuchs et al., 2001;
von Heimburg, 2003; Masuda et al., 2004; Gomillion e Burg, 2006). Deste
modo, verifica-se o crescente aumento da investigacdo a nivel da engenharia de
tecido adiposo, e o alargamento de estudos a nivel da relacdo entre o tecido

adiposo e engenharia do tecido désseo.

3. Tecido Osseo e Osteogénese

O tecido 6sseo pode ser classificado de acordo com as suas caracteristicas
macroscopicas em compacto (cortical) e esponjoso (trabecular). O tecido dsseo
compacto apresenta fungées mecéanicas e de protecgdo, enquanto que o tecido
dsseo esponjoso se ocupa das fungdes metabdlicas e fungGes de suporte
relativamente ao osso compacto (Silvério Cabrita, 1993). O tecido dsseo
existente € maioritariamente compacto (cerca de 70%). O tecido Osseo
compacto diz respeito a diafise dos ossos longos e a zona externa da maioria
dos ossos, situando-se o0 0sso esponjoso no seu interior, a nivel das metéafises e
epifises dos ossos longos e na regido central da maioria dos ossos planos e
irregulares, formando uma rede de trabéculas dsseas.

Os ossos longos encontram-se subdivididos em trés zonas: (i) epifises,
que sdao as extremidades dos ossos longos, constituidas por tecido Osseo
esponjoso rodeado por uma fina camada de tecido dsseo compacto,
normalmente revestido por cartilagem articular; (ii) metafises, que se
encontram entre estas e a zona intermédia, sendo constituidas por abundante
tecido 6sseo esponjoso rodeado por tecido ésseo compacto (durante a fase de
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crescimento encontram-se separadas das epifises pela placa epifisaria de
crescimento); (iii) diafise, uma estrutura cilindrica, onde o cértex é constituido
por tecido 6sseo compacto e a cavidade medular central por medula dssea e
algum tecido 0sseo esponjoso (Dias, 2004). A superficie externa do osso é
revestida por uma camada fibrocelular constituida por uma membrana de tecido
conjuntivo osteogénico, denominada peridsteo, apresentando a sua superficie
interna uma estrutura semelhante, denominada enddsteo. A principal funcdo do
enddésteo e do periésteo é a nutricdo do tecido désseo e estdo presentes
osteoblastos, osteoclastos e outras células importantes do metabolismo dsseo,
que contribuem significativamente para o processo regenerativo e remodelativo
do osso (Afonso, 1998; Junqueira e Carneiro, 1999).

Em termos microscopicos, o peridsteo € formado por uma membrana de
tecido conjuntivo vascularizada que apresenta uma camada externa fibrosa, com
uma funcdo de suporte e aporte sanguineo e nervoso a superficie do tecido
0sseo compacto; e uma camada interna osteogénica, formada por células
osteoprogenitoras, com especial importancia no crescimento e regeneracao
O0sseos. O endosteo pode ser considerado como uma camada periférica
condensada do estroma da medula éssea e, tal como o peridsteo também possui
células osteoprogenitoras e o seu proprio sistema vascular. Apresenta um
potencial osteogénico e hematopoiético, encontra-se envolvido na regeneragdo,
sendo uma fonte de células osteoprogenitoras capazes de se diferenciarem em
osteoblastos; e tem ainda a fungdo de restabelecer o suprimento sanguineo a
area em regeneracdo (Dias, 2004).

O tecido d6sseo é um tecido conjuntivo altamente vascularizado que é
constituido por células e por uma matriz organica firme, enriquecida por
depodsitos de sais de calcio, com a caracteristica exclusiva de mineralizar. A
matriz extracelular déssea constitui cerca de 90% do peso total do osso
compacto, e é formada por matéria organica (30 a 35%) e matéria inorganica
(65 a 70%) (Martin et al., 1988; Eurel e Van Sickle, 1998). Para além das
células do tecido désseo, a matriz apresenta constituintes organicos principais
tais como, colagénio tipo I, V, osteocalcina, proteinas ndo colagénicas da matriz
e constituintes inorganicos, tais como, compostos de calcio (Ca’*) e de fosfato
(PO,>) que se depositam sob a forma de cristais de hidroxiapatite
Ca;o(PO4)s(OH),, bem como, compostos amorfos de fosfato de calcio
(hidrogenofosfato de calcio (CaHPQO,)) (Parfitt, 1993; Puzas, 1993; Fernandes,
1998). Sdo exemplos de proteinas ndo colagénicas, as glicoproteinas (fosfatase
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alcalina, osteonectina, ...), os proteoglicanos (biglicano e a decorina) e os
factores de crescimento, tais como: o factor de transformacdo de crescimento B
(TGF-B), as varias proteinas morfogenéticas Osseas (BMP), o factor de
crescimento tipo insulina (IGF), o factor de crescimento fibroblastico (FGF) e o
factor de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) (Dias, 2004).

Deste modo, o numero de células presente no tecido odsseo é
relativamente pequeno quando comparado com o grande volume de matriz
extracelular 6ssea (Silvério Cabrita, 1993). A populagdo celular activa presente
neste tecido, deriva de duas linhas celulares distintas: células pluripotentes
indiferenciadas do mesénquima que se diferenciam em células de linhagem
osteoblastica (osteoblastos, ostedcitos e células de revestimento) e células
hematopoiéticas da medula o6ssea (células progenitoras de granuldcitos e
macrdéfagos, “granulocyte-macrophage colony-formimg unit: GM-CFU”) que ddo
origem aos osteoclastos (Aubin e Liu, 1996; Halsey et al., 1997).

Os osteoblastos, ostedcitos e células de revestimento encontram-se
localizados a nivel da camada interna do peridésteo e da medula éssea, na linha
osteoprogenitora (Marks e Popoff, 1988; Waller et al., 1995). Estas células de
linhagem osteoblastica sdo responsaveis pela formacdo do tecido 6sseo, durante
o desenvolvimento embriondrio, crescimento, remodelacdo, reparacdo de
fracturas ou de qualquer outro defeito désseo (mesmo quando induzido
experimentalmente) (Cabral, 2004). Tém origem em células pluripotentes
indeferenciadas do mesénquima, também designadas por células pluripotentes
do estroma fibroblastico da medula déssea, e possuem grande capacidade de
diferenciacdo, podendo originar varios tipos celulares, tais como: osteoblastos,
condroblastos, mioblastos, fibroblastos e adipodcitos, dependendo de varios
mecanismos de regulacdo, nomeadamente de factores de crescimento (Owen,
1988; Aubin et al., 1993; Triffitt, 1996). O factor de transformacdao de
crescimento B (TGF-B) e as proteinas morfogenéticas osseas (BMP) tém uma
importante funcdo na diferenciacdo em osteoblastos (Aubin e Triffitt, 2002;
Vergara et al., 2005; Santos et al., 2005).

A linhagem osteoblastica inicia-se com o osteoprogenitor, observando-se
uma diferenciacdo progressiva em pré-osteoblasto, osteoblasto e ostedcito.
Varios estudos sugerem que o pré-osteoblasto é o precursor do osteoblasto nas
regides de crescimento &sseo (Owen, 1988). O osteoblasto activo é
caracterizado por possuir uma membrana citoplasmatica rica em fosfatase
alcalina (FA), receptores para uma variedade de hormonas e factores de
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crescimento, sendo responsavel pela formacdo da matriz organica, bem como,
producdo de colagénio e proteinas ndo colagénicas da matriz extracelular dssea,
para além da sintese da enzima fosfatase alcalina (FA), necessaria para o
processo de mineralizacdo (Aubin et al., 1993). Por sua vez, o ostedcito é
considerado a célula terminal e mais madura da diferenciacdo celular da
linhagem osteoblastica. Esta célula fica rodeada pela matriz 6ssea, ocupando
pequenos espacos no interior do osso, e esta ligada as células adjacentes por
prolongamentos citoplasmaticos que se situam dentro de canais através da
matriz mineralizada. Outras células derivadas dos osteoblastos, sdo as células
de revestimento do tecido dsseo, contudo estas ndo foram envolvidas na matriz
extracelular Ossea. Estas células podem ter um papel importante na
diferenciacdo de células mesenquimatosas, na regulacdo da homeostasia
mineral, inibem a actividade anabdlica dos osteoblastos e também parecem
influenciar a actividade dos osteoclastos (Halsey et al., 1997). Segundo alguns
autores, estas células podem produzir colagenase, enzima com capacidade de
digerir a matriz organica, e preparar a reabsorcdo osteoclastica (Martin et al.,
1993).

Os osteoclastos sdo células que diferem da linhagem celular dos
osteoblastos, uma vez que as suas células precursoras presentes a nivel da
medula 6ssea sdo também as responsaveis pela diferenciacdo nas varias linhas
das células hematopoiéticas (monodcitos, macréfagos e outros leucdcitos
presentes no sangue periférico) (Takahashi et al., 2002). Estas células
apresentam a funcdo de reabsorcdo do tecido 6sseo, em areas de remodelagdo
activa, pela degradacao enzimatica da matriz proteica e dissolucdao acida dos
minerais da matriz extracelular 6ssea (Eurell e Van Sickle, 1998; Fernandes,
1998; Junqueira e Carneiro, 1999). Para que o processo de reabsorgdo ocorra é
fundamental que os osteoclastos repousem directamente sobre a matriz
extracelular 6ssea mineralizada. E de salientar, que o processo pelo qual os
locais de reabsorcdo dssea sdo seleccionados ainda ndo é bem conhecido,
contudo sabe-se que o primeiro sinal de um futuro local de reabsorgdo na
superficie do enddsteo € a retraccdo das células de revestimento do tecido 6sseo
pela influéncia de factores sistémicos (como por exemplo a hormona da
paratiroide (PTH)). O estimulo que induz os osteoclastos na reabsorcdo é
mediado por osteoblastos (Dias, 2004). Para além da reabsorcdo Ossea, 0s
osteoclastos participam na manutencdo a longo prazo da homeostasia do calcio
sanguineo, através da sua resposta a hormona da paratiréide e a calcitonina,
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desempenhando um papel importante no desenvolvimento e crescimento
Osseos, através da libertacdo de factores de crescimento a partir da matriz
extracelular mineralizada (Baron et al., 1993). Deste modo, o tecido dsseo esta
continuamente num processo de remodelacdo, adaptando-se e criando uma
estrutura optimizada de forma a suportar as cargas habituais a que se encontra
sujeito ou a reparar lesdes que possam surgir.

As propriedades plasticas deste tecido tornam-no capaz de se remodelar
em resposta a forcas externas, apesar da resisténcia e dureza que o
caracterizam. Contudo, o tecido 6sseo apresenta outras fungdes de extrema
importancia no corpo humano, tais como:

- Sustentacdo e proteccdo - constitui o esqueleto que serve de apoio as
partes moles e d&rgdos internos vitais e onde se inserem os musculos,
ligamentos, tendBes necessarios a cinética da locomocgdo (Silvério Cabrita,
1993); tem funcdo de proteccdo para o sistema nervoso central (cérebro e canal
medular) e para a medula dssea. Esta fungdo torna-se possivel devido a
existéncia de uma matriz extracelular mineralizada (matriz organica impregnada
por cristais inorganicos de hidroxiapatite), que lhe confere dureza e resisténcia
necessarias, bem como, elasticidade. A proteccdo da medula dssea (constituida
por adipédcitos e células da linhagem hematopoiética) deve-se ao facto de ela se
situar no interior das cavidades medulares dos 0ssos.

- Reserva de Ca’" e PO,> - uma vez que a manutenc¢do da calcemia
dentro de determinados limites é essencial a realizacdo de grande parte das
reaccgoes fisioldgicas do organismo vivo (Silvério Cabrita, 1993). O tecido dsseo
contém 99% do calcio do organismo e funciona como reserva deste elemento,
havendo um intercdmbio constante entre o calcio do plasma sanguineo e os
ossos. O ido calcio é essencial em diversos sistemas enzimaticos, como os
responsaveis pela contraccdo muscular e pela transmissdo do impulso nervoso,

assim como em todo o sistema de coagulagéo.

3.1 Regeneracado dssea

Por todas estas fungbes de extrema importancia para o nosso organismo,
0 processo de regeneracdo 6ssea é fundamental. Para tal é necessaria a inducdo
de células precursoras osteogénicas (presentes na medula dssea), para que

exista um numero de células capazes de formar o osteoide, uma vez que o seu
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nivel de actividade no momento da ocorréncia de uma fractura, seriam
incapazes de produzir a quantidade de tecido dsseo necessario para a
regeneragdo nessa area. A regeneracdo Ossea, desde a fase da lesdo a
remodelacado final, envolve uma série de fendmenos (migracdo, diferenciacado,
proliferacdo celular e sintese da matriz extracelular 6ssea) que se encontram
controlados e coordenados pela expressdao de genes especificos, por sua vez,
induzida por factores de crescimento e citocinas. Os factores de crescimento sao
péptidos ou glicoproteinas que organizam e coordenam os processos de mitose,
guimiotaxia, diferenciacdo, crescimento e produgdo de matriz extracelular dssea
pelas células. Podem actuar como factores enddcrinos, paracrinos ou autocrinos
de forma a activar receptores especificos da superficie celular e estimular a
actividade celular (Herndon et al., 1992). Os que actuam a nivel do tecido dsseo
podem ser produzidos por células do préprio tecido 6sseo ou por células que se
encontram situadas em locais do organismo distantes daquele em que actuam
ou que se encontram em estreita associacgdo com a zona do tecido dsseo
afectado.

A maioria dos estudos in vitro referem que o TGF-B aumenta a expressao
dos marcadores de diferenciacdo osteoblastica, tais como a fosfatase alcalina,
colagénio tipo I e osteonectina. A importancia do TGF-B na regulacdo da
formacdo do tecido dsseo esta demonstrada pela promogdo da proliferacdo dos
osteoblastos, estimulacdo da sintese de colagénio e potente acgdo de
guimiotaxia (Bonewald, 2002; Dias, 2004). No que diz respeito as proteinas
morfogenéticas Osseas, varios estudos demonstraram que estas proteinas estdo
presentes nas fases iniciais do processo de cicatrizacdo das fracturas (Nakase et
al., 1994), difundindo-se na matriz extracelular 6ssea reabsorvida e induzindo a
diferenciacdo de células osteoprogenitoras na linha osteoblastica. Sdo assim
importantes factores de regulacdo na diferenciacdo osteogénica durante o
processo de cicatrizagdo do tecido 6sseo. Num estudo efectuado por Wang e
seus colaboradores (1993), demonstrou-se que uma linhagem de células
progenitoras da mesoderme de murganho (células C3H10T1/2), apds
diferenciacdo, apresentava um fendtipo adipocitico, condrocitico ou
osteoblastico, dependendo das diferentes doses de BMP-2 ou BMP-4. O fenoétipo
adipocitico foi induzido por baixas concentragdes de BMP-2, enquanto que altas
concentragdes induziam a diferenciagdo na linha osteoblastica.

Nos ultimos tempos, o tecido adiposo surgiu como uma importante fonte
alternativa de células precursoras, essencialmente pela sua abundancia e
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acessibilidade (Mitchell et al., 2005; Oedayrajsingh-Varma et al., 2006). Como
tal, torna-se um potencial de investigacdo para a engenharia do tecido dsseo,
tendo em vista a reparagdo Ossea e o desenvolvimento de farmacos para o
tratamento de determinadas doencgas dsseas. As células precursoras derivadas
do tecido adiposo sdo muito semelhantes as células precursoras derivadas da
medula déssea, tanto a nivel da morfologia como do fendtipo (Lee et al., 2004;
Yoshimura et al., 2006; Kern et al., 2006). Relativamente a sua multipoténcia,
varios marcadores antigénicos CD encontrados na superficie das células
precursoras da medula, também foram encontrados na superficie das células
mesenquimatosas derivadas do tecido adiposo (Zuk et al., 2002; Gronthos et
al., 2001; Tholpady et al., 2006). Strem e colaboradores (2005) verificaram que
o fendtipo de superficie de células precursoras de tecido adiposo humano era
similar ao das células precursoras mesenquimatosas da medula dssea.
Identificaram marcadores comuns: CD105, STRO-1 e CD166, usados para
identificar células com potencial de diferenciagdo em multiplas linhagens, e com
consistente expressao nestes dois tipos de células. Também o marcador CD117
apareceu expresso no ensaio para células totipotentes e pluripotentes, incluindo
células precursoras embriondrias, hematopoiéticas, da medula 6ssea e do tecido
adiposo. Para além destes marcadores multipotentes, estas células
apresentavam semelhancas a nivel de outras moléculas, tais como CD29, CD44
e CD49. As células precursoras do tecido adiposo, expressaram elevados niveis
de CD54 (ICAM-1) quando comparadas com as células precursoras da medula. O
ICAM-1 é um gene que pertence a familia das imunoglobulinas e pode ser
regulado em resposta a numerosos mediadores inflamatérios e citocinas (Strem
et al., 2005).

Num outro estudo efectuado por Hattori e seus colaboradores (2005),
foram utilizadas células do estroma derivadas do tecido adiposo, numa matriz
artificial, numa implantagdo ectdpica, concluindo-se acerca da sua capacidade
para formar osso. Neste estudo, comprovou-se a capacidade de diferenciacao
osteogénica destas células in vitro, através da determinagdo da secrecdo de
osteocalcina, microscopia electrénica de varrimento e analise histoldgica. Foi
também efectuada uma comparagcao com as células precursoras do mesénquima
derivadas da medula Odssea. Fraser e seus colaboradores (2006) também
utilizaram células precursoras derivadas do tecido adiposo, numa matriz
reabsorvivel, num defeito calcarico de murino. Verificou-se que o defeito fechava
ao fim de 12 semanas na ordem dos 70-90%, com radiografia-opaca
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equivalente a 90% de osso ileso em 8 semanas. Estudos de fluorescéncia in situ
e de hibridagdo nos transplantes demonstraram que 92-99% das células no
interior do novo osso eram do dador de origem (adiposas). Mais recentemente,
Girolamo e colaboradores (2007) efectuaram um estudo tendo por objectivo a
anadlise do fendtipo de células precursoras derivadas do tecido adiposo e a sua
comparagdo relativamente a diferenciacdo osteogénica. As células de tecido
adiposo recolhidas por lipoaspiragdo foram enzimaticamente isoladas e
cultivadas. Foi obtida uma cultura abundante, tendo-se verificado uma
proliferagdo bastante activa e a eficiente diferenciagdo na linhagem
osteoblastica. Deste modo, os estudos que tém vindo a ser efectuados
comprovam a formacdo de tecido Osseo através da utilizacdo de células
mesenquimatosas do tecido adiposo. Contudo, para que ocorra tal diferenciagdo

é necessaria a presenca de moléculas indutoras osteogénicas.

4. Moléculas Indutoras Osteogénicas: Dexametasona e Purmorfamina

A dexametasona pertence ao grupo dos glucocorticéides sintéticos que sdo
capazes de induzir a diferenciagcdo em células do estroma da medula 6ssea
humana em fenodtipo osteoblastico (Cheng et al., 1994; Gronthos et al., 1994;
Deliloglu-Gurhan et al., 2006). Resultados similares foram observados em
células da medula 6ssea de rato. Assim, esta molécula apresenta um papel
fundamental na indugdo da proliferagdo de células com fenoétipo osteoblastico
em varios sistemas (culturas de células de medula dssea e 0sso esponjoso -
humanas e roedores). Culturas de células dsseas obtidas de explantes de osso
alveolar humano, na presenga de dexametasona, apresentam niveis elevados de
fosfatase alcalina e formacdo de areas mineralizadas (Fernandes, 1998). Na
auséncia deste composto, as culturas referidas apresentam uma actividade de
fosfatase alcalina significativamente mais baixa e auséncia de mineralizacao
(Fernandes et al., 1995; Fernandes et al., 1997).

Ter Brugge e Jansen (2002) efectuaram um estudo cujo objectivo era
investigar o potencial osteogénico de subculturas de células de medula 6ssea de
rato. Foram entdo cultivados dois tipos de culturas celulares, umas
suplementadas com dexametasona, outras sem, sendo posteriormente estudada
a diferenciacdo e expressdo osteogénica. Os resultados obtidos corroboraram os
de outros estudos anteriores. Quando as células eram cultivadas continuamente
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com a presenca de dexametasona, as culturas mostravam inicialmente alta
expressao da fosfatase alcalina e abundante mineralizagdo. Com as sucessivas
passagens, a expressdo dos marcadores de diferenciagdo diminuia. Passados
trés tempos, nao era encontrada actividade de fosfatase alcalina nem
calcificagdo. Em contrapartida, as primeiras células cultivadas sem
dexametasona mostravam baixa fosfatase alcalina e sem calcificagdo,
assemelhando-se as células a fibroblastos. Contudo, quando estas células eram
subcultivadas na presenca de dexametasona, as células mostravam
diferenciacdo osteogénica. No entanto, esta ocorréncia era de baixo nivel
quando as células continuavam a ser cultivadas com dexametasona; ndo sendo
encontrada diferenciacdo depois da segunda passagem.

Relativamente as células que sdo cultivadas continuamente com
dexametasona, as células da medula 6ssea de rato perdem o potencial
osteogénico depois de varias passagens. Beloti e seus colaboradores (2005a)
investigaram o efeito do tratamento continuo e descontinuo com dexametasona
sobre a diferenciacdo de células de medula 6ssea humana. Foi efectuada uma
cultura de células primaria e da primeira passagem foram cultivadas em meio de
cultura com e sem dexametasona 107 M (37°C e 5% CO, / 95% ar
atmosférico). No 7°, 14° e 210 dia de cultura foram avaliados os seguintes
parametros: proliferacdo e viabilidade celulares, conteldo de proteina total,
actividade da fosfatase alcalina e formagdao de matriz mineralizada. Dos
resultados obtidos, verificou-se que a dexametasona nao afectou a viabilidade
celular, nem o conteldo de proteina total, mas reduziu o nimero de células. A
actividade da fosfatase alcalina aumentou, bem como, a formacdo de matriz
mineralizada, comparando o0s grupos nos quais tinha sido administrada
dexametasona com os que nao tinham sido tratados com a mesma. Estes
resultados indicam que, para células mesenquimatosas da medula &ssea
humana, a presenga continua de dexametasona ndo parece ser necessaria para
o desenvolvimento do fendtipo osteoblastico. Contudo, a dexamentasona deve
estar presente apds a primeira passagem para permitir a diferenciacdo
osteoblastica expressa por proliferagdo celular reduzida e aumento da actividade
de fosfatase alcalina e da formagao de matriz mineralizada.

Mais recentemente Mikami e colaboradores (2007) examinaram os efeitos
desta molécula na formacdo da mineralizagdo de nddulos 6sseos e a expressdo
genética de marcadores osteoblasticos, sialoproteina éssea, osteocalcina (OC) e
osteopontina (OPN) em células ROS17/2.8. Tendo-se verificado que em
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tratamentos destas células com dexametasona ocorria indugdo de mineralizagdo
acompanhada de aumento da expressdo de sialoproteina dssea e osteocalcina.
Neste estudo, ndo foram observados efeitos ao nivel do mRNA, nem da
expressdo de proteinas por Runx2. Contudo, a actividade de transcricao por
Runx2 foi realgada em tratamento com dexametasona, sugerindo-se o seu
seguimento para a activagdo de marcadores genéticos osteoblasticos, tal como
as sialoproteinas e a osteocalcina na producdo de matrizes 6sseas especificas
que posteriormente mineralizavam.

Apesar dos conhecidos efeitos da dexametasona como indutor da
diferenciacdo osteoblastica, assim como da interferéncia da sua concentragao e
tempo de exposicdo em culturas de células (Mikiami et al., 2007), tém no
entanto, vindo a ser efectuados alguns estudos para averiguar a importancia
desta molécula como estimuladora da diferenciacdo de adipdcitos. Atmani e seus
colaboradores (2003) usaram culturas de células do estroma medular, isoladas
dos ossos longos do rato (fémur), para examinar os efeitos do calcitrol e da
dexametasona na proliferacdo e diferenciacdo de adipocitos e células
obsteoblasticas. As células do estroma da medula 6ssea sdo as células alvo das
hormonas esterdides e glucocorticdides. Estas hormonas regulam a proliferacéo
celular osteoblastica, diferenciacdo e apoptose (Cooper et al., 1999). Neste
estudo as células do estroma da medula dssea de rato cresceram no meio
suplementado com dexametasona e &acido ascérbico (na primeira cultura),
criando populagdes de células semelhantes a osteoblastos e adipdcitos.
Verificou-se também que a dexametasona aumentou a sintese de DNA, como
demonstrado através da andlise resultante da incorporacdo da timidina 3H,
contudo o calcitrol diminuiu a sintese de DNA e inibiu a estimulagdo dos efeitos
da dexametasona. Tratamentos com hormonas, isoladas ou combinadas com
outras, aumentam o numero de adipdcitos e tém um efeito estimulador na
diferenciagdo de adipdcitos. Similarmente, o nimero de células osteoblasticas,
caracterizadas pela actividade da fosfatase alcalina, aumenta na presenca de
dexametasona, mas diminui com 1,25(0OH),Ds, porque bloqueia os efeitos de
estimulacao da dexametasona. Estes resultados indicam que a dexametasona,
em contraste com o calcitrol, estimula a diferenciacdo osteoblastica,
aumentando as duas populagdes celulares, enquanto que o calcitrol, apenas
aumenta a populagdo de adipdcitos. Assim sendo, a dexametasona promove a

diferenciacdo de ambas as populacoes.
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Pode entdo concluir-se que os glucocorticéides promovem a diferenciacdo
de percursos adiposos em células maduras do tecido adiposo para varias
espécies, semelhantes ao homem, rato, ratinho, coelho e culturas de células
derivadas do estroma da medula 6éssea. Bem como, estimulam células
osteoprogenitoras na proliferacdo e diferenciagdo em populacdes de células
osteoblasticas obtidas de rato na fase de proliferacdo, mas aumentam a
diferenciacdo osteoblastica por marcadores de expressdo osteogénica. Assim,
foram também efectuados estudos comparando a expressdao genética de
determinadas células, utilizando como indutores a dexametasona e o acido B-
glicerofosfato, tendo-se verificado que quando as células osteoprogenitoras sao
expostas a estes compostos em simultaneo, induzem o aumento da expressdo
genética. No entanto, quando a indugdo é apenas efectuada com dexametasona,
passadas algumas semanas verifica-se um decréscimo da proliferagdo celular
(Titorencu et al., 2003).

Girolamo e seus colaboradores (2007) num estudo mais recente,
compararam dois meios de inducdo osteogénica. Estes meios diferiam na
concentracdo de dexametasona e acido ascobico. O meio 1 era constituido por:
meio CTRL suplementado com 10mM 4&cido B-glicerofosfato; 100nM
dexametasona e 50uM acido ascoérbico-2-fosfato, e o meio 2 era constituido por:
meio CTRL suplementado com 10mM &cido B-glicerofosfato; 10nM
dexametasona e 150uM &cido ascérbico-2-fosfato. A diferenciacdo celular foi
avaliada através da morfologia, expressdo da osteopontina, actividade de
fosfatase alcalina, e deposicdo de calcio. Assim, verificou-se que havia uma
maior deposicdo de cdlcio nas culturas onde foi utilizado o meio 2, bem como
uma maior actividade de fosfatase alcalina. Também se concluiu que na
presenca de estimulos adequados, a diferenciacdo em osteoblastos, através da
baixa concentracdo de dexametasona e aumento da concentracdo de acido
ascérbico, parecem ser os mais rapidos e melhores indutores osteogénicos (Kim
et al., 2003).

Outros estudos tém vindo a ser efectuados com o intuito de averiguar a
diferenciagdo osteogénica a partir de células precursoras derivadas do tecido
adiposo, por exemplo identificando o microRNA regulador desta diferenciacao
(Luzi et al., 2008). Neste estudo, foi analisado o papel do microRNA 26A (miR-
26) durante a diferenciacdo de células precursoras do tecido adiposo. Esta
diferenciacdo foi mais uma vez induzida por tratamento com dexametasona,
acido ascorbico e acido PB-glicerofosfato; tendo a expressdo do fendtipo
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osteoblastico sido avaliada, através da actividade da fosfatase alcalina, a
expressdao de genes envolvidos na diferenciacao por osteoblasticas por RT-PCR
em tempo real e mineralizagdo. A expressdao microRNA foi determinada por
Northern blot. Deste modo, conclui-se que a propriedade fundamental desta
molécula consiste em promover a diferenciacdo osteoblastica de células
progenitoras mesenquimatosas, sendo de uso corrente a utilizacdo da
dexametasona, acido ascérbico e acido B-glicerofosfato como indutores da
diferenciacdo osteoblastica (Maniatopoulos et al., 1988; Maegawa et al., 2007).

Contudo, outros estudos tém vindo a ser efectuados, no sentido de se
encontrarem outras moléculas capazes de promover a diferenciacdo
osteogénica. A purmorfamina é uma pequena molécula, de descoberta
relativamente recente, com actividade de inducdo osteogénica para a
multipoténcia de células progenitoras mesenquimatosas (Wu et al., 2004; Beloti
et al., 2005a; Beloti et al., 2005b). A utilizagdo desta molécula em investigagGes
ainda ndo é muito usual, contudo, ja existem alguns estudos efectuados. Wu e
seus colaboradores (2002) reportaram uma variedade de combinagdes
heterociclicas consistindo em aproximadamente 50 mil compostos, com purina,
pirimidina, quinazolina, pirazina, ptalazina, e matrizes artificiais baseadas em
quinoxalina. Assim, relacionando estruturalmente os compostos, analisaram-se
as suas diversas funcGes bioldgicas e a sua combinacdo quimica, resultando a
molécula 2-(1-Naphthoxy)-6-(morpholinoanilino)-9-cyclohexilpurina. A molécula
descoberta aumenta a actividade osteogénica de células osteoprogenitoras,
sendo capaz de induzir a osteogénese em células progenitoras mesenquimatosas
de rato (Wu et al., 2004). Estas células (C3H10T1/2) sdo multipotentes e tém
um potencial de diferenciacdo em adipocitos, osteoblastos, condrdcitos e
midcitos, sendo usadas como modelos de estudo de diferenciacdo em
osteoblastos.

Este composto com uma substituicdo morfolinoanilina na posicdo C6 no
nucleo de purina foi designado, purmorfamina (Sinha e Chen, 2006), induz a
fosfatase alcalina e a expressdao genética Cbfal/Runx em células C3H10T1/2
com concentracdo efectiva média (EC50) para 1 pM. Também induz a
osteogénese em pré-osteoblastos (MC3T3-E1) e quando combinada com a BMP-
4 pode trans-diferenciar pré-adipdcitos e mioblastos em osteoblastos. Estudos
recentes indicam que a concentracdo efectiva média em células C3H10T1/2 pode
aumentar cerca de 50%, depois de um tratamento de 4 dias com ALP, quando
comparadas com um tratamento de DMSO 1%. A purmorfamina tem uma menor
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citotoxicidade em células C3H10T1/2 quando as concentracbes aumentam até
20 pM (Wu et al., 2002).

Ensaios histoquimicos da fosfatase alcalina (FA) enddgena indicam que
mais de 80% das células, sdo expressas depois do tratamento com
purmorfamina (20 uM por 4 dias), verificando-se que apenas 40% das células
tratadas com BMP-4 apresentam ensaios de FA positivos. Apesar do reduzido
numero de células induzidas pela BMP-4, as induzidas tém um alto nivel de
expressdao de FA comparadas com as células tratadas com purmorfamina.
Quando as células C3H10T1/2 sdo tratadas com BMP, a maioria das células
diferencia-se em osteoblastos, no entanto, um significante nimero de células
também pode ser diferenciado em adipdcitos, indicando que a inducdo da
diferenciagdo da BMP ndo € numa linhagem especifica. Contudo, a purmorfamina
induz a maioria da populacdo celular, a obter uma linhagem osteoblastica.
Apresentando também um efeito sinérgico com a BMP-4 na inducdo da
diferenciacdo das células C3H10T1/2. Quando as células sdo tratadas com
ambas (BMP-4 e purmorfamina), a inducdo da actividade da FA apresenta
aproximadamente o triplo do aumento do efeito, relativamente a adicdo de cada
molécula individualmente, sugerindo que a purmorfamina ndao age de modo
analogo a BMP-4 (Wu et al., 2002).

Devido ao complexo processo que é a osteogénese, outras moléculas -
Wnt e Hedgehog, podem modular a sua accdo (Wu et al., 2004). Outras
proteinas como as Wnt, incluindo a Wnt3a, ou as vias de sinalizagdo Hedgehog
(semelhantes as Wnt), induzem a expressdo de marcadores osteoblasticos,
aumentando a selectividade na diferenciacdo de células mesenquimatosas em
linhagens osteoblasticas e a fosfatase alcalina em células C3H10T1/2 (Yuasa et
al., 2002).

Também através de uma analise transcripcional por microarrays para
células C3H10T1/2 apo6s tratamento com purmorfamina e a proteina
morfogenética dssea 4 (BMP-4), verificou-se que a expressdao genética nos
tratamentos com purmorfamina diferia significativamente dos da BMP-4. Foi
encontrado um grupo de genes apenas regulado para tratamentos com
purmorfamina, revelando que a via de sinalizacdo Hedgehog é activada por esse
mesmo tratamento. Bem como, foi detectada através da analise por RT-PCR a
expressdo dos genes Gli 1 e Patched. Além disso, a purmorfamina bloqueia
completamente a osteogénese em antagonistas da via de sinalizacdo Hedgehog,
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ciclopaminas e forskolin, e induz a transcricdo mediada por Gli (Wu et al.,
2004).

E de salientar que tratamentos com purmorfamina estimulam a
proliferacdo celular em estados iniciais. Atingindo a confluéncia, a proliferagdo
cessa e inicia-se a diferenciacdo em osteoblastos. Passados cerca de 2 dias apds
tratamento com purmorfamina existem muitos genes de osteogénese regulados,
incluindo a essencial transcricdo osteogénica do factor Cbfal/Runx2 e outros
marcadores genéticos osteoblasticos incluindo a fosfatase alcalina e a
osteomodulina. O tratamento com purmorfamina também abolui a adipogénese
espontanea das células C3H10T1/2. Consistente com a observacdao os genes
envolvidos na adipogénese, incluindo a alipoproteina E, adiponectina/Acrp30,
lipoproteina lipase e proteinas relacionadas com a diferenciagdo adiposa, baixam
a regulacao depois de 24 horas com tratamento de purmorfamina (Wu et al.,
2004). Assim como, o tratamento com a proteina morfogenética éssea-4 (BMP-
4) induz a proliferagdo celular em estados iniciais. Contudo, a purmorfamina nao
induz a expressao genética dos mesmos genes, sugerindo que esta molécula
tem uma actividade bioldgica distinta em células C3H10T1/2 relativamente a
proteina morfogenética 6ssea. A purmorfamina também induz a osteégenese em
pré-adipocitos (MC3T3-E1) e quando combinadas com a proteina BMP-4 pode
trans-diferenciar pré-adipdcitos (3T3-L1) e mioblastos (C2C12) em osteoblastos
(Wu et al., 2002).

Estudos recentes tém vindo a ser efectuados para descobrir a
importancia desta nova molécula, da qual pouco se conhege. Beloti e seus
colaboradores (2005a) também efectuaram um estudo cujo objectivo era
investigar a indugdo da actividade osteogénica com purmorfamina na
diferenciacdo de osteoblastos humanos a partir de células mesenquimatosas da
medula dssea. Tendo concluido que a purmorfanina ndo afectava a proliferacédo
celular ou viabilidade, mas aumentava a actividade da fosfatase alcalina e a
formacdo de ndédulos semelhantes ao osso apds 21 dias de cultivo. Do mesmo
modo, Sinha e Chen (2006) também se debrucaram sobre o estudo deste
composto relativamente ao seu efeito nas células Shh-LIGHT2 e a sua relagdo
com a actividade da proteina transmembranar Patchedl. Concluindo-se que a
purmorfamina activa a via de sinalizagdo Hedgehog e afecta a diferenciacao
osteoblastica. Assim sendo, a pesquisa desta nova molécula tem como intuito

estudar mecanismos moleculares de diferenciacdo celular, e conduzir a sua
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utilizacdo em novas terapias de regulacdo, nomeadamente, do crescimento

dsseo ou doencas relacionadas com o 0sso.

III - Objectivos

Estudar o padrdo de proliferacdo e diferenciacdo osteoblastica de células
mesenquimatosas isoladas de tecido adiposo de rato na presenga de
dexametasona, substancia osteoindutora utilizada por rotina em varios modelos
celulares, e da purmorfamina, composto recente que parece estimular a
diferenciacdo osteoblastica de células mesenquimatosas multipotentes e,
também, de células da linhagem osteoblastica. O comportamento celular foi
estudado pela avaliacdo da viabilidade/proliferacdo celular e de parametros de
diferenciacdo osteobldstica, nomeadamente a actividade da fosfatase alcalina e
a capacidade de formacdo de uma matriz extracelular mineralizada. Foram
utilizados métodos bioquimicos e histoquimicos e observagdo das culturas por

microscopia de luz e microscopia electrénica de varrimento.

IV - Material e Métodos

1. Obtencgao das culturas celulares

As culturas de células mesenquimatosas foram estabelecidas a partir de
tecido adiposo de rato adulto Wistar com 2 meses e massa aproximada de 250g,
utilizando métodos descritos na literatura (Dicker et al., 2005). Foram
observadas as normas estabelecidas relativamente a experimentagdo animal
(NIH) e seguidos os procedimentos necessarios e recomendados para a
manipulacdo de tecidos bioldgicos.

Os animais foram anestesiados e o tecido adiposo obtido da regido
subcutanea foi submetido ao seguinte protocolo experimental, para obtencdo da
cultura primaria:

- Lavagem com PBS (“Phosphate Buffered Saline”) e, seguidamente, com meio
de cultura (o-minimal essential medium, a-MEM), contendo 300 UI/ml de
penicilina e 300 pg/ml de estreptomicina, para descontaminacdao do material
bioldgico;
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- Fraccionamento do tecido adiposo e digestdao numa solugao de colagenase tipo
I (0,075% em PBS) durante 1 h, a 37°C, com agitacdo moderada. Bloqueio da
actividade enzimatica pela adicdo de meio de cultura, contendo 10% de soro
bovino fetal;
- Centrifugacdo da suspensao celular (300 g, 10 min);
- Lavagem do “pellet” celular com PBS e centrifugacao (300 g, 10 min);
- Ressuspensdo do “pellet” celular no seguinte meio de cultura: a-MEM, 10%
soro bovino fetal, 100 UIl/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina, 2.5 pg/ml
anfotericina B e 50 pg/ml acido ascérbico;
- Cultura da suspensao celular, 37°C, estufa de 5% CO,/ar;
- Lavagem da cultura com PBS no dia seguinte, para remocdo das células em
suspensao;
- Mudanga do meio de cultura, 2 vezes por semana;
- Cultura das células aderentes a placa até 70-80% de confluéncia.

As células mesenquimatosas foram isoladas da suspensédo celular obtida
por digestdo proteolitica do tecido adiposo devido a sua capacidade de adesdo a
superficie da placa de cultura. As células aderentes apresentaram elevada taxa
de proliferacdo celular, observando-se 70-80% de confluéncia apds 5-6 dias de
cultura. Nesta fase, as células foram libertadas enzimaticamente (tratamento
com uma solucdo de 0,04% tripsina em 0,25% EDTA, 5 min) e subcultivadas a
uma densidade celular de 10% células/cm? - 12 subcultura - em condi¢Bes
semelhantes as utilizadas na obtencgdo da cultura primaria.

A 1@ subcultura foi mantida até proximo da confluéncia (70-80%, 7
dias) e as células submetidas a nova passagem (tratamento com uma solugdo
de 0,04% tripsina em 0,25% EDTA, 5 min) para a obtengdo da 22 subcultura.

2. Efeito da Dexametasona e da Purmorfamina no comportamento

celular

A 22 subcultura, obtida nas condicGes descritas na secgdo anterior, foi
utilizada para a realizacdo de duas experiéncias:
- Experiéncia 1: Comportamento de proliferagdo e diferenciacdo osteoblastica de

culturas estabelecidas com uma densidade celular de 5x10° células/cm?
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- Experiéncia 2: Comportamento de proliferagdo e diferenciacdo osteoblastica de
culturas estabelecidas com uma densidade celular de 10* células/cm?
Em ambas as situagdes, as culturas foram mantidas por 21 dias no meio de
cultura descrito na secgdo anterior, em estufa de 5% CO,/ar, 37°C, e nas
seguintes condicdes experimentais:
a) acido ascorbico 50 pug/ml; (AA)
b) Aacido ascérbico 50 pg/ml + B-glicerofosfato 10 mM; (AA+BGP)
c) acido ascoérbico 50 pg/ml + B-glicerofosfato 10 mM + dexametasona
10 nM; (AA+BGP+Dex)
d) &cido ascérbico 50 pug/ml + B-glicerofosfato 10 mM + purmorfamina
1uM; (AA+BGP+P1)
e) acido ascorbico 50 ug/ml + B-glicerofosfato 10 mM + purmorfamina
2uM; (AA+BGP+P2)
f) acido ascorbico 50 pg/ml + B-glicerofosfato 10 mM + purmorfamina
3uM; (AA+BGP+P3)
g) acido ascoérbico 50 pg/ml + B-glicerofosfato 10 mM + dexametasona
10 nM + purmorfamina 1 uM; (AA+BGP+Dex+P1)
h) Aacido ascoérbico 50 pug/ml + B-glicerofosfato 10 mM + dexametasona
10 nM + purmorfamina 2 uM; (AA+BGP+Dex+P2)
i) acido ascérbico 50 pg/ml + B-glicerofosfato 10 mM + dexametasona 10
nM + purmorfamina 3 uM; (AA+BGP+Dex+P3)

O comportamento celular foi analisado ao longo dos 21 dias de cultura
relativamente ao padrdao de proliferacdo celular, morfologia celular,
viabilidade/proliferagdo celular, conteldo em proteina total e parametros de
expressdo osteoblastica, nomeadamente sintese de fosfatase alcalina e
capacidade de formacao de depdsitos de fosfato de célcio na matriz celular.

A Figura 2 resume o procedimento experimental utilizado.
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Meio de Cultura:

a-MEM

10% Soro Fetal Bovino
100 UI/ml Penicilina
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Caracterizagdo do comportamento celular (dias 3, 7, 14 e 21):

Padrdo de crescimento celular; Morfologia celular

Viabilidade/proliferacdo celular; conteldo em proteina total

Sintese de fosfatase alcalina; mineralizacdo da matriz

Figura 2. Representacdo esquematica do protocolo experimental.
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3. Caracterizagdo do comportamento celular

As culturas celulares efectuadas nas condigOes descritas na seccdo anterior
foram caracterizadas ao longo do tempo de cultura (3, 7, 14 e 21 dias)
relativamente aos seguintes parametros:
- Padrao de proliferacdo celular; Morfologia celular
- Viabilidade/Proliferacao celular
Ensaio do MTT

- Proteina total

- Parametros de diferenciacdo osteoblastica
Sintese de fosfatase alcalina
Mineralizagdo da matriz

A avaliagdo destes parametros foi efectuada por métodos bioquimicos e
histoquimicos e observacdo das culturas por microscopia de luz e microscopia
electronica de varrimento, utilizando uma metodologia bem estabelecida (Coelho
e Fernandes, 2000).

3.1 Avaliacdo Bioguimica

« Viabilidade/Proliferagao celular

A proliferagdo/viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do MTT que se
baseia na reducdo do sal de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlio) pelas células vidveis e determinagdo espectrofotométrica do
produto formado. Nos dias seleccionados para avaliagdo (dias 3, 7, 14 e 21), as
culturas foram incubadas com 5 mg/ml de MTT durante 4 h, a 37°C, em estufa
de 5% CO,/ar. Durante este periodo, o MTT é incorporado nas células viaveis
(células metabolicamente activas) e reduzido com formacdao de cristais de
formazam que se acumulam no citoplasma. Apds dissolugdo dos cristais com
DMSO (dimetilsulféxido), a absorvancia (A) da solugdo foi determinada a 600
nm num leitor ELISA (Denley, modelo Wellscan WS 050).

e Proteina total
O conteddo em proteina total da camada celular foi avaliado pelo
método de Lowry (Lowry et al., 1951), nos dias 3, 7, 14 e 21. Este método

baseia-se na reaccdo do reagente de Folin-Ciocalteau com os aminoéacidos
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aromaticos (tirosina e fenilalanina), com formagdo de um produto corado que é
medido por espectrofotometria.

Apds a remocdo do meio de cultura, as células foram lavadas com
tampdo PBS e incubadas com NaOH 0,1 M durante 1 h a 37°C. Seguidamente,
foram tratadas durante 10 min com uma solugdo alcalina de cobre (solugao de
0,01 g/ml tartarato de sédio e 0,005 g/ml CuSO45H,0 em &gua destilada com 1
gota de H,SO, concentrado, adicionada a solucdo de 20 g/l Na,CO3; em NaOH
0,1 M, numa proporcao de 1:9). Adicionou-se depois reagente de fenol
(reagente de Folin-Ciocalteau diluido em agua destilada, 1:1) durante 1 h. A
reaccdo deu origem a formacdo de um produto de cor azul que foi doseado a
750 nm (espectrofotometro de fluxo continuo JENWAY 6405), relativamente a
uma curva padrdo de albumina sérica bovina. Os resultados foram expressos em

Mg de proteina total.

« Actividade de fosfatase alcalina

A actividade da fosfatase alcalina foi avaliada pela hidrélise do p-
nitrofenilfosfato dissoddico pela fosfatase alcalina e determinagdo do p-nitrofenol
formado por espectrofotometria.

Apds remogdo do meio de cultura, as células foram lavadas com tampéo
PBS e submetidas a lise com triton X-100 a 0,1%. Seguidamente, adicionou-se o
substrato (solugdo de p-nitrofenilfosfato 25 mM em tampao alcalino, pH 10,3) e
incubou-se a 37°C durante 60 min. A reacgao foi interrompida pela adicdo de
NaOH 5 M. A absorvancia foi determinada a 405 nm num leitor ELISA (Denley,
Modelo Wellscan WS 050) e comparada com os valores obtidos numa série de
solugbes padrao de p-nitrofenol. Os resultados foram expressos em nanomoles
de p-nitrofenol produzido por hora e por micrograma de proteina (nmol/h.ug
proteina).

3.2 Avaliacao Histoquimica

« Coloragdo com Hematoxilina-Eosina
As culturas foram fixadas com glutaraldeido 1,5% em tampado cacodilato
de sodio 0,14 M, durante 10 min e, seguidamente, submetidas a coloragdo
hematoxilina/eosina: reaccdo com uma solucdo de hematoxilina durante 4 min,
lavagem sob agua corrente durante 10 min, reaccdo com uma solugdo de eosina
durante 30 s, e lavagem com alcool absoluto.
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« Coloragdo para a presenca de fosfatase alcalina

As culturas celulares foram coradas histoquimicamente para a presenca
de fosfatase alcalina. O método utilizado baseou-se na hidrélise do naftilfosfato
de sddio pela fosfatase alcalina e precipitacdo do fosfato libertado por reaccao
com um sal diazénico, dando origem a formacgdo de um produto corado. A
reaccdo positiva é identificada por uma coloragdo amarela, castanha ou preta de
acordo com a quantidade da enzima.

As culturas fixadas (glutaraldeido 1,5% em tampao cacodilato de sddio
0,14 M, 10 min) foram mantidas durante 1 h no escuro com uma solugdo
preparada em tampdao Tris 0,1 M, pH 10, contendo 2 mg/ml de naftilfosfato de
sodio e 2 mg/ml de “fast blue RR salt”. A reacgdo foi interrompida por lavagem
das amostras com agua destilada.

+ Coloracgdo para a presencga de depdsitos de fosfato

Os depositos de fosfato presentes na matriz foram identificados pelo
método de von Kossa (McGee-Russell, 1958). Os depdsitos de fosfato de calcio
ddo origem a fosfato de prata por reacgdo com o nitrato de prata, que é
posteriormente reduzido pela radiacdo UV, com formacdo de prata metadlica. A
reaccdo positiva traduz-se no aparecimento de depdsitos negros na camada
celular.

Ap0s fixacdo (glutaraldeido 1,5% em tampado cacodilato de sédio 0,14 M,
10 min), as culturas foram cobertas com uma solugdo de nitrato de prata a 1%
e submetidas a radiacdo UV durante 1 h (lampada UV, VILBER LOURMAT,
modelo VL 4L). Depois de lavadas com agua destilada, foram recobertas com
uma solugdo de tiossulfato de sédio a 5%, durante 2 min, sendo novamente
lavadas com agua destilada.

3.3 Microscopia de luz

As culturas celulares - durante o periodo de cultura e apds fixacdo e
coloragdo histoquimica — foram observadas por microscopia de luz (Microscépio
Nikon TMC) para avaliagcdao da morfologia celular, padrdao de crescimento celular
e controlo qualitativo da proliferacdo celular e expressdo de parametros
osteoblasticos (presenca de fosfatase alcalina; formacdo de depdsitos de fosfato

de célcio na matriz).
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3.4 Microscopia electrdnica de varrimento

A microscopia electronica de varrimento foi utilizada para estudar a
superficie das culturas celulares, permitindo obter informacdo sobre a morfologia
celular, o aspecto da matriz extracelular, o padrao de crescimento celular e a
presenca de depdsitos mineralizados de fosfato de calcio na matriz. Este método
utiliza o “varrimento” de um feixe de electrdes sobre a amostra originando
imagens da superficie, por emissdo de electrdes a partir da amostra. A
associacdo com espectroscopia de raios X permite efectuar uma analise quimica
da amostra.

As culturas foram fixadas com glutaraldeido 1,5% em tampdo cacodilato
de sédio 0,14 M, durante 10 min. Seguidamente foram desidratadas com alcool
etilico de graduacdo crescente (70, 80, 90 e 100%), submetidas a secagem por
ponto critico de CO, e montadas em suportes adequados. Foram cobertas com
um filme de ouro, observadas num microscépio electrénico de varrimento (Jeol
JSM 6310F) e analisadas por espectroscopia de raios X (Voyager XRMA System,

Norn Instruments).

4. Analise estatistica

Foram efectuadas quatro experiéncias independentes, sendo as culturas
celulares estabelecidas a partir de material bioldgico proveniente de animais
diferentes. Em cada experiéncia, foram efectuadas 6 réplicas nos ensaios
bioguimicos e trés réplicas nos ensaios qualitativos.

Os resultados foram avaliados estatisticamente pelo método ANOVA. As
diferencas observadas entre as culturas controlo (AA+BGP) e as culturas
efectuadas nas diferentes condicoes experimentais foram determinadas pelo
método de Bonferroni, em que os valores de p < 0,05 foram considerados
significativos.
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V - Resultados

Apresentam-se os resultados relativos a capacidade de diferenciacdo
osteoblastica de culturas de células mesenquimatosas isoladas de tecido adiposo
de rato. As culturas efectuadas na presenca de AA+BGP foram consideradas
como situacao controlo. A dexametasona e a purmorfamina, isoladamente ou
em combinacdo, foram utilizadas como indutores do fendtipo osteoblastico (Wu
et al., 2002; Tholpady et al., 2003; Wu et al., 2004; Beloti et al., 2005a; Beloti
et al., 2005b; Shen et al., 2006; Zhang et al., 2006; Sinha e Chen, 2006; Deng
et al., 2008).

O estudo foi efectuado na 22 subcultura, em culturas estabelecidas com
uma densidade celular de 5x10° células/cm? e 10* células/cm? e mantidas por
21 dias. As culturas foram avaliadas ao longo do tempo de incubagdo,
relativamente ao padrao de crescimento celular, morfologia celular, viabilidade/
proliferagdo celular e parametros de diferenciacdo osteoblastica (sintese de

fosfatase alcalina e formagdao de uma matriz mineralizada).

1. Comportamento das culturas estabelecidas com uma densidade de

5x10°3 células/cm?

1.1 Padrao de crescimento celular

As Figuras 3-5 mostram o padrao de crescimento celular das culturas
efectuadas nas situagOes experimentais estudadas: AA, AA+BGP, AA+BGP+Dex,
AA+BGP+P1, AA+BGP+P2, AA+BGP+P3, AA+BGP+Dex+P1, AA+BGP+Dex+P2 e
AA+BGP+Dex+P3.

Observou-se um aumento gradual da camada celular com o tempo de
incubagcdo, em todas as situagcdes, mas com diferencas significativas
relativamente ao padrdo de proliferacdo e numero de células. As culturas
efectuadas na presenca de AA e AA+BGP apresentaram uma proliferagao celular
elevada e uniforme ao longo do tempo. Na presenca de AA+BGP+Dex, as
culturas mostraram menor taxa de proliferagdo e evidenciaram a formacgdo de
agrupamentos celulares distribuidos pela placa de cultura, logo desde os
primeiros dias. As culturas tratadas com purmorfamina, nas concentragdes 1, 2
e 3 UM (AA+BGP+P) apresentaram elevada proliferagdo e tendéncia para
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formagdao de agrupamentos celulares a partir da 2@ semana, no entanto com
aspecto diferente dos observados nas culturas tratadas com dexametasona. As
culturas efectuadas na presenca simultanea de dexametasona e purmorfamina
(AA+BGP+Dex+P) apresentaram um crescimento modesto, quando comparadas
com as outras situacbes experimentais, tendo também evidenciado tendéncia

para formagao de agrupamentos celulares.
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Figura 3. Aspecto macroscopico das culturas celulares efectuadas nas diferentes
condicOes experimentais, dias 7, 14 e 21. Coloragao com hematoxilina-eosina.
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Figura 4. Padrdo de crescimento das culturas celulares efectuadas nas diferentes

condigbes experimentais,
ampliacdo, x6.8.

dias 7 e 21.

Coloragdo com hematoxilina-eosina.
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Figura 5. Padrdo de crescimento das culturas celulares efectuadas em situagdes
experimentais representativas, dias 7, 14 e 21. Coloragdo com hematoxilina-eosina.
Microscopia de luz, x50.
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1.2 Morfologia celular

A Figura 6 mostra imagens de microscopia electrénica de varrimento das
culturas celulares com 21 dias, para caracterizacao da morfologia celular.

As culturas efectuadas na presenca de AA+BGP apresentaram uma
camada uniforme de células alongadas que cobria toda a superficie de cultura.
Mostraram também a presenca de células de pequenas dimensdes de morfologia
semelhante a das células neuroniais/ostedcitos em algumas zonas da cultura.
Estas células formavam uma espécie de rede que, em alguns locais, estava
sobreposta a camada de células de maiores dimensdes que cobria a superficie
de cultura.

Nas culturas suplementadas com dexametasona (AA+BGP+Dex e
AA+BGP+Dex+P), observou-se a formacdo de agrupamentos de células
alongadas dispersos pela placa de cultura, ndo se observando a presenca de
células tipo “neuronial”/”ostedcito”. Nestas culturas, verificou-se uma alteragdo
gradual da morfologia celular e, no dia 21, observaram-se zonas de extensa
rugosidade celular.

As culturas tratadas com purmorfamina, nas concentracdes de 1, 2 e 3
MM (AA+BGP+P) mostraram uma camada de células alongadas que cobria a
placa de cultura e se organizava em zonas de maior densidade. Mostravam
também uma rede extensa de células de pequenas dimensdes e morfologia tipo
“neuronial”/"ostedcito” que cobria toda a cultura. A observagdo das culturas a
uma grande ampliagdo sugeriu uma estreita inter-relagdo entre os dois tipos

celulares.
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Figura 6. Morfologia celular de culturas efectuadas em situagdes experimentais
representativas: AA+BGP, AA+BGP+Dex, AA+BGP+P3 e AA+BGP+Dex+P3, dia 21.
Microscopia electrdnica de varrimento. A, C, E, G: x200; B, D, F, H: x1000.
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1.3 Viabilidade/Proliferacdo Celular

A viabilidade/proliferacdo celular foi avaliada pelo ensaio do MTT. A
Figura 7A apresenta o efeito da dexametasona e da purmorfamina na
proliferacdo celular e a Figura 7B os resultados relativos ao efeito simultdneo
dos dois indutores.

Na situagcdo controlo (AA+BGP), observou-se um aumento da
proliferacdo celular com o tempo de cultura. As culturas tratadas com
AA+BGP+Dex apresentaram valores muito baixos no ensaio do MTT,
significativamente menores que no controlo. Na presenca de purmorfamina,
observou-se um crescimento acentuado, principalmente na presenga de 3 UM
(AA+BGP+P3). As culturas suplementadas com as duas substancias indutoras,

Figura 7B, apresentaram valores muito baixos de proliferacao celular.
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Figura 7. Viabilidade/Proliferacdo celular (ensaio do MTT) das culturas efectuadas nas
diferentes condigbes experimentais. A: AA+BGP (=, situagdo controlo); AA+BGP+Dex
(=); AA+BGP+P1 (-); AA+BGP+P2 (=) e AA+BGP+P3 (=). B: AA+BGP (—), situagao
controlo); AA+BGP+Dex+P1 (- -); AA+BGP+Dex+P2 (--) e AA+BGP+Dex+P3 (==).
*Significativamente diferente da situacdo AA+BGP.

38



1.4 Sintese de Fosfatase Alcalina

As culturas celulares apresentaram uma reaccdo histoquimica positiva
para a presenca de fosfatase alcalina cuja intensidade aumentou

significativamente do dia 14 para o dia 21, Figura 8.
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Figura 8. Culturas celulares efectuadas nas diferentes condigdes experimentais. Reacgdo
histoquimica para a presenca de fosfatase alcalina. a) Aspecto macroscéopio, no dia 21; b)
Microscopia de luz, x50, dias 14 e 21.

As culturas tratadas com AA+BGP apresentaram uma coloragao
relativamente uniforme, embora com a presenca de zonas mais coradas. As
culturas suplementadas com AA+BGP+Dex mostraram zonas de elevada
intensidade de coloragdo associadas com o0s agrupamentos celulares. Na
presenca de purmorfamina, a reaccdo também foi mais intensa nas zonas de
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maior densidade celular. As culturas tratadas simultaneamente com
dexametasona e purmorfamina apresentaram uma reacgao positiva de elevada
intensidade nos pequenos agrupamentos presentes na placa de cultura.

A Figura 9 mostra o aspecto de culturas celulares representativas das
varias situacdes a uma ampliagdo mais elevada, 200x.

Figura 9. Culturas efectuadas em situagdes experimentais representativas: AA+BGP
(controlo), AA+BGF+Dex, AA+BGP+P3 e AA+BGP+Dex+P3, dia 21. Reaccdo histoquimica
para a presencga de fosfatase alcalina. Microscopia de luz, x200.
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1.5 Formagéao de depdsitos mineralizados na matriz

A presenca de depdsitos mineralizados de fosfato de calcio na matriz
celular foi avaliada histoquimicamente pela reaccdo de von Kossa (Figura 10) e
observacdo por microscopia electréonica de varrimento com analise por
espectroscopia de raios X (Figuras 11-14).

As culturas efectuadas na presenca de AA+BGP apresentaram reacgao
de von Kossa negativa e a auséncia de areas mineralizadas foi confirmada por
microscopia electrénica de varrimento e espectroscopia de raios X.

O tratamento com dexametasona resultou na formacdo de zonas
nodulares associadas, algumas delas, a reaccdo de von Kossa positiva. A
observacdo por microscopia electronica de varrimento mostrou que estas
estruturas correspondiam a zonas com uma morfologia celular caracteristica,
nomeadamente extensa rugosidade celular. Algumas das zonas nodulares
apresentavam por vezes a presenca de depodsitos de célcio e, também, de
depdsitos de fosfato de calcio. No entanto, a maioria ndo mostrou qualquer
contelido mineral na espectroscopia de raios X.

As culturas suplementadas com purmorfamina apresentaram uma
organizacdo da camada celular caracteristica, com a formacdao de zonas de
maior densidade celular, que mostraram, no geral, reaccdo de von Kossa
negativa. Foram também visiveis algumas zonas pontuais que, aparentemente,
apresentaram reacgao de von Kossa positiva. A observagao destas culturas por
microscopia electrénica de varrimento e espectroscopia de raios X mostrou
pontualmente a presenca de calcio.

Na presenga simulténea de dexametasona e purmorfamina, as culturas
apresentaram agrupamentos celulares de pequenas dimensdes em que foi
notdéria uma intensa alteracao da morfologia celular. A andlise destas formacbes

revelou auséncia de depdsitos minerais.
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Figura 10. Culturas celulares efectuadas em situagdOes experimentais representativas:
AA+BGP (contolo), AA+BGP+Dex, AA+BGP+P3 e AA+BGP+Dex+P3, dia 21. Reacgdo de
von Kossa. Microscopia de luz. A, C, E, G: ampliagdo 50x; B, D, F, H: ampliagdo x200.
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Figura 11. Culturas celulares efectuadas na presenca de AA+BGP (controlo), dia 21.
Microscopia electrdnica de varrimento (A, x500); B: espectro de difracgdo de raios X.
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Figura 12. Culturas celulares efectuadas na presenca de AA+BGP+Dex, dia 21.
Microscopia electronica de varrimento (A, x500; C, x2500); B e D: espectros de difraccdo
de raios X.
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Figura 13. Culturas celulares efectuadas na presenca de AA+BGP+P3, dia 21. A e C:
microscopia electrénica de varrimento (A, x50; C, x1000); B: reaccdo de von Kossa

(x200); D e E: espectros de difracgao de raios X.
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2. Comportamento das culturas estabelecidas com uma densidade de

10* células/cm?

Figura 14. Culturas celulares
efectuadas na presenga de
AA+pBGP+Dex+P3, dia 21. A e B:
microscopia electrdénica de
varrimento (A, x100; B, x1000); C:
espectro de difraccao de raios X.
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2.1 Padrdo de proliferagao celular. Morfologia celular

As culturas celulares estabelecidas com uma densidade de 10*
células/cm? apresentaram um comportamento semelhante ao descrito na secgdo
anterior relativo as culturas iniciadas com uma densidade de 5x10° células/cm?.

Relativamente ao padrdo de crescimento celular, as caracteristicas mais
significativas foram as seguintes: proliferacdao uniforme na presenca de AA+BGP
(situagdo controlo), organizacdo da camada celular em agrupamentos nas
culturas suplementadas com dexametasona ou purmorfamina (embora com
aspecto diferente) e formagdo de pequenos agregados celulares dispersos na

placa nas culturas tratadas simultaneamente

com dexametasona

purmorfamina. Estes resultados mostram-se na Figura 15.
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Relativamente a morfologia celular, Figura 16, observou-se a presenca
de células alongadas em todas as situacdes experimentais, que gradualmente
evoluiram para uma forma mais tetraédrica. As culturas suplementadas com
purmorfamina apresentaram também a presenca de uma rede extensa de
células tipo “neuronial”/"ostedcito” que cobria praticamente toda a cultura. Estas
células também se observaram nas culturas controlo (AA+BGP), embora em
pequeno numero, mas ndo foram visiveis nas culturas tratadas com
dexametasona, isoladamente ou em combinagdao com a purmorfamina.

A excepcdo das culturas tratadas com purmorfamina, todas as outras
apresentaram alteracdo gradual da superficie celular, que se manifestou pela
presenca de uma rugosidade muito acentuada, bem evidente nas culturas com
21 dias.

AA
AA+BGP
AA+BGP+Dex

AA+BGP+P1

AA+BGP+P2
AA+BGP+P3
AA+BGP+Dex+P1

AA+BGP+Dex+P2

AA+BGP+Dex+P3

Figura 15. Aspecto macroscépico das culturas celulares efectuadas nas diferentes
condicbes experimentais, dias 7 e 21. a) Coloragdo para a hematoxilina-eosina; b)
Coloragao para a fosfatase alcalina.



AA+BGP

121900 1omY Wm

AA+BGP+P3 AA+BGP+Dex

AA+BGP+Dex+P3

Figura 16. Culturas celulares efectuadas em situagbes experimentais representativas:
AA+BGP (controlo) (A, x50; B, x1000), AA+BGP+Dex (C, x50; D, x1000), AA+BGP+P3 (E,
x100; F, x500) e AA+BGP+Dex+P3 (G, x50; H, x1000), dia 21. Microscopia electrdénica de
varrimento.
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2.2 Viabilidade/Proliferacdo Celular. Conteido em Proteina Total

A Figura 17 a) mostra os resultados relativos a viabilidade/proliferagao
celular (ensaio do MTT).

Na situacdo controlo (culturas tratadas com AA+BGP), observou-se um
crescimento gradual ao longo do tempo de cultura, com tendéncia para
estabilizacdo na Ultima semana. As culturas suplementadas com dexametasona
apresentaram valores significativamente menores. Na presenca de
purmorfamina, 1 e 2 uM, verificou-se uma taxa de proliferagdo ligeiramente
inferior a da situacdo controlo (sem significado estatistico); as culturas tratadas
com 3 UM apresentaram um aumento da proliferagdo durante a ultima semana
de cultura e, no dia 21, o valor observado foi significativamente superior ao do
controlo. A presenca simultdnea de dexametasona e purmorfamina resultou
numa diminuicdo muito acentuada da proliferacdo celular. Este efeito foi
dependente da dose de purmorfamina e, assim, mais significativo na presenca 3
MM,

As culturas celulares foram também avaliadas relativamente ao
conteddo em proteina total, Figura 17 b). Observou-se um padrdao de
comportamento semelhante ao descrito para o ensaio do MTT, o que estd de
acordo com o facto do contelido em proteina total ser também um parametro
informativo da proliferacdo celular.

Nas culturas que apresentaram elevada taxa de proliferacdo, observou-
se desprendimento da camada celular apds a confluéncia e, novamente,
proliferacdo activa no espaco entretanto disponibilizado. Esta situagdo ocorreu
durante a 2@ semana, o que pode explicar os desvios relativamente grandes que
se observaram nos valores do dia 14, nas culturas controlo (AA+BGP) e nas

suplementadas com purmorfamina, Figura 17 a).
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a) Ensaio do MTT
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Figura 17. Viabilidade/Proliferacdo celular (ensaio do MTT) e conteldo em proteina total
das culturas efectuadas nas diferentes condigGes experimentais. A: AA+BGP (=, situacdo
controlo); AA+BGP+Dex (=); AA+BGP+P1 (- ); AA+BGP+P2 (=) e AA+BGP+P3 (=). B:

AA+BGP (=, situagdo controlo); AA+BGP+Dex+P1 (

); AA+BGP+Dex+P2 (-=) e

AA+BGP+Dex+P3 (-=-). *Significativamente diferente da situagdao AA+BGP.
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2.3 Sintese de fosfatase alcalina

A Figura 18 apresenta os resultados relativos a actividade da fosfatase
alcalina, normalizada relativamente ao conteldo de proteina total. Na situacdo
controlo (AA+BGP), a actividade enzimatica é baixa durante as duas primeiras
semanas e aumenta ligeiramente durante a 32 semana. Nas culturas tratadas
com dexametasona verificou-se um aumento ligeiro da actividade de fosfatase
alcalina, sobretudo durante a 22 semana; no dia 14, a actividade enzimatica foi
estatisticamente superior a observada na situagdo controlo. A purmorfamina
provocou um aumento muito significativo da actividade da fosfatase alcalina,
observando-se valores cerca de 3 vezes superiores ao da situagdo controlo. Este
efeito indutor foi dependente da dose, tendo as culturas suplementadas com 3
MM apresentado um valor superior ao das culturas tratadas com 1 e 2 pyM de
purmorfamina. As culturas tratadas simultaneamente com dexametasona e
purmorfamina apresentaram valores muito baixos de actividade enzimatica.

A Figura 19 mostra que a localizacdo da fosfatase alcalina esta
principalmente associada com as zonas de maior densidade celular em qualquer

das situagdes experimentais, dando um aspecto nodular a distribuicdo da

enzima.
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Figura 18. Actividade de fosfatase alcalina das culturas celulares efectuadas nas
diferentes condigbes experimentais. A: AA+BGP (=, situagdo controlo); AA+BGP+Dex
(=);AA+BGP+P1 (- ); AA+BGP+P2 (=) e AA+BGP+P3 (=). B: AA+BGP (—, situagao
controlo); AA+BGP+Dex+P1 (- -); AA+BGP+Dex+P2 (--) e AA+BGP+Dex+P3 (==).
*Significativamente diferente da situacdo AA+BGP.
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Figura 19. Culturas celulares efectuadas em situagdes experimentais representativas,
dias 7, 14 e 21. Reacgdo histoquimica para a presenga de fosfatase alcalina. Microscopia
de luz, x50.
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2.4 Formacdo de depdsitos mineralizados na matriz

As culturas celulares efectuadas nas varias condigdes experimentais
apresentaram reaccdo de von Kossa negativa nos dias 7 e 14. No dia 21,
observaram-se zonas da camada celular que aparentemente mostravam reaccao
de von Kossa positiva, Figuras 20 a 23. No entanto, a observagao das culturas
por microscopia electrénica de varrimento revelou que estas zonas
correspondiam a locais de extensa alteracdo da morfologia celular, evidenciada
por uma camada celular muito rugosa. A analise por espectroscopia de raios X

mostrou que apenas as culturas tratadas com dexametasona apresentaram

algumas zonas pontuais (muito poucas) em que se detectou deposicdo mineral,
Figuras 20 a 23.

Figura 20. Culturas celulares
efectuadas na presenca de
AA+BGP, dia 21. A: reacgdo de von
Kossa, x100; B: microscopia
electronica de varrimento, x2500;
C: espectro de difracgdo de raios X.
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As culturas suplementadas com dexametasona apresentaram uma
morfologia celular caracteristica em que a superficie celular se apresentou muito
rugosa, mas que ndo estava associada a qualquer deposicdo mineral. Em

algumas zonas muito pontuais observou-

que continham calcio e fésforo.

As culturas tratadas com purmorfamina e,

dexametasona e purmorfamina também
de deposicdo mineral.
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Figura 21. Culturas celulares
efectuadas na presenga de
AA+BGP+Dex, dia 21. A: reacgdo
de von Kossa, x100; B, C:
microscopia electrénica de
varrimento, (B: 2500; C: x5000);
D, E: espectros de difraccao de
raios X.
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Figura 22. Culturas celulares
efectuadas na presenca de
AA+BGP+P3, dia 21. A: reacgao de
von Kossa, x100; B: microscopia
electrénica de varrimento, x500;
C: espectro de difracgdo de raios X.
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Figura 23. Culturas celulares
efectuadas na presenca de

AA+BGP+Dex+P3, dia 21. A:

reaccdo de von Kossa, x100; B:
microscopia electrénica de
varrimento, x1000; C: espectro de
difraccao de raios X.
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VI - Discussao

O trabalho experimental desenvolveu-se no sentido de concretizar o
seguinte objectivo: estudar o padrao de proliferacao e diferenciagao
osteoblastica de células mesenquimatosas isoladas de tecido adiposo de rato na
presenca de dexametasona, utilizada frequentemente como substancia
osteoindutora in vitro (Maniatopoulos et al., 1988; Grigoriadis et al., 1988;
Bellows et al., 1990; Cheng et al., 1994; Fernandes et al., 1997; Costa e
Fernandes, 2000; Huang et al., 2002; Tholpady et al., 2003; Akavia et al.,
2006; Shen et al., 2006; Cabral et al., 2007; Deng et al., 2008; Kondo et al.,
2008) e purmorfamina, um composto recente que parece estimular a
diferenciacdo osteoblastica de células mesenquimatosas multipotentes e,
também, de células da linhagem osteoblastica (Wu et al., 2002; Wu et al.,
2004; Beloti et al., 2005a; Beloti et al., 2005b; Sinha e Chen, 2006).

As condicGes experimentais utilizadas na cultura primaria (cultura da
suspensdo celular obtida por digestdo proteolitica do tecido adiposo subcutaneo
em a-MEM, 10% soro bovino fetal, 50 upg/ml acido ascoérbico, 100 UI/ml
penicilina, 100 pg/ml estreptomicina e 2.5 pg/ml anfotericina B) permitiram
isolar uma populagdo de células aderentes, com aparéncia fibroblastica que
apresentou uma elevada taxa de proliferacdo celular, com formacdo de coldnias
dispersas no substrato de cultura. A populacdo celular isolada nestas condigdes
manteve a morfologia fibroblastica e a elevada taxa de proliferacdo apds
subcultura. Este comportamento estd de acordo com o descrito em estudos
anteriores relativos ao isolamento de células mesenquimatosas a partir do tecido
adiposo (Gimble e Guilak, 2003; Tholpady et al., 2003; Strem et al., 2005;
Rodriguez et al., 2005; Im et al., 2005; Izadpanah et al., 2006; Kern et al.,
2006; Yoshimura et al., 2006, Noel et al., 2008).

As células da 22 subcultura foram cultivadas em varias situagbes
experimentais — AA (condigdes semelhantes as utilizadas na cultura primaria),
AA+BGP, AA+BGP+Dex, AA+BGP+P (P1, P2 e P3) e AA+BGP+Dex+P (P1, P2 e
P3) - e as culturas avaliadas relativamente a parametros de proliferacao celular
e funcdo osteoblastica.

O AA tem um papel importante na producdao da matriz extracelular
colagenosa, processo que parece ser dependente da dose (Bellows et al., 1990;
Marsh et al., 1995; Pollak et al., 1997; Coelho e Fernandes, 2000; Shiga et al.,
2003; Anurag et al., 2007; Deng et al., 2008). Ha varios trabalhos que mostram
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gue a presenca de uma matriz colagenosa é fundamental para a expressdo do
fendtipo osteoblastico (Bellows et al., 1990; Lynch et al., 1995; Shiga et al.,
2003; Hayami et al., 2007). O BGP ¢ adicionado as culturas de células
osteoblasticas como fonte de fosfato (apds hidrélise pela fosfatase alcalina) para
0 processo de mineralizagdo da matriz (Bellows et al., 1992; Chung et al., 1992;
Marsh et al., 1995; Pollak et al., 1997; Coelho e Fernandes, 2000; Anurag et al.,
2007; Cabral et al., 2007). A dexametasona é um glicocorticéide sintético que se
utiliza por rotina como substancia osteoindutora em culturas celulares. Promove
a expressdo de parametros fenotipicos de diferenciagdo osteoblastica como a
fosfatase alcalina, osteopontina, osteocalcina e sialoproteina éssea e, também, a
capacidade de formagdo de uma matriz extracelular mineralizada (Maniatopoulos
et al., 1988; Grigoriadis et al., 1988; Bellows et al., 1990; Cheng et al., 1994;
Fernandes et al., 1997; Costa e Fernandes, 2000; Huang et al., 2002; Tholpady
et al., 2003; Shen et al., 2006; Cabral et al., 2007; Deng et al., 2008; Kondo et
al., 2008). A purmorfamina demonstrou capacidade osteoindutora na linha
celular C3H10T1/2 constituida por células precursoras mesenquimatosas e na
linha celular pré-osteoblastica MC3T3-E1 (Wu et al., 2004) e, ainda, em células
mesenquimatosas obtidas de medula éssea humana (Beloti et al., 2005a; Beloti
et al., 2005b). Nao foi encontrada nenhuma referéncia bibliografica relativa a
capacidade osteoindutora da purmorfamina em células precursoras isoladas de
tecido adiposo. Neste trabalho, a purmorfamina foi utilizada em trés
concentragdes, 1, 2 e 3 UM, com base nos estudos referidos.

O comportamento celular foi estudado em culturas estabelecidas com duas
densidades celulares — 5x103 células/cm? e 10* células/cm? - pois estd descrito
que a densidade celular inicial influencia a taxa de proliferagd@o celular e também
o processo de diferenciagdo osteoblastica (Yoshimura et al., 2006).

As culturas celulares foram avaliadas relativamente a parametros de
viabilidade/proliferacdo celular (ensaio do MTT), conteldo em proteina total e
actividade funcional osteoblastica, nomeadamente actividade da fosfatase
alcalina e capacidade de formacao de uma matriz extracelular mineralizada. A
fosfatase alcalina é sintetizada em quantidades elevadas pelas células
osteoblasticas e é um marcador in vitro da diferenciacdo osteoblastica (Bellows
et al., 1991). Esta enzima estd associada ao processo de mineralizacdo da
matriz extracelular, sendo responsavel pela hidrélise de fosfatos organicos (no

caso das culturas celulares, o BGP) aumentando a concentracdo de ides fosfato
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nos locais de mineralizacdo que, juntamente com os ides calcio (presentes em
elevada concentragdo no meio circundante), promovem a formacdo de depdsitos
de fosfato de cdlcio durante a mineralizagdo da matriz (Ter Brugge e Jansen,
2002; Huang et al., 2002; Im et al., 2005). A formacdo de uma matriz
mineralizada traduz a expressao completa do fenétipo osteoblastico (Weinzierl et
al., 2006; Hayami et al., 2007; Deng et al., 2008).

As culturas efectuadas na presenca de AA e AA+BGP, quer estabelecidas
com uma densidade celular de 5x103 células/cm? (12 experiéncia) ou de 10*
células/cm? (22 experiéncia), apresentaram um comportamento semelhante,
que se traduziu por uma taxa de proliferacdo celular elevada durante o periodo
de cultura, com alguma tendéncia para a formacdo de zonas de maior densidade
celular, actividade de fosfatase alcalina relativamente baixa e auséncia de areas
mineralizadas. As culturas suplementadas com AA+BGP foram consideradas
como situagdo controlo, pois foram mantidas na presenga de um composto
importante na sintese da matriz extracelular colagenosa (AA) e de uma fonte de
fosfato (BGP), mas na auséncia de qualquer factor de inducdo do fendtipo
osteoblastico.

As culturas suplementadas com AA+BGP+Dex apresentaram um
comportamento distinto, relativamente a situacdao controlo. A presenca de Dex
causou uma diminuicdo muito significativa da taxa de proliferacdo celular,
acompanhada por um padrdo de crescimento caracteristico, evidenciado pela
formagao de agrupamentos celulares isolados ou interligados que aumentaram
de tamanho com o tempo de incubagdo. Estas estruturas celulares apresentaram
uma coloracdo intensa para a fosfatase alcalina e, muitas delas, reaccdo de von
Kossa positiva. A determinagdo bioquimica da actividade de fosfatase alcalina
(22 experiéncia) mostrou que a dexametasona provocou uma ligeira inducdo na
expressao da enzima, sobretudo durante a 22 semana, observacdo que sugere
uma tendéncia de diferenciagdo osteoblastica (Huang et al., 2002; Atmani et al.,
2003). A observacao das culturas por microscopia electrénica de varrimento
permitiu verificar que as células apresentavam uma aparéncia fibroblastica nos
primeiros dias, que evoluiu para uma forma poligonal com o tempo de cultura.
Na Ultima fase da cultura (32 semana) muitas das células presentes nos
agrupamentos celulares mostraram uma extensa rugosidade celular. Observou-
se ainda a presenca de depdsitos mineralizados intimamente relacionados com
as zonas de maior rugosidade celular. A analise por espectroscopia de raios X
mostrou depodsitos que continham apenas calcio, mas outros apresentaram na
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sua composicdo calcio e fosforo. Estes resultados mostram a capacidade das
células mesenquimatosas obtidas de tecido adiposo de expressarem marcadores
de diferenciacdo osteoblastica quando tratadas com factores osteoindutores,
nomeadamente a dexametasona. Estdo assim de acordo com estudos anteriores
efectuados em condicdes semelhantes em culturas de células derivadas de
tecido adiposo de rato e humano (Halvorsen et al., 2000; Halvorsen et al.,
2001a; Zuk et al., 2002; Gimble e Guilak, 2003; Aust et al., 2004; De Ugarte et
al., 2003; Tholpady et al., 2006; Gomillion e Burg, 2006; Yoshimura et al.,
2006; Noel et al., 2008).

O padrdao de comportamento descrito, relativamente a proliferacao celular
e parametros de fungdo osteoblastica, foi semelhante nas culturas estabelecidas
com uma densidade inicial de 5x10° células/cm? (12 experiéncia) ou 10*
células/cm? (2@ experiéncia). No entanto, as culturas iniciadas com uma
densidade celular menor (5x10% células/cm?) apresentaram um processo de
diferenciagdo osteobldstica mais evidente, com formagdo de agrupamentos
celulares bem definidos, que coraram intensamente para a presenca de
fosfatase alcalina e apresentaram, muitos deles, depdsitos mineralizados de
fosfato de cdlcio. O padrdo de crescimento em néddulos tridimensionais constitui
um comportamento caracteristico que tem sido repetidamente descrito em
varios modelos de culturas de células mesenquimatosas obtidas de medula
0ssea e de tecido adiposo (Tholpady et al., 2003; Deng et al., 2008). Este
comportamento foi menos vincado nas culturas estabelecidas com a densidade
celular maior (10% células/cm?) observando-se, nas mesmas condicdes
experimentais, pior definicdo dos agrupamentos celulares e a formagao de
depdsitos mineralizados associados a estas estruturas foi muito esporadica. A
densidade celular inicial constitui um parémetro muito importante que influencia
todo o processo de proliferacao/diferenciacdo fenotipica como se demonstrou,
por exemplo, nos estudos de Yoshimura e colaboradores (2006) que
compararam a multipotencialidade de células precursoras mesenquimatosas e
rato provenientes da medula o6ssea, sindvio, peridsteo, tecido adiposo e
musculo. Estes autores verificaram que a utilizacdo de uma densidade celular
baixa permite a maxima taxa de expansdo celular no substrato de cultura
disponivel, evitando interacgdes entre coldnias celulares e favorecendo deste
modo a expressdo fenotipica (Yoshimura et al., 2006). O desenvolvimento do
fendtipo osteoblastico, desde a célula osteoprogenitora até ao osteoblasto
maduro compreende trés fases: proliferacdo celular que € acompanhada pela
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producdo da matriz extracelular colagenosa, maturacdo e organizagao da matriz
(fase em que ja ndo se observa proliferacdo ou que esta é muito baixa) e
mineralizacdo da matriz, o evento final que traduz a expressao completa do
fendtipo osteoblastico (Huang et al., 2002; Deng et al., 2008). Observa-se,
assim, uma relagdo inversa entre a proliferacdo celular e a diferenciagao
osteoblastica. Deste modo, o esgotamento do substrato de cultura numa fase
em que a populacdo celular ainda se encontra numa fase de proliferacdo activa
diminui a possibilidade de diferenciacao fenotipica.

As culturas celulares efectuadas na presenca de AA+BGP+P apresentaram
diferencas significativas relativamente a situacdo controlo (AA+BGP). Mostraram
elevada taxa de proliferacdo celular, que foi superior a da situacdo controlo na
presenca de 3 UM de purmorfamina. Evidenciaram também tendéncia para a
formacao de zonas de maior densidade celular que coraram mais intensamente
para a presenca de fosfatase alcalina que as zonas envolventes. No entanto,
estas zonas apresentaram menor definicdo que os agrupamentos celulares
observados nas culturas suplementadas com dexametasona. A determinagao
biogquimica da actividade de fosfatase alcalina (22 experiéncia) revelou uma
inducdo muito significativa da sintese desta enzima, com niveis cerca de 3 vezes
superiores relativamente a situacdo controlo. No entanto, nas condicdes
experimentais estudadas, esta inducdo da fosfatase alcalina nao foi
acompanhada de um efeito semelhante na capacidade de mineralizacdo da
matriz celular. A coloracdo de von Kossa foi negativa na maior parte da camada
celular, observando-se muito esporadicamente reacgdo positiva em zonas
pontuais. A observacgdo das culturas por microscopia electrénica de varrimento
revelou a presenca de células alongadas e superficie lisa e a espectroscopia de
raios X das areas de maior densidade celular ndo mostrou a presenga de
depdsitos mineralizados de fosfato de célcio.

Os resultados descritos sugerem que a purmorfamina parece ter
capacidade de induzir parametros de diferenciagdo osteoblastica em culturas de
células mesenquimatosas isoladas de tecido adiposo de rato, nomeadamente a
expressdo de fosfatase alcalina. Ndo ha registo na literatura de estudos
semelhantes mas este comportamento na diferenciacdo osteoblastica esta de
acordo com trabalhos anteriores efectuados noutras populagdes celulares. Wu e
colaboradores (2002) foram os primeiros autores a mostrar a capacidade
osteoindutora da purmorfamina tendo verificado um aumento significativo da
proliferacdo celular e da actividade da fosfatase alcalina (DEsp = 1 pM) na linha
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celular C3H10T1/2 obtida da mesoderme de embrido de rato. Esta linha celular é
constituida por células progenitoras mesenquimatosas com potencial de
diferenciacdo em adipocitos, osteoblastos, condrdcitos e midcitos e é muito
utilizada em estudos de diferenciacdo osteoblastica. Estes autores mostraram
também que a purmorfamina (2 PM) induz a proliferacdo celular e a
osteogénese na linha celular MC3T3-E1 (Wu et al., 2004), constituida por células
pré-osteoblasticas de rato (células precursoras comprometidas com a linhagem
osteoblastica). Observaram que, numa fase inicial, a purmorfamina estimula a
expressao de genes que controlam o ciclo celular, o que justifica o0 aumento da
proliferacdo celular, e, apds confluéncia, provoca o aumento da expressdo de
multiplos genes associados com a osteogénese, incluindo o factor de transcrigéo
Cbfal/Runx2, fosfatase alcalina e osteomodulina (Wu et al., 2004). Os efeitos
osteoindutores da purmorfamina parecem ser mediados pela via de sinalizagao
Hedgehog que tem um papel importante durante o desenvolvimento de muitos
tecidos e drgdos, incluindo o pulmdo, tecido dsseo e sistema nervoso central
(Wu et al., 2004). Mais tarde, Beloti e colaboradores descreveram também
efeitos indutores da purmorfamina em culturas celulares de células
mesenquimatosas obtidas de medula dssea humana, que se traduziram por um
aumento no contelddo em proteina total, actividade de fosfatase alcalina e
formacdo de nddulos mineralizados (Beloti et al., 2005a; Beloti et al., 2005b).
As culturas suplementadas com AA+BGP+P mostraram a presenca de dois
tipos de células com uma morfologia distinta: uma camada de células alongadas
de dimensdes relativamente grandes e que se organizava em zonas de maior
densidade celular e, também, uma rede extensa de células de pequenas
dimensdes com uma morfologia tipo “neuronial”/"ostedcito” que parecia interagir
estreitamente com a camada de células alongadas. Neste trabalho, o fendtipo
destas células ndo foi estudado. No entanto, Wu e colaboradores, no estudo
efectuado na linha celular C3H10T1/2, referiram que a morfologia das células
tratadas com purmorfamina variava de uma forma fibroblastica (“fina e
alongada”) para uma forma tipo “ostedcito” (“pequena e redonda”), mas ndo
apresentaram qualquer informacdo adicional reativamente a este aspecto (Wu
et al., 2004). De referir, que a morfologia dos ostedcitos e das células
neuroniais € muito semelhante, nomeadamente um corpo celular condensado
com projecgdes citoplasmaticas longas e finas. Pode também colocar-se a

hipétese de a purmorfamina induzir a diferenciacdo neuronial de células
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mesenquimatosas obtidas de tecido adiposo, pois estas células apresentam este
potencial quando cultivadas na presenca de substancias indutoras do fenoétipo
neuronial (Gimble e Guilak, 2003; Aust et al., 2004).

Neste trabalho estudou-se também o efeito da presenca simultdnea de
dexametasona e purmorfamina no comportamento de proliferacao e actividade
funcional osteoblastica (culturas tratadas com AA+BGP+Dex+P). Observou-se
uma diminuicdo muito acentuada da proliferacdo celular relativamente a
situacdo controlo (AA+BGP). Este efeito inibitério foi superior ao observado nas
culturas tratadas com AA+BGP+Dex. Verificou-se ainda algum crescimento
celular na presenca de AA+BGP+Dex+P1, mas nas culturas tratadas com 2 e 3
MM de purmorfamina o crescimento celular foi praticamente inexistente. No
entanto, observou-se a formagdo de agrupamentos celulares, visiveis sobretudo
na ultima semana de cultura. A observacdao por microscopia electronica de
varrimento mostrou uma alteragdo significativa da morfologia celular e auséncia
de formacdo de depdsitos mineralizados. Assim, os resultados sugerem que, na
presenca simultdnea das duas substancias indutoras, o efeito da dexametasona
parece prevalecer, pois observou-se uma diminuicdo acentuada da proliferacdo e
formacao de agrupamentos celulares bem definidos, ndao se verificando nenhum
dos efeitos caracteristicos da purmorfamina, nomeadamente estimulagdo do
crescimento celular e da actividade de fosfatase alcalina. Pelo contrario, a
presenca da purmorfamina parece resultar num efeito citotéxico que é
dependente da dose. O mecanismo envolvido nesta interaccdo nao foi estudado
neste trabalho. De referir que a purmorfamina apresenta efeito sinérgico com a
BMP-4, um indutor da diferenciacdo osteoblastica. Wu e colaboradores (2002)
mostraram, na linha celular C3H10T1/2, que o tratamento simultdneo com
purmorfamina e BMP-4 resulta num efeito sinérgico na sintese de fosfatase

alcalina, por mecanismos independentes.

VII - Conclusoes

As condicOoes experimentais utilizadas na cultura da suspensdo celular
obtida por digestdo proteolitica do tecido adiposo subcutaneo de rato permitiu
isolar uma populagdo de células aderentes com morfologia alongada e formagao

de coldnias dispersas no substrato de cultura que apresentaram taxa de
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proliferacdo elevada, um comportamento caracteristico de células
mesenquimatosas em cultura.

As culturas celulares efectuadas na presenca de AA e AA+BGP,
substancias utilizadas, respectivamente, na sintese da matriz colagenosa e como
fonte de ides fosfato para o processo de mineralizagdo, apresentaram um
comportamento semelhante que se traduziu por uma taxa de proliferacao
elevada, formacdao de uma camada continua com zonas de maior densidade
celular, niveis de fosfatase alcalina baixos e auséncia de mineralizagdo da
matriz.

A presenca de dexametasona, culturas suplementadas com
AA+BGP+Dex, resultou numa diminuicdo significativa da taxa de proliferagao
celular, formagdo de agrupamentos celulares bem definidos que apresentaram
reaccdo intensa para a fosfatase alcalina e, alguns deles, presenca de depdsitos
mineralizados de fosfato de calcio. A expressdo das caracteristicas osteoblasticas
foi influenciada pela densidade celular inicial.

A presenca de purmorfamina, culturas suplementadas com AA+BGP+P
(P=1, 2 ou 3 PM), causou um aumento da proliferacdo celular e uma indugdo
muito significativa da actividade de fosfatase alcalina, mas deposicao mineral
praticamente inexistente. Observou-se a presenca de uma camada de células
alongadas e organizadas em zonas de maior densidade celular e, também, de
uma rede extensa de células de pequenas dimensGes e morfologia tipo
“neuronial”/"ostedcito” que cobria praticamente toda a placa de cultura. O
fendtipo destas células ndo foi objecto de avaliacdo neste trabalho.

A presenca simultédnea de dexametasona e purmorfamina, culturas
tratadas com AA+BGP+Dex+P (P=1, 2 ou 3 pM) provocou uma diminuicdo
muito acentuada da taxa de proliferagao celular, formacdao de agrupamentos
celulares que mostraram reaccdo positiva para a fostatase alcalina e auséncia de
depdsitos mineralizados na matriz. A acgdo da dexametasona pareceu
prevalecer sobre a da purmorfamina, pois ndo foram observados os efeitos
caracteristicos deste composto, nomeadamente inducdo da proliferacdo celular e
da actividade de fosfatase alcalina.

Este trabalho permite concluir que, a semelhanca do observado em
outros estudos, as células mesenquimatosas de tecido adiposo de rato
apresentam caracteristicas osteoblasticas quando cultivadas na presenca de
dexametasona. Os resultados obtidos sugerem ainda que a purmorfamina
parece ter capacidade de induzir a expressdo de parametros de diferenciacao
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osteoblastica nesta populacgdo celular, que se evidenciou por um aumento muito
significativo da actividade de fosfatase alcalina mas que, aparentemente, nao foi
acompanhado de igual efeito na mineralizacdo da matriz celular.

A purmorfamina parece actuar como agonista da via de sinalizagao
“Hedgehog”, que tem um papel importante no desenvolvimento de muitos
tecidos e drgdos, incluindo o tecido 6sseo. Assim, a activacdo desta via pode,
potencialmente, revestir-se de interesse terapéutico. Também, a purmorfamina
pode constituir uma ferramenta farmacoldgica adicional na elucidacdo dos

mecanismos envolvidos na diferenciacdo do tecido dsseo.
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