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RESUMO

Introducdo. A busca por uma fonte alternativa de células para
Engenharia Tecidual 6ssea, se deve a morbidadesdadéadora e maior
dificuldade de expansam vitro quando da utilizacdo de células de
linhagem osteoblastica, como as células da medskad Portanto, a busca
de outras fontes celulares para contribuir para éstapia, se torna
fundamental. Objetiva Avaliar a influéncia do fator de crescimento
transformante betal(TGFE) na diferenciacdo celular de fibroblastos
dérmicos humanos cultivados em esponja de colagelémodos As
esponjas de colageno foram cortadas em pecas da téndiametro e 2
mm de espessura sendo distribuidas em quatro gagusminados de
acordo com o meio de cultura: CONTROLE (Padrao)fPp& (Padrao
acrescido de 10ng/mL de TG@H); OSTEOG Padrdo acrescido de
0,5ug/mL de &cido ascorbico, 10 mMol/L piglicerofosfato e 10nMol/L
de dexametasona) e OSTEOG.T@HE{meio osteogénico acrescido de
10ng/mL de TGH1). As avaliacbes da atividade da fosfatase akralin
(FAL) e quantidade de osteocalcina (OC) foram zeds no
sobrenadante. A interacdo das células com a esputjaolageno foi
avaliada pela exame histologico e a presenca desilep de calcio fosfato
realizada pelo teste de Von Kossa, todas as agaBagforam realizadas no
segundo, sétimo, 14°, 21°, 28° e 56°dRssultadosAtividade da FAL e
Quantidade de OC: nao houve diferenca entre osogr@@®NTROLE e
TGF- B1 em nenhuma das avaliacbes e em nenhum dos pdatos
avaliacdo, no entanto na comparacéo com os outregydipos, os valores
foram significativamente menores, o grupo OSTEOG-T@G1 obteve
valores significativamente. Interacdo Célula/Esppem todos 0s grupos
as células inicialmente estavam na superficie costepior penetracao para
o interior da esponja. Depdsitos Mineralizados: egistiu a presenca nos
grupos CONTROLE e TGH1 e nos grupos OSTEOG. e OSTEOG. TGF-
Bl existiu a presenca de depodsitos a partir do 14°att o 56° dia.
Conclusdo O TGFf$1 no meio osteogénico, na cultura de fibroblastos
dérmicos humanos em esponja de colageno, aumeratvidade da FAL

e a quantidade de OC, né&o alterando a interachta/esponja e a
presenca de depdsitos mineralizados de célcio tfosfa estrutura da
esponja de colageno

XVii
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1. Introducao

O tratamento para as perdas criticas de tecido 0s8eseja, perdas que
levam a um comprometimento da forma ou fungcao do afetado, vem
sendo realizado com a utilizacdo de enxertos antsyealégenos ou
xendgenos, com a utilizacdo de metais inertes e maentemente com a
Engenharia Tecidual (ET). A Engenharia Tecidualepser definida como
sendo uma estratégica tecnoldgica para a regeperagdual, utilizando
uma abordagem multidisciplinar que aplica os ppiosi da biologia e
engenharia para o desenvolvimento de substitutngei que restaurem,
mantenham ou melhorem a funcéo de tecidos humaARGANTI et al.,
1993; LANGER & VACANTI, 1993).

Atualmente, séo descritas trés estratégias pargenBaria Tecidual: 1)
tecidos humanos séo desenvolvidositro para posterior implantacéo, tem
como exemplo o enxerto de pele (ELDADal., 1987) 2) a implantacao de
dispositivos contendo ou nédo células que induzemegeneracdo dos
tecidos (CARVER & HEATH, 1999) e 3) o desenvolvite de
dispositivos externos contendo células, que teimadidade de substituir os
tecidos danificados, este principio requer o eftabeento de uma
linhagem primaria de células, que €& posteriormesgimeada sobre ou
dentro de matrizes estruturais (arcaboucos), seeske conjunto
implantado no corpo humano (SHINOKAt al.,1995), exemplos desta
estratégia incluem a regeneracao do o0sso, cariilagadao e endotélio.

Na Engenharia Tecidual Ossea, a fonte celulaeldigdo é a de
linhagem osteoblastica como as células da medidaapsnas segundo
HEE et al. (2006) é necessario um numero elevado de céhaes esta
estratégia o que implicaria em uma maior morbiddaeirea doadora e

maior tecnologia para a amplificacéio vitro. No entanto, outros tipos



celulares foram pesquisados quanto a sua capacdiaddiferenciacao
osteogénica ou na expressdo de marcadores ostemgétais como 0S
adipécitos, fibroblastos, queratindcitos e condasc{HEEet al., 2006).

Fibroblasto é um tipo de célula predominante nadteconjuntivo
responsavel pela maior parte da producédo de neattia-celular (MEC) e
fatores de crescimento neste tecido. Estudogtro tém mostrado que
fibroblastos sub-epiteliais podem estimular a feodicdo de queratindcitos
via fatores de difusdo e que queratindcitos podeduzir a expressao
genética de fibroblastos, o que coloca esta célmlavidéncia nos estudos
de diferenciacéo (WANG@t al., 2004).

Dentre os fatores de crescimento e citoquinas aqdfieenciam o
crescimento 6sseo, podemos destacar o fator dermesgo transformante
beta-1 (TGH1), a proteina 6ssea mofogenética (BMP), o plasma
enriquecido por plaquetas (PRP-A), o fator de amesato de fibroblasto
(bFGF) e o fator de crescimento vascular endot@U&GF). A presenca
do fator de crescimento transformante-betal aumergintese de matriz
proteoglicana e a sintese de colageno (THOLPADA!.,2007).

O TGF$1 é o fator de crescimento que esta implicado ntrale da
proliferacdo, migracéo, diferenciacdo e sobrevii@mbe muitos tipos
celulares, dentre eles o osteoblasto e o fibrahl&uia influéncia abrange
0s processos de embriogénese, angiogénese, inflamacreparacao
tecidual (THOLPADY et al.,2007). No tecido esquelético, o TGPt
exerce um papel importante na manutencao do delsenento, afetando
tanto o préprio osso quanto a cartilagem no seabnésmo (FARHADIet
al., 2004).

Os biomateriais para Engenharia Tecidual sédo idesdguanto a sua

natureza em duas grandes classes, 0s naturasirdéigcos (CHENgt al.



2000; GOLDSTEINet al.,2001; CHENet al., 2004). Os biomateriais
devem exibir  caracteristicas  como a  biocompatile
biodegradabilidade, capacidade de formatacdo, mesmhureacao
imunogénica, forca estrutural adequada, capacidadegregar fatores de
crescimento. A esponja de colageno é um biomateoidipo natural, com
forca estrutural capaz de permitir a proliferacémlar e ndo interfere no
micro-ambiente, celular, ja que ndo causa reacamm estranho e nao
possui fatores imunogénicos (JAWORSKI & KLAPPERICG2906).

Fibroblastos proliferativos apresentam parte da mopulacdo, que
pose ser considerada, uma populacdo de célulaotraaulta com
capacidade de diferenciacdo, estas células poderi@n estimulo
adequado, dentre eles a estimulagcao por suplendentde TGH31
adicionalmente no meio de cultura osteogénico, zimda producdo de
proteinas especificas do tecido 0sseo. Este mewanie Engenharia
Tecidual pode num futuro proximo se constituir em dos procedimentos
para regeneracdo 0ssea, principalmente nos casssdealeitos criticos
congeénitos ou adquiridos.

Nao foi encontrado na literatura consultada, nenlastudo que
avaliasse a acao do fator de crescimento transfaembeta-1 na
diferenciacdo osteogénica de fibroblastos dérnficmsanos.

Portanto, tendo em vista que o TEEnao foi associado ao meio de
cultura osteogénico até o momento, essa associagade apresentar
alguma acéo sobre a diferenciacdo de fibroblagtamidos no sentido de

expressar atividade osteoblastica.
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2. OBJETIVO

Avaliar a acao do fator de crescimento transforegitl na
diferenciacdo de fibroblastos dérmicos humanosveualbs em esponja de

colagenao.
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2. Literatura

GREEN & GOLDBERG (1963) avaliaram a cinética e rdese de
colageno em fibroblastos de ratos. Um numero fex@@ulas foi semeado
em placas de cultura, notando-se uma proliferaghgac exponencial por
3 dias. A partir de entdo, houve um declinio ramdaproliferacdo dessas
células que atingiram a confluéncia na superfiaipldca. Nao houve mais
aumento no nimero de células por 24 dias, sendesias se mantiveram
viaveis. A sintese do coladgeno no conteludo da pi@icavaliada neste
mesmo periodo por meio da dosagem da hidroxiprolo@ante a fase de
proliferacdo exponencial, foram encontrados valbeasos e constantes de
colageno (0 a 4 dias); no quinto dia, quando o manue ceélulas se
aproximou do maximo, houve aumento linear na dosagda
hidroxiprolina. Concluiram entdo que, o colagen® rdbmeca a se
acumular na placa de cultura até se completar d¢odmerrapido de
crescimento.

GREEN & GOLDBERG (1964) relataram um dos primeiestudos
em cultura de fibroblastos de rato, mostrando dyg@o de colageno pelas
células. Para a avaliacdo da producéo de colafmnocorporado ao meio
um isotopo da prolina. O estudo mostrou que quasiplacas estavam
perto da confluéncia, de 3 a 3,5 % da proteinayzidd era colageno.
ApoOs a replicacdo, a sintese de coladgeno comecaeaira quando a
multiplicacdo celular era consideravel. Neste niecerca de 0,25 % da
proteina produzida era colageno. Proximo da confiaé a taxa de
producdo de colageno comecou a subir rapidamertgce atingiu 0s

valores tipicos de sintese em placas confluentas determinar se estas



mudancas no meio de cultura de placas confluemtfisemciavam a
producdo de colageno, foi avaliado o efeito daddige acido latico no
meio de cultura. Esta adicdo foi inibitéria parasktese protéica,
comecando com pequenas concentracfes, ficando mairmr, em altas
concentracdes. Na presenca de baixas concentrde&@sdo latico houve
aumento na incorporacgao da prolina, e nas altaeotragdes, aumento em
trés vezes quando comparado com placas sem laC@bgcluiram que até
as mais altas concentracdes de lactato ndo afeta@escimento celular,

mas estimularam a sintese de colageno.

REDDI & HUGGINS (1972) relataram que a diferenc@acée
fibroblastos de animais adultos foi um remanesceald processo de
diferenciacdo embrionario. Os autores utilizarampérde osso insolavel,
proveniente do osso parietal de ratos, o qual passuquimiotaxia de
atracao para fibroblastos, em uma cultura de fiastbs conjuntamente
com um preparado de células da medula 6ssea evalaerque apos 24
horas de cultura, havia a formacdo de um agregallbac no centro da
cultura o qual observou-se células com fendtipo cdadroblastos e
osteoblastos. Concluiram que a utilizacdo de eosetle 0sso parietais
poderia ser uma alteranativa para solucdo de defédseos.

VACANTI et al. (1993) relataram que existem muitos estudosesobr
a diferenciacdo de tecidos mesenquimais em té&sisieo, e que isto estava
sendo alcancado por meio de polipeptideos e ossadetesmineralizado
ou a unido dos dois métodos. Em relacdo a camiageas células em

suspensao aderiam naturalmente em matrizes. Oseswutdilizaram
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polimeros biodegradaveis sintéticos como modelude @e poderia semear
células anteriormente a implantacdo. Todos os medelam implantados
no mesmo lugar por seis semanas, e por meio destedoepuderam
concluir que os polimeros de acido poliglicolicoG@®) poderiam ser
utilizados como matriz para semeadura de célules @acao de um novo

0SS0 ou cartilagem.

CLARK et al., (1997) realizaram estudo onde mostraram quefe- TG
Bl em condicOes especificas de cultura, levavanoliastos dérmicos
humanos a crescerem em camadas estratificadasir@nu a fibroplasia
que ocorrein vivo. Quando o meio de cultura suplementado com soro,
ascorbato, prolina e TGF-1, foi adicionado as culturas trés vezes por
semana, os fibroblastos proliferaram, estratifiicase em até 16 camadas.
O TGF{1 estimulou a sintese de DNA nessas culturas ptitieotes. A
estratificacao foi dependente da incorporacgaolwterfectina, demonstrada
com anticorpos anti-fibronectina, que inibiram alferacéo celular basal.
Os autores concluiram que o Tff-estimulou a cultura de fibroblastos
pos-confluentes e dependentes de fibronectina,obifgpar criando um

tecido igual a fibroplasian vitro.

LOCKLIN,OREFFO, TRIFFITT (1998) destacaram que adifps
e osteoblastos tem origem comum de células tronomblasticas,
consequentemente a modulacdo do processo de aggsegé osteogénese
tem implicacbes para a possibilidade do tratameatdoencas metabdlicas
do osso, como a osteoporose. Para tal, os aufakestigaram os efeitos
do TGF$, bFGF e dexametasona na cultura de células dalmeédsea

humana, também denominadas células tronco fibhiddgse avaliaram o
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seu efeito sobre a adipogénese e osteogénese.slacaude soro fetal
bovino, o TGFS causou um aumento dose-dependente no crescimento
celular e na atividade da fosfatase alcalina, tarite na presenca de soro
fetal bovino o crescimento foi inibido em altas cemtracoes e a fosfatase
alcalina nao foi afetada. O TGB-aumentou a quantidade de matriz de
proteoglicana e da sintese de colageno, o b-FGHuim aumento da
fosfatase alcalina e aumentou o numero de colohi@sy como o seu
tamanho. A dexametasona induziu a formacao de cithgp sendo que

todos os resultados apresentaram seu pico maxinsetendias.

ANDRADES et al. (1999) compararam os efeitos do TG-
recombinante com os fatores de crescimento magarante utilizados
como fatores osteogénicos, como a BMP-2,7 a OB-FE@F. Realizaram
o cultivo de células da medula 6ssea de ratos Heshaim gel de colageno
por 10 dias, onde entdo avaliaram a expressamdfatdse alcalina a
producao de osteocalcina. A concluséo foi de qU&B- 1 recombinante
humano, promoveu sobrevivéncia, proliferacédo eelifeiacao e formacao
de colbnias das células precursoras 6sseas. Ofytoderam observar
que o TGF-B1 recombinante comercial ndo apresentou comportamen
diferente do natural, liberado pelas células.

COELHO & FERNANDES (1999a) avaliaram a biocompdéitilaide
de células 6sseas cultivadas, onde na primeita paaliaram a diferenca
do uso do meio de cultura alfa-MEM e DMEM. Para esttudo utilizaram
células de medula humana provenientes de cirurgittsam cultivadas em

alffa-MEM e DMEM, contendo soro fetal bovino e Aitticos e
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suplementado com dexametasona. As avaliacOoesagadiZoram ensaios
bioquimicos, viabilidade e proliferacdo, proteingtak, atividade da
fosfatase alcalina e depédsito de calcio. Os aufmudseram concluir que 0s
parametros osteoblasticos diminuiram nas passagdms células,

particularmente entre a primeira e segunda passagan condicoes
laboratoriais a presenca de acido ascorbico, bewrafosfato e

dexametasona mostrou atividade osteoblastica ee&gao aos tipos de
meio, o alfa-MEM mostrou atividade osteoblasticgprieneira e segunda

passagem e o DMEM somente na primeira passagem.

COELHO & FERNANDES (1999b) na segunda parte destede,
0s autores estudaram o efeito do acido ascorbiem-dlicerofosfato e
dexametasona na diferenciacdo osteoblastica. Fosamalisados o
comportamento das células da medula O6ssea humamatoqua
diferenciacdo e proliferacdo de células cultivadas meio alfa-MEM
suplementado com soro fetal bovino, antibidticasgda@ ascorbico, beta-
glicerofosfato e dexametasona. Os grupos foram acadps em relacédo a
morfologia, crescimento celular, atividade da ftaga alcalina e habilidade
de formar depédsitos de célcio. Os autores conaufijae a presenca de
dexametasona resultou numa significante inducaatismlade da FAL, e
na habilidade de formar depdésitos de calcio. Eicnahdo os resultados
de estudos anteriores a presenca de acido asc@tbeba-glicerofosfato

resultaram no aumento da atividade osteoblastica.

CHEN, USHIDA & TATEISH (2000) desenvolveram umalh@zade
polimero sintético e esponja de colageno, que aeprasa as propriedades
do polimero sintético como forca mecéanica e biocakdgpilidade

controlada e as propriedades do arcabouco natarab,cpor exemplo,
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biocompatibilidade e nenhuma reacdo de corpo dwiraNeste estudo
foram utilizados fibroblastos dérmicos cultivadosmn E©MEM e as
avaliacoes realizadas através de microscopia eletr@e varredura. Os
autores concluiram que a hibridizacdo é um métfidierete de confeccéo
de arcaboucos para engenharia tecidual.

GOLDSTEIN et al. (2001) cultivaram células da medula 6ssea de
ratos sobre arcaboucos de acido poli(DL-laticapbodlico) (PLGA)
75:25 em meio osteogénico suplementado com dexaomegt& avaliaram o
efeito sobre o crescimento celular e a funcagatimmeros biodegradaveis
apos a semeadura das células. Os autores avahagaantidade de células
através da analise de DNA por fluorometria, merggioala atividade da
fosfatase alcalina em quatro diferentes esquemasuttara para promover
crescimento e funcdo osteoblastica na semeaduracétidas sobre
arcaboucos de PLGA. Este estudo revelou a conaad®ida cultura sobre
arcaboucos e que a atividade da fosfatase alcdbhamenor nos

arcaboucos que foram cultivados fora da perfuséao.

LAWRENCE (2001) em uma revisao sobre o Tfktente relata
gue este foi descoberto em 1981, pela capacidadeldar o crescimento
de fibroblastos em &agar. Dois anos mais tarde, B-f ®i purificado de
trés fontes: plaquetas humanas, placenta humaima leovino. Em 1985,
foram descobertas outras duas isoformas P&E-3. InUmeras doencas
provém da insuficiéncia ou auséncia destas citegyia isoforma TGB4,
segundo o autor, é ativada em um pH 3,0, sendo ageeidificacéo
transiente na cultura de fibroblastos resulta vagdo do TGH1 in situ.
Existiu evidéncia que as situacdes in vivo, seggemesmo esquema e

acontecem em microambientes acidificados. Tem-stratd ultimamente
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que a ativacdo de TQF-atente pode ser realizada pela vitamina D3,

dexametasona e a interleucing-1-

WALSH et al. (2001) estudaram os efeitos de uma glicoproteina
sintética sobre o recrutamento, proliferacdo euragfo de células
humanas de linhagem osteoblastica, avaliaram lathade células da
medula 0ssea de 30 individuos, com historico dagnéssea por 28 dias.
Foram avaliados os seguintes parametros: numermldeias formadas,
contagem celular e determinacdo da atividade déatése alcalina e
expressao de TGF-betal. A adicao de dexametasaflagniciou o
tamanho mas ndo o nimero de colbnias, aumentoprass&o da fosfatase
alcalina com adicional recrutamento e maturacacdiiglas humanas de

linhagem osteoblastica.

KIM & NIYBIZI (2001) avaliaram o efeito de ambo3GF§1 e
rhBMP-2 na inducdo de células estromais da medskead em um
arcabouco de gel de colageno, sendo que realizarasolamento de
células da medula 6ssea de 0sso pélvico, em @sumitopedicas e as
cultivaram em DMEM suplementado com dexametaso) (& &acido
ascorbico 50ug/ml. Apds quatro dias de cultivoc@silas em suspensao
foram descartadas e as células aderentes foramidamntApds a
semeadura das células sobre a matriz de colagemamn favaliados:
proliferacdo celular por meio de digestdo enzimatimensuracdo da
atividade da fosfatase alcalina por meio de umekftecifico de reacéo
fotométrica e o grau de mineralizacdo do colagesia poloracédo do Von-
Kossa. Os resultados apontaram para o fato de du@Febetal inibe a
inducdo da BMP-2 sobre a fosfatase alcalina, e egte processo ndo esta

inteiramente esclarecido. A BMP-2 induziu os ostastbs a se ligarem ao
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receptor sobre as células tronco em uma cascatanyadve a fosforilacao
de trans-ativadores especificos, SMAD 1, 5 e 8céadas com a SMAD 4.

CHANG et al.(2002) avaliaram a diversidade, diferenciacao
topografica e memdéria posicional de fibroblastosanos, realizando uma
cultura priméaria de fibroblastos dérmicos , ondésaa quinta sub-cultura
as células foram avaliadas por imunofluorescéneigprocedimentos de
microarray . Como conclusédo os autores relataram que os fdstls de
locais diferentes possuem diferenciagdo morfolggseamdo a expressao
genbmica um fator também de diferenciacdo entredigersos tipos
celulares. A memoaria posicional dos fibroblastoséad da sinalizacao
molecular e das proteinas extra-celulares as geasam sinais de
“endereco de casa” para as células. O cédigo deregal celular e os seus

motivos continuam sendo objeto de estudo pelosesito

GHAHARY et al. (2002) avaliaram o mecanismo pelo qual
fibroblastos dérmicos respondem diretamente ao fGRtente. Testaram
ainda a eficacia do TGF1 latente ou latente associados a membranas
isoladas de fibroblastos normais, e fibroblastasdfectados com a forma
latente do TGH1. As células transfectadas produziram 19 vezes mai
quantidade de TGB1 que as células controle. O meio de cultura das
células transfectadas foi utilizado para experioerde proliferacdo. Os
fibroblastos tratados com TQH- na forma latente e na forma ativa
mostraram um aumento significativo na proliferacétlar em resposta a
baixas concentracdes do T@E-ativo; porém, concentraces elevadas do

mesmo, inibiram a proliferacdo dos fibroblastograliferacdo de células
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epiteliais foi significativamente inibida por memdntendo membranas
celulares de determinados tipos de fibroblasto®cssdos ao TGRBL
latente. Esse efeito foi dose-dependente. Os autbregaram a conclusao
que o TGR31 latente pode modular diretamente a proliferagdolar de
células que possuem um mecanismo de ativacdo defI@Bsociado a

membrana celular.

THAWEBOON et al. (2002) atestaram que os dentes por meio da

sua polpa sao fontes de células indiferenciadasau@@ses investigaram o
comportamento de fibroblastos da polpa demalitro na presenca de
chumbo. Foram isoladas células de polpa de indgigiovens e cultivadas
e subsequentemente tratadas com glutamina que fralladas quanto a
proliferacdo celular, producédo protéica, procolaggépo | e producéo de
osteocalcina. A estimulacdo da proliferacdo celukardiminuicdo do
conteddo protéico e a reducdo do colageno tipo preducdo da
osteocalcina, foram atribuidos pelos autores aepgas do chumbo na
polpa dental.

GRONZet al. (2002) com o proposito de detectar as diferepga®
as sub-populacbes de fibroblastos, avaliaramoaugéo de fator de
crescimento hepatico e de fator de crescimentguéeatindcitos 0os quais
sao liberados pela cultura de fibroblastos quandocao-cultura com
queratinécitos, sendo este comportamento similar fémoblastos da
mucosa oral, periodontal e dérmicos, as quais podeexplicar as
variacbes regionais no crescimento epitelial e epanacao tecidual.

Fibroblastos epiteliais normais foram cultivadodorso poliestireno ou
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mantidos em matriz de colageno e estimulados corturau de
gueratindcitos, todos os trés tipos de fibroblastiess maneira geral
aumentaram seu HGF e KGF. Quando as células foramtidas em
colageno, o nivel de HGF e KGF estava diminuiddibroblastos orais a
inducdo apos a estimulacdo manteve o mesmo nivellivo sobre o
poliestireno. Os resultados demonstraram que &gaurde HGF e KGF
em ambos os fibroblastos ndo estimulados e na lao@ucom
queratinécitos, de maneira geral os fibroblastogogentais tinham os

maiores niveis de producao de citoquinas.

CHEN et al. (2004) investigaram a possibilidade de se atilizm
arcabouco hibrido de colageno-PLGA para a engemhecidual da pele,
foi realizada uma cultura priméaria de fibroblastt&rmicos, onde apos
obtencdo do numero de células necessarias que feam@adas sobre 0s
arcaboucos. ApoOs cinco dias de cultura, os arcasobébridos foram
aplicados em lesdes de pele de ratos atimicosakagéio foi realizada por
microscopia eletrbnica de varredura. Os autoreslevam que houve
aderéncia dos fibroblastos na malha hibrida maigr o arcabouco de
PLGA, isto foi atribuido ao colageno presente néhehibrida.

MAEDA et al. (2004) utilizaram um composto recentemente
desenvolvido, denominado SB431542, o qual tem mdastinibicdo na
atividade da fosfatase alcalina quinase. Foi destodambém que este
composto aumenta a diferenciagdo mioblastica eloisigtica na fase de
maturacdo. Foram avaliados a relacdo do SB43154promocédo da
atividade oteoblastica, regulacdo dos marcadoteslaasticos pela BMP-

4 e SB431542, expressédo de TGF-beta e seus rezeptlurante a
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diferenciacdo osteoblastica. Os autores relataraftu&ncia positiva deste

composto na atividade osteoblastica em todas amedes realizadas.

WANG et al. (2004) avaliaram filmes de poli (3-hidroxibutmat
(PHB), poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxinexanoato  (PHBHHX)
consistindo de 5%, 12% e 20% de hidroxianoato(Hegpectivamente,
sendo que foram avaliados em aplicagcbfes biome&mrica comparacao
com o poli(L-latico) (PLA). Com o aumento do came de HHx no
PHBHHx , a superficie do polimero mudou de acomwn as
concentracbes. Todos os PHBHHx, mostraram muitaidafle com
proteinas e biocompatibilidade. Os autores relatagae fibroblastos e
osteoblastos, tiveram diferentes respostas paes gstlimeros, obtendo
melhor biocompatibilidade que em relacdo ao PLAndldram que estes
polimeros com suas propriedades mecanicas ajugtada® alongamento
e 0 possivel ajuste a biocompatibilidade, poder&tiezado em diferentes

tecidos com diferentes tipos celulares.

PHILLIPS et al. (2005) destacaram que os glucocorticoides tem um
complexo efeito estimulante e inibitério sobre otabelismo 6sseo. A
sinalizacdo do glucocorticéide enddgeno € nedespara uma formacao
in vivo, e glucorticides sintéticos, como a dexametaspr@novem a
diferenciacdo osteoblastica na maioria dos sisteimagro. O mecanismo
pelo quais estes hormoénios induzem osteogéneseapeca pobremente
compreendido. Os autores demonstraram que a acaaleoada da
dexametasona e a transcricdo osteogénica peloseda®unx2/Cbfal

induzem sinergicamente osteocalcina e a sialop@teh dexametasona
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diminui os niveis de Runx-2 fosfoserina, particolante sobre Serl25, em
paralelo possui a regulacdo da proteina quinasegémica ativada
(MAPK) fosfatase-1, a inibicdo desta proteina, seigpie a dexametasona
modula a Runx-2 fosforilacao via MKP-1. Estes reglds indicam que a
dexametasona induziu a osteogénese e pelo menasnanparte isto se

deveu a fosforilacdo da Runx-2.

ZHOU,YATES, GLOWACKI (2005) avaliaram a hipétese dee
osso desmineralizado estimula condrogénese ougéstese de células da
medula Ossea humana dependente das condicbes dera.cuA
diferenciacao foi avaliada com histoquimica te@dpecifica, bioguimica e
PCR-RT. Foram utilizadas esponjas de coladgeno asrasom oito
milimetros de diametros, semeadas com fibroblaktamicos provenientes
de cultura primaria. Foram realizadas as seguiatediacoes: analise
histologica, avaliacdo da atividade da fosfatasaliabh PCR-RT e ensaio
genético. Os autores concluiram que em cultureglagas da medula 6éssea
podem se diferenciar em condroblastos quando &steoim TGF-beta , as
esponjas de colageno apresentaram diferenciag@larcel que poderia ser

devido a presenca de colageno.

JANSSENS, JANSSENS, VAN HUL (2005) avaliaram o TGF-
betal e o consideraram um fator de crescimento egtee diretamente
implicado no controle da proliferagdo, migracao femnciacédo e
sobrevivéncia. As sua influéncia ocorreu nos do®rErocessos como a
embriogénese, a angiogénese, a inflamacdo e aag@patecidual. No

tecido 6sseo, TGF-betal tem um papel no desenveihtore manutencao,
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afetando ambos a cartilagem e metabolismo 6sseiddao fato de afetar
ambas as células, osteoblasto e osteoclasto. Ob&@H-€ um dos mais
importantes fatores no ambiente 6sseo, ajudandarsemo equilibrio

dinAmico de reabsorcdo e formacdo 6ssea. Estaidagacde estimular
tanto a osteoclasto como osteoblastos € uma dasmndagens em se
utilizar terapeuticamente, com a sua meia-vidaactet cerca de 2 minutos
e por ultimo o TGH31 participa de varias fungdes sistémicas, o quernmd

causar danos imprevisiveis.

FARHADI et al. (2005) avaliaram a hipétese de que o fator de
crescimento de fibroblastos, FGF-2 pode estimulproalucdo de células
estromais da medula éssea a produzirem BMP-2, fIG& VEGF. Foram
cultivadas células da medula 6ssea de seis doadaraisivadas em meio
osteogénico contendo acido ascorbico, beta-gliosfafo e dexametasona.
Apobs, as células foram transportadas para cultiwoneio livre de soro
com varias concentracbes de FGF-2. Foram realizasasseguintes
avaliacOes: quantificacdo de TGt e VEGF por PCR-RT e quantidade
no sobrenadante por teste ELISA. Os resultadosamain que o FGF-2
aumenta a expressdo de BMP-2, TGH- e VGEF em tecido 0sseo

humano.

BELOTI & ROSA (2005) avaliaram a diferenciacdo osiéstica
das células da medula 6ssea sob condicbes de wmrgirdescontinua
utilizacdo de dexametasona. Relataram que a gllzala dexametasona
induz a diferenciacdo osteoblastica em muitas ¢jgha celulares. Os

autores utilizaram células primarias que foramivadas com e sem a
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presenca de dexametasona sendo as avaliacdemadaali no sétimo,

décimo quarto e vigésimo primeiro dias. Foram adals a viabilidade

celular, proteina total, atividade da fosfatasealala e formacdo de
estrutura mineralizada. A dexametasona néo afetmabdidade celular e a

proteina total, mas reduziu o nimero de ceélulaatiidade da fosfatase
alcalina e a formacao de estrutura mineralizadaeatamam na primeira
passagem, em comparagdo com O0S grupos que nao enaveb
dexametasona. Os resultados deste estudo indicgwanpara células da
medula é0ssea, a presenca continua de dexametasimapareceu

influenciar o desenvolvimento do fenotipo ostestit®, mas a presenca
de dexametasona na primeira passagem permite gesedp da

diferenciacdo osteoblastica pela reducdo do numercelulas e aumento
da atividade da fosfatase alcalina.

VERNON et al. (2005) com o proposito de avaliar a performatee
membranas de colageno como arcaboucos para oegghrtar, utilizaram
cultura priméaria de fibroblastos dérmicos, mantidws cultura até a
décima sub-cultura, sendo apdés semeados na memiieacalageno. As
membranas foram modificadas segundo a sua topagfafam realizados
microcavidades para avaliar a adesdo celular. Adiagdes realizadas
foram: microscopia eletrénica de varredura, flucgéesia dos filamentos
de actina, medicéo do alinhamento celular, pr@igao celular. Os autores
concluiram que as membranas de colageno obtivenzenboa adesao e as
micro-cavidades com menos de 0,1um obtiveram meth@sultados.
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HEE et al. (2006) avaliaram a expressao de marcadores de
diferenciacdo osteogénica em fibroblastos dérmibosnanos e sua
influéncia sobre arcaboucos tri-dimensionais, zando fibroblastos
dérmicos humanos neonatais semeados sobre accale beta-
tricalciofosfato(TCP) e arcabouco de acido poi#t onde foram
avaliados a degradacdo dos arcaboucos, expreésdta,gbioquimica,
histologia e imunohistoquimica. Os autores conataimque fibroblastos
dérmicos tem o potencial de servir como fonte pagenharia tecidual de
tecido Osseo, a vitamina D3 foi estabelecida coator fosteogénico, dos
arcaboucos avaliados a beta-TCP teve um aumentpraléeracéo de

células em relacdo ao PLA.

SUMITA et al. (2006) avaliaram o comportamento da esponja de
colageno como um arcabougco para engenharia tecidoaldente,
destacaram que a estrutura pode ser regeneradsgpetéadura das células
sobre malhas de PLGA, embora o sucesso tenha semordaixo. Os
autores realizaram cultura primaria de polpa dearssl de porcos,
expandiram as células e as semearam sobre espengatdageno e malha
de PLGA. Os arcaboucos foram avaliados na adesdlarce na atividade
da fosfatase alcalina vitro. A analisen vivo foi realizada implantando os
arcaboucos no omento do rato para avaliacdo emearms. Apos 24
horas a atividade da fosfatase alcalina foi sigativamente maior para as
esponjas de colageno do que para o PLGA, a aregahzada foi também
maior nas esponjas de colageno. Os resultadoyivo mostraram
conclusivamente que esponjas de colageno obtiverair percentagem

de sucesso.
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CAMPANER et al. (2006) avaliaram a influéncia do fator de
crescimento transformante beta-1 (TGF-betal) citadrizes hipertréficas
e queldides. Neste estudo, os autores superexfessaTGF-betal em
fibroblastos e caracterizaram seu papel. Fibroidastérmicos normais
foram modificados geneticamente para superexprd¥s&rbeta 1 como
molécula latente ou como mutante ativa. A secref@d GF-beta 1 foi
medida na proliferacdo celular e na expressaafdeactina. Fibroblatos
foram implantados intradermicamente em camundorggimicos e a
formacdo de tecido fibroso foi analisada por hgE e
imunohistoquimica. Fibroblastos geneticamente natibs secretaram
aproximadamente 20 vezes mais TGF-betal que alks&ontrole, mas
somente células mutantes secretaram de forma &®s/autores concluiram
que a regulacdo do TGF-beta 1 por fibroblastodeser necessaria, mas

nao é suficiente para cicatrizacao excessiva.

PHILLIPSet al. (2006) com o objetivo de avaliar a habilidade de
trés arcaboucos comuns e disponiveis comercialntentaportarn vitro
uma matriz mineralizada quando semeada com fiastdd que expressam
Runx-2. Os autores realizaram uma cultura primégafibroblastos de
ratos Wistar por digestdo enzimatica. As célulasnfo semeadas sobre
esponja de PLGA, PCL e esponja de colageno ondenfoealizadas as
seguintes avaliacdes: viabilidade celular por nsicopia confocal,
conteudo de DNA por PCR-RT, tomografia micro-comagorizada,
espectroscopia e histologia. Os autores demonstrapge o potencial
osteogénico dos fibroblastos que expressam Ruakamente dependente
das propriedades do arcabouco, foi verificado umesnio da deposicao de

minerais sobre a membrana de PLGA.
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JAWORSKI & KLAPPERICH (2006) no intuito de veriic como
as células respondem a um meio ambiente tri-dimmeakicomposto de
colageno-glicosaminoglicano (GAG), cultivaram fiblastos humanos de
bexiga cultivados em DMEM suplementado com soral fé&ovino e
antibioticos. As avaliacdes realizadas foram aolugia, o isolamento de
RNA e a hibridizagcdo e o PCR-RT. Como conclusaafisaram que
existiram importantes diferencas entre cultur&se2D, além da simples
diferenca estrutural. A area de superficie tem sidstrada como um fator
que afeta a percentagem de aderéncia nas malkbhalaeno-GAG de
diferentes tamanhos de poros. Estes resultadostanpa idéia de que a
geometria e as caracteristicas topogréaficas dercab@uco de engenharia
tecidual sdo tdo importantes quanto as caracta$stjuimicas e também

da resposta bioldgica.

BERHARDT et al. (2006) cultivaram durante 28 dias células da
medula 0ssea em meio osteogénico contendo dexamatae depois
semeadas sobre esponja de colageno,membrana destipmtio e
hidroxiapatita nanocristalina com o objetivo del@vaa proliferacdo e a
diferenciacdo osteogénica. A avaliacdo do numercétidas foi realizada
por DHL e a proliferacdo celular sobre ao colagemaoeralizado foi
realizada pro microscopia eletrbnica de varreduraedicdo atividade da
fosfatase alcalina por contetdo protéico no meiculaura. Os autores
concluiram que um material sintético que mimetizacamnposicdo e
estrutura da matriz extra-celular do 0osso a quasiste de colageno tipo |,
fibrilas hidroxiapatita mineralizada nano cristalinmostrou influéncia na

diferenciacao osteogénica.
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THOLPADY et al. (2007) relataram que as teorias que explicam as
causas da craniosinostose, mencionam ha mais dmd$ o papel das
forcas tensionais no desenvolvimento das suturasiasras. Utilizando
ratos, como animais de experimentacao que norméniem a fusao da
sutura intra-frontal posterior quando submetidosna forca tensional de 3
mN por 30 minutos diarios. Os autores avaliaramraliferacdo e a
apoptose celular, bem como os componentes dezsigab do TGF beta,
em suturas fusionadas em ratos. Concluiram quenaiterecdo da sutura
por forcas mecanicas tem relacdo com a modulacativddade celular e
da expressao protéica. Os seus estudos demonstuana reciprocidade
entre a atividade mecanica e o estado morfologisanudancas nos TGF-
betas dos fibroblastos, pode ter relacdo com fudas suturas,
demonstrando que a forca tensional nas suturas sgydesponsavel pela

modulacao deste fator de crescimento.

KOZHEVNIKOVA, MIKAELYAN, STAROSTIN (2008) relataren
em seu estudo a preocupacdo com 0s mecanismoséicgemolecular
da diferenciacéo osteogénica de células da meawyjaal é controlada por
um complexo mecanismo de sinalizacao protéicatoeeia de transcricao.
A interacdo de fatores € o mais importante camiedcsinalizacdo nos
diferentes estagios da diferenciacdo. Os autorssma@am o fato de ao
contrario de outros tipos de diferenciacao, usualen@companhadas de
alteracdo fenotipica, 0s osteoblastos cultivados rmg@eecem
fenotipicamente similares a fibroblastos até o&gess terminais da sua
diferenciacdao. Outro fato importante seria que apenosteocalcina pode

ser considerada um verdadeiro marcador de ostéoblasaduros.
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4. Métodos

4.1 Aprovacao do Projeto

O projeto de pesquisa foi aprovado pelnité de ética em pesquisa
da Universidade Federal de Sao Paulo sob o nuni&@/d6 (Anexo 1).
Os pacientes doadores ou seus responsaveis assin@m@no de

consentimento livre e esclarecido para obtencgmetie(Apéndicel).

4.2 Tipo de Pesquisa

O presente estudo € experimentalitro. Os procedimentos foram
realizados em triplicata no laboratério de cultdeacélulas da Disciplina
de Cirurgia Plastica da UNIFESP.

4.3 Amostra
Foram utilizados fibroblastos dérmicos humanos ivadbs em

esponja de colageno, sendo avaliada a atividafiestiase alcalina (FAL)
e a quantidade de osteocalcina (OC) que sao maesadia atividade
osteoblastica. A interacdo das células com a eapdaj colageno foi
verificada pela avaliagdo histoldégica com coloragécazul de toluidina e
fuccina. Para avaliar a presenca ou ndo de depositneralizados de
calcio na esponja de colageno foi realizado a agfw de Von Kossa, a

gual é especifica para calcio.



28

4.3.1 Distribuicao dos Grupos

As esponjas cultivadas com fibroblastos foram ithigtdas em
qguatro grupos de acordo com o meio de culturazatlh: Controle, TGF-
B1, Osteog. e Osteog. TGH-

4.4 Cultura de Fibroblastos Dérmicos Humanos

O isolamento e cultura de fibroblastos dérmicosndmps foi
realizado a partir de fragmentos de pele descata#o procedimentos
operatoérios da Disciplina de Cirurgia Plastica dNIRESP.

O tecido coletado foi imediatamente imerso em o Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco, Grand Islamdly, EUA) para
o transporte até o laboratoério de cultura de cgldéaDisciplina de Cirurgia
Plastica, e mantido a temperatura de 4°C, senddpoiado nas seis horas

subsequentes.

A cultura foi iniciada pelo método de explante orwdeca de 10
fragmentos, de aproximadamente 1mm? cada, foramadets de cada
fragmento de pele, e dispostos em espacos equigistaa superficie da
placa de cultura de 100mm de diametro (SIGMA-ALDR| USA), com
5 mL de meio de cultura em ambiente de fluxo lamiAs placas com os
fragmentos sdao mantidas abertas dentro deste amlpen cerca de 20
minutos para a secagem e fixacdo na placa. Apas mstiodo, foi
acrescentado 5ml de meio préprio para cultivéilteblastos constituido
de DMEM, 20% de soro fetal bovino (SFB) (Hycloneghn, Utah, EUA)
e 1% de solucao penicilina/estreptomicina (100pel&cillina e 100ug de
estreptomicina por ml) (Gibco, Grand Island, NY,A)
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As placas foram mantidas em incubadora a 37°C, iticaidas numa
mistura gasosa de 95% de ar e 5% de didéxido dewmaylpor cerca de 15
dias, tempo esse para a migracdo dos fibroblastogementes dos
fragmentos para a placa de cultura. Foi utilizai@o mililitros de meio
de cultura em cada placa sendo a troca do meialtlea realizada a cada
48 horas.

Quando a confluéncia de células na placa atingi#, 8fbram
realizadas novas passagens dos fibroblastos. Agiraéi quarta passagem,
as células foram utilizadas nos experimentos (CAMER et al.,2004;
KEIRA et al.,2004).

4.5 Esponja de Colageno

Foram utilizadas esponjas de coladgeno bovino pméefadas
Lyostypt® produzida pela B.Braun S.A (Germany). &peca de esponja
de coldgeno possui a dimensdo de 100X120X5mm conospde
aproximadamente 1,5 mm de diametro, acondicionadaembalagem
estéril (6xido de etileno) contendo quatro peszda embalagem. A sua
manipulacdo foi em ambiente estéril e controladox¢f de ar) e no
momento do seu uso as pecas de esponja forama®eatdforma de disco
de 16mm de diametro e 2mm de espessura sendo teradige inseridas
nas placas de 24 po¢&GMA-ALDRICH, USA) (Figura 1).
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Figural- Esponja de Colageno: a- aspecto laterahspecto superior, c-

placa de 24 pocos com as esponjas de colagenaase

4.6 Meios de Cultura

O estudo foi realizado com dois principais tipesnaeio de cultura,
suplementados ou ndo com TBE- O primeiro tipo de meio foi
constituido do meio EAGLE modificado por DULBECCDMEM) (alta
taxa de glicose [4,5 g/L], L-glutamina [584 mg/bjruvato de sédio [110
mg/L]), com soro fetal bovino a 10% e Penicilinar&stomicina (100
Ul/ml - 100pg/ml) e tamponado com bicarbonato ddicc¢lN). O pH da
solucéo foi ajustado para 7,2, sendo denominadoeiie padréo.

O segundo tipo de meio foi constituido do meio gadiDMEM)
suplementado com Penicilina/Estreptomicina (10@nU4/100ug/ml), com
soro fetal bovino a 10% e tamponado com bicarboxatcsddio (1N)
acrescido de 0,5ug/ml de acido ascérbico (SIGMA-RIOH, USA), 10
mmol/L B-glicerofosfato (RESEARCH INC., USA) e 10nmol/L
dexametasona (DEX) (SIGMA-ALDRICH, USA), sendo demmado de
meio osteogénico (BELOTI & ROSA 2005, COELHO & FERNDES
2007a,b)
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4.6.1 Suplementacdo com TQGE-

Foi realizada a suplementacéo dos meios de cytanigdo e osteogénico
com TGF- B1 recombinante humano (SIGMA-ALDRICH, USA) na
concentracdo de 10ng/ml, formando assim os grugaisfll e Osteog.
TGF$1.

4.7 Grupos Experimentais
Os experimentos foram realizados em triplicatandseutilizadas

placas de 24 pocos e uma densidade de célulaporde 2,5x10células

com 1 ml de cada tipo de meio de cultura poogégura 2).

N
CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE
2 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dhias 56 dias
TGF-B1 TGF-B1 TGF-B1
2 dias 14, dias 28_dias
OSTEOG. OSTEOG. OSTEOG. OSTEOG. OSTEOG.
2 dias 7 dias 14, dias 21 dias 28_dias
OSTEOG OSTEOG
TGF-B1, TGF-B1
2 dias 7 dias

Figura 2- Esquema de distribuicdo dos gsu@oplaca de 24 pocgos
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As células foram cultivadas por um total de 56 dissndo as
avaliacoes realizadas com dois, sete, 14, 21,58das apos a semeadura
das células, e a troca do meio de cultura dasastfal realizada a cada 48

horas.

4.8 Avaliacao da Diferenciacdo Celular

4.8.1 Atividade da Fosfatase Alcalina (FAL)

Em cada ponto de avaliacdo do estudo dois, séi21128 e 56
dias de cultivo, o meio foi removido das placasdkura e submetido ao
estudo da atividade da fosfatase alcalina, por mei&it QuantiChrom®
Alkaline Phosphatase Assay (DALP-250) (BioAssayt&@ys, CA, USA).
Houve uma medicao direta da atividade da fosfaibsdina do meio, pela
utilizacdo do fosfato de p-nitrofenil que é hidsalilo pela fosfatase
alcalina na cor amarela com absorbancia aproxirdaddO5nm, sendo a
intensidade da reacdo proporcional a atividadendama. Para tal, foram
transferidos 200ul de dgua destilada e 200 plggedid calibrador (Kit) em
uma placa de 96 pocos. Transferidos 50ul do meer @nalisado para os
outros pocos da placa. Pipetados 150ul da solugdmdalho (Kit) sobre
0S pocos contendo o meio. A quantidade final ena gaxto foi de 200pul.
Fechada a tampa da placa gentilmente sem mistlaarfoi levada ao
espectrofotometro (Multiskan, CA USA) onde foi iezatla a leitura em
405nm, apoOs quatro minutos a placa foi inserida am@nte no

epectrofotbmetro obtendo-se assim uma curva dedatie da fosfatase
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alcalina. Para que os resultados fossem express@dJA.) foi realizada a
seguinte equacao:
= (DO amostra — DO amostr®) x 1000 X vol. reacao

t X € x I x vol. da reacao
DO t: densidade Optica da amostra ap0s 4 minutos
DO 0: densidade 6ptica da amostra no tempo 0
1000: o fator 1000 converte IU/mL em IU/L
Vol. Reacéao: volume total de cada poco (200pl)
t: tempo de incubacdo em minutos
€:18,75 mM'x cm’*
I: penetracdo da luz ( DO calibrador — DO agu&) x C)

4.8.2 Quantidade de Osteocalcina (OC)

Em cada ponto de avaliacdo do estudo, o meio deraufoi
removido e utilizado o teste ELISA para a dosagamanttativa de
osteocalcina. O teste utilizado foi o Kit ELISA TEBOCALCIN (ZYMED
LAB, Inc CA USA). Para o preparo da solucdo 1l.uSab Conjugada de
Anticorpo-HRP, reconstitui-se wal 2 com 11 ml de agua destilada,
misturando levemente por dez minutos com poudesvialos, evitando a
formacdo de espuma. Para o preparo da solucédo Aticiado a solucéo
standard contendo 16ng Gla-OC/ml e reconstitusiab 3 com 1 ml de
agua destilada, misturou-se levemente por dez os8népoés, foi pipetado
100ul da amostra de meio e mais 100 pl de soluc@dm<® devidos pocos
da placa de 96 pocos que acompanha o kit, mexlEveamente e cobriu-se
a placa por duas horas a temperatura ambienter&-3).

Removeu-se 0 meio dos pocos e procedeu-se a lavagenrés

vezes com 400ul de PBS, entre as lavagens vestauptaca sobre papel



34

estéril para remover completamente o liquido, eguiska pipetou-se 100ul
da solugcdo 1 por uma hora, apds este tempo rensevea solucéo e
lavou-se quatro vezes com PBS, adicionou-se 1@ |slolucdo substrato
(vial 5) e aguardou-se cinco minutos, na sequénc@oadu-se 100 ul da
solucédo de interrupgcdo e misturou-se gentilmenteo@unto foi levado,

imediatamente ao espectrofotbmetro e a leiturazegtd a um nivel de

absorbancia de 450nm.

Figura 3- Avaliagbes: a- KIT para o teste de ELISA
OSTEOCALCIN(ZYMED LAB, Inc CA USA), b- Placa de 9pocos
utilizada no teste ELISA para osteocalcina moswaadnudanca de cor
nos pocos no momento da colocacdo da solucao eeruptio, c-
Espectrofotdmetro Multiskan, CA USA.

4.9 Avaliacao da Interacdo Célula/Esponja de gavla

As esponjas de colageno cultivadas, foram remouidaplaca de
cultivo e transportadas para uma outra placa dedibs, sendo apos

fixadas com uma solucdo de glutaraldeido a 2,5%redideido a 2% em
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tampéao cacodilato de sodio 0,1M pH 7,2 por imerégds um periodo de
12 horas as esponjas foram inseridas em uma mideuégar a 4% a uma
temperatura de 50°C e em seguida deixou-se ficar temperatura

ambiente até o endurecimento do material.

Em seguida, procedeu-se a primeira lavagem com swhaao
tampéao de cacodilato de sédio 0,1M por duas hBas a segunda fixacao
utilizou-se tetroxido de 6smio 2% em tampéao caeatalitie sédio 0,1M por
duas horas. Uma segunda lavagem foi realizada comrado do material
por trés vezes com quinze minutos de duracédo enpda de cacodilato de
sodio 0,1M. Procedeu-se entdo a desidratacdo cahobalo material em
etanol 70% duas vezes de dez minutos, etanol 908 dezes de dez
minutos, etanol 100% quatro vezes de quinze minetpsr Ultimo com

oxido de propileno duas vezes por quinze minutos.

A infiltracéo foi realizada com resina Embed 812 @ma proporcéo
de 1:1 com Oxido de propileno por 12 horas, conmaggura uma vez por
oito horas, 12 horas, 4 horas e uma hora na eat@&C. A inclusdo e
polimerizacao foi realizada a uma temperatura @€ gor 46 horas. Os
cortes foram realizados em um ultra-micrétomo camies semi-finos de
0,5um. A coloracéo foi realizada com azul de tohddcaquosa 1% a quente
e fuccina basica aquosa 0,1% a frio. Estes proadon foram realizados
no centro de microscopia eletrénica (CEME) da Umsikade Federal de
S&o Paulo (UNIFESP).
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4.10 Avaliacdo dos Depositos Mineralizados de iG&tosfato

4.01.1 Método de VON KOSSA

Foram preparadas laminas com cortes de 0,5um pEssga da
esponja de colageno. Logo apods, foi realizada apataBnizacéo
utilizando-se xilol com subsequente hidratacdo égua destilada, sendo
que a agua foi trocada a cada banho sendo utiliaadmenos em dois
banhos, as laminas foram imersas em uma solucaird® de prata a 5%,
por 30 a 60 minutos com exposicao a luz ultra-t@oleu uma lampada
incandescente de 100 W.

Na sequéncia as laminas foram lavadas com agu#adastsendo
apos este procedimento lavadas com uma solucdosidfdato de sédio a
5% por dois a trés minutos, vigorosamente. A pddste ponto, realizava-
se aimersdo da lamina em um recipiente comant®iNuclear Fast Red
por cinco minutos, lavou-se em agua destilada, recepeu-se a
desidratacdo rapidamente com trés banhos com |aksmluto com
subsequente trés banhos em xilol, cobriu-se a EemmMm uma laminula e
balsamo. O protocolo de coloracdo de Von-Kossa @ao foi utilizado
para demonstrar depdsitos de célcio ou sal deocéfipecifico para o ion

calcio que possivelmente existiriam nas esponjas.

4.11 Andlise Estatistica

A andlise de variancia de Friedman foi utilizadaapa avaliacdo dos

resultados das triplicatas de cada grupo nos pa@@s/aliagcdo do estudo.
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Para a comparacao entre as médias das triplicati@s as grupos utilizou-
se o teste de Kruskal-Wallis.

Ficou previamente estabelecido em 0,05 ou 5% d déveejeicdo da
hipotese de nulidade e ao término os valores datiggta foram
apresentados em forma de tabelas e graficos. Oesaignificantes foram

assinalados com asterisco (*).



RESULTADOS
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5. Resultados
5.1 Atividade da Fosfatase Alcalina

Para determinar a atividade da fosfatase alcalinalor da média da
triplicata foi utilizado para as comparacdes éstieas. Para demonstrar o
comportamento da atividade da fosfatase alcalinaneemo grupo nos
pontos de caracterizacdo da amostra, foi realizasi® de variancia de
Friedman, o qual demonstrou que nos grupos Con&olEGFf1 nao
houve diferenca significante entre os valores oltiel nos grupos Osteog.
e Osteog. TGF$1 e houve uma diferenca significante entre os ealor
encontrados (Tabela 1) e (Figura 4).

Tabela 1- Valores das médias da triplicata datifiGatao da atividade da
fosfatase alcalina (FAL) expressos em IU/L, medjplosteste fotométrico
no espectrofotdmetro a um nivel de 405 nm.

TEMPO GRUPOS
DIAS CONTROLE TGF$1 OSTEOG. OSTEOG. TGR1
média DP média DP média DP média DP

2 0,86 0,05 0.90 0,01 3,29 0,54 3,75 0,46
7 0,87 0,05 0,87 0,04 7,48 0,20 8,03 0,15
14 0,88 0,02 0,89 0,02 9,90 0,94 9,95 0,51
21 0,88 0,01 0,88 0,01 11,05 0,05 12,29 0,18
28 0,89 0,02 0,88 0,02 10,53 0,35 11,54 0,40
56 0,86 0,05 0,85 0,01 0,82 0,03 0,87 0,009

Andlise da Variancia de Friedman

Os valores de< 0,05 estdo assinalados por asterisco (*)

CONTROLE TGH1 OSTEOG OSTEOG. TGB1
p 0,234 p 0,175 p 0,032* p 0,043*
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Figura 4. Valores das médias da triplicata da gficantdo da atividade da
FAL expressos em IU/L, medidos no espectrofotomewom nivel de 405

nm.

Para a comparacgao da atividade da fosfatase @calitre os grupos
verificadas em cada dia da caracterizacdo da amdetraplicado o teste
de Kruskal Wallis onde observou-se que os valooegrdpo Controle nao
apresentaram diferencas significantes quando c@upsrcom os valores
do grupo TGH31, e obtiveram diferencas significantes quando @vagns
com os valores do grupo Osteog. e Osteog. Tg3F-exceto nos valores
encontrados para o 56° dia de cultura. Os valovegrdpo Osteog. foram
significativamente menores que o0s valores encoogrado grupo Osteog.

TGF-B1 em todas as avaliagOes exceto no 56° dia dera(lfabela 2).
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Tabela 2 - Comparacao estatistica entre os tl@® médias da triplicata

da atividade da fosfatase alcalina (FAL) expressa&L.

Grupos Valor dep
Tempo de Cultura (dias)

2 7 14 21 28 56
CONTROLE vs TGH1 0,91 0,21 0,97 0,86 0,32 0,12
CONTROLE vs OSTEOG. 0,01* 0,02* 0,03* 0,01* 0,01* 0,34
CONTROLE vs OSTEOG TGB1 0,04* 0,03* 0,03* 0,04* 0,03* 0,76
TGF-pB1 vs OSTEOG. 0,03* 0,03* 0,02* 0,04* 0,04* 0,54
TGF-p1 vs OSTEOG. TGH1 0,01* 0,01* 0,01* 0,01* 0,01* 0,20
OSTEOG. vs OSTEOG. TGB1 0,05* 0,04* 0,04* 0,03* 0,04* 0,37

Os valores de< 0,05 foram assinalados por asterisco (*).

Teste de Kruskal-Wallis

5.2 Quantidade de Osteocalcina

Para determinar a quantidade de osteocalcina o dalmédia da triplicata

foi utilizado para as comparacdes estatisticasa Bamonstrar a variacao

da quantidade de osteocalcina no mesmo grupo naodogpode

caracterizacdo da amostra, foi realizado testead@ncia de Friedman, o

qual demonstrou que nos grupos Controle e BGR&o houve diferenca

significante entre os valores obtidos e nos gripsteog. e Osteog. TGF-

Bl houve uma diferenca significante entre os valoeesontrados
(Tabela 3) e (Figura 5).
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Tabela 3- Valores das médias das triplicatas datglzale de osteocalcina
(OC) expressa em ng/ml, medidos por ELISA no espitbmetro a um

nivel de 450nm.

TEMPO GRUPOS
DIAS CONTROLE TGF1 OSTEOG. OSTEOG. TGB1
média DP média DP média DP média DP

2 0,11 0,01 0,11 0,01 2,74 0,16 2,26 0,35
7 0,11 0,01 0,11 0,01 7,30 0,51 8,21 0,12
14 0,11 0,02 0,10 0,006 15,55 1,35 17,34 0,64
21 0,15 0,01 0,12 0,01 23,17 0,78 25,61 0,98
28 0,11 0,01 0,11 0,01 20,14 0,16 22,21 0,20
56 0,11 0,01 0,12 0,01 0,13 0,03 0,12 0,01

Andlise da Variancia de Friedman
Os valores de< 0,05 estdo assinalados por asterisco (*)

CONTROLE TGHB1 OSTEOG OSTEOG. TGB1
p 0,375 p 0,218 p 0,01* p 0,037*
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Figura 5.Valores das médias das triplicatas da quantidadstdecalcina
(OC) expressa em ng/ml, medidos pelo teste ELI&Aspectrofotdmetro
a um nivel de 450nm.

Para a comparacéo dos valores da quantidade dealsiea entre
0os grupos verificadas em cada dia da caracterizagd@mostra, foi
aplicado o teste de Kruskal Wallis onde observounse os valores do
grupo Controle n&o apresentaram diferencas signies quando
comparados com os valores do grupo TgaF-e obtiveram diferencas
significantes quando comparados com o0s valores rdpogOsteog. e
Osteog. TGFf1, exceto nos valores encontrados para o 56° draltea.
Os valores do grupo Osteog. foram significativamemenores que 0s
valores encontrados no grupo Osteog. TEEF-em todas as avaliacoes
exceto no 56° dia de cultura (Tabela 4).



Tabela 4 - Comparacao estatistica entre os vallaemédias das

triplicatas da atividade da osteocalcina (OC) esgaeem ng/ml..
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Grupos Valor dep
Tempo de Cultura (dias)
2 7 14 21 28 56
CONTROLE vs TGB1 0,75 0,32 0,48 0,28 0,56 0,62

CONTROLE vs OSTEOG. 0,01* 0,01* 0,02+ 0,03 0,03 0,41
CONTROLE vs OSTEOG TGB1 0,03* 0,02+ 0,02+ 0,04* 0,04* 0,28
TGF-ﬁl vs OSTEOG. 0’04* 0,03* 0,03* 0,05* 0,04* 0,51
TGF'Bl VS OSTEOG TGFBl 0’02* 0’01* 0,02* 0,04* 0,04* 0,17
OSTEOG. vs OSTEOG. TGB1 0,04* 0,32

0,03*

0,03*

0,04*

0,03*

Teste de Kruskal-Wallis
Os valores dep< 0,05 foram assinalados por asterisco (*).

5.3 Avaliacao da Interacdo Célula/Esponja de Gulag

Para a avaliacdo da interacdo das células cospamja de colageno

foi realizada a andlise histolégica com a coloragdim azul de toluidina

1% e fuccina 0,1%

. PAde-se observar o mesmo caoampento em todos

0S grupos, onde as células permaneceram na sigediesponja no inicio

dos experimentos, havendo uma penetracdo gradsgatélalas para o

interior da esponja de colageno até o 28° dia dieirel) permanecendo

desta maneira até o final dos experimentos. (Figéra 11).
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5.4 Depésitos Mineralizados de Calcio Fosfato

Para determinacdo da presenca ou ndo de depositesalizados de
calcio fosfato na esponja de colageno cultivadardalizada a avaliacéo
pelo teste de Von Kossa, o qual demonstrou quehnéwve evidéncia da
presenca de depdsitos mineralizados nos gruposrdBorg TGFBL e
houve evidéncia da presenca de depdsitos minadakz nos grupos
Osteog. e Osteog. TGB1 a partir do 14° dia até o o 56° dia de cultura
(Tabela 5) e (Figuras 12 a 17).

Tabela 5- Resultados da coloracdo de Von Kossagkagéo a  presenca
de depositos de calcio fosfato na esponja de entag

Tempo de CONTROLE TGF-betal OSTEOG. OSTEOG. TGFbetal
Cultura (dias)

14 - - + +
21 - - + +
28 - - + +
56 - - + +

(-) auséncia de depositos mineralizados de cabsiatfo
(+) presenca de depoésitos mineralizados de calsfatb
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Figura 6- Aspecto microscépico da esponja dégmio apds dois dias e corada com Azul de
Toluidina e Fuccina .a) grupo Controle b) grupo H&Fc) grupo Osteog. e d) grupo Osteog.TR3F-
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Figura 7- Aspecto microscépico da esponja di@égemo apos sete dias e corada com Azul de
Toluidina e Fuccina .a) grupo Controle b) grupo H&Fc) grupo Osteog. e d) grupo Osteog.TR3F-



48

50Lm

Figura 8- Aspecto microscépico da esponja dégmio apds 14 dias e corada com Azul de Tokidin
e Fuccina. a) grupo Controle b) grupo T@&F-c) grupo Osteog. e d) grupo Osteog. TRIF-
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Figura 9- Aspecto microscopico da esponja dégmsio apos 21 dias e corada com Azul de
Toluidina e Fuccina .a) grupo Controle b) grupo T§aFc) grupo Osteog. e d) grupo Osteog. TRRF-



Figura 10- Aspecto microscopico da esponja colaggbs 28 dias e corada com Azul de Toluidina e

Fuccina. a) grupo Controle b) grupo TGE-c) grupo Osteog. e d) grupo Osteog. TRIF-



Figura 11- Aspecto microscopico da esponja degenld apés 56 dias e corada com Azul de Toluidina
e Fuccina. a) grupo Controle b) grupo TF-c) grupo Osteog. e d) grupo Osteog. TRF-
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A 50pm B S0pm
C S0pum: D 50pm

Figura 12- Aspecto microscopico da esponja dégesio apds dois dias e corada pelo método de Von
Kossa. a) grupo Controle b) grupo T@E-c) grupo Osteog. e d) grupo Osteog. TRAF-
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Figura 13- Aspecto microscépico da esponja d#gemo apos sete dias e corada pelo método de Von
Kossaa. a) grupo Controle b) grupo T@GEF-c) grupo Osteog. e d) grupo Osteog. TR3F-
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A S0pm B S0Lm

c S0pm D 50um

Figura 14- Aspecto microscopico da esponja aliggeno apoés 14 dias e corada pelo método de Von
Kossa .a) grupo Controle b) grupo TBE-c) grupo Osteog. e d) grupo Osteog. TRF-
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A ) SOparn B . S01m
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C 50um D 50pm

Figura 15- Aspecto microscopico da esponja digemo apds 21 dias e corada pelo método de Von
Kossa. a) grupo Controle b) grupo TBE-c) grupo Osteog. e d) grupo Osteog. TRF-



A S0pm
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Figura 16- Aspecto microscopico da esponja aliégeno apos 28 dias e corada pelo método de Von
Kossa. a) grupo Controle b) grupo TGE-c) grupo Osteog. e d) grupo Osteog. TRAF-
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Figura 17- Aspecto microscopico da esponja aliggeno apés 56 dias e corada pelo método de Von
Kossa. a) grupo Controle b) grupo TBE-c) grupo Osteog. e d) grupo Osteog. TRRF-
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6. Discussao

A Engenharia Tecidual (ET) tem emergido como umarrahtiva
promissora para as estratégias de regeneracdo cido tedsseo
(LOCKLIN,OREFFO & TRIFFIT, 1998; KEMPRt al.,1998; WALSH et
al.,2001; SARAIVA & LAZARETTI-CASTRO,2002; FARHADI et
al.,2002; HEE et al.,2006; BERNHARDH al.,2007). O desenvolvimento
de tecidos esqueléticasvitro ein vivo depende da aplicacdo com sucesso
da utilizacdo de células fenotipo-especificas dorés de crescimento
bioativos integrados a matrizes ou arcaboudéstratégias de regeneracéo
baseadas em Engenharia Tecidual, tem mostradaieficd reparacdo de
tecido 6sseo demonstrando que a reparacdo deodefeitjo volume de
perda foi considerado critico pode num futuro praxiser tratado pela
combinacdo de células tronco mesenquimais semeamlagrcaboucos
tridimensionais (CHENt al.,2004; KOZHEVNIKOVAet al.,2007).

Embora resultados da ET éssea com animais de mgredacao tem
se mostrado promissores, eles ainda permanecenclosvos, na questao
gue envolve a inducdo a uma resposta concreta quarayir defeitos
criticos, principalmente com grandes perdas deldechlém disto, os
precursores osteogénicos autdlogos, ainda samsetamente limitados,
devido ao seu complexo e custoso processo celelaegeneracéo e a
correlacédo entre o0 aumento da idade com a progagssrda da capacidade
de mineralizac&o. Estas limitacdes tém levado equsadores a procurar

novas fontes de células para a regeneracao 0sEéze(Hil.,2006)

As fontes de células para restaurar a funcéao haadtp tecido 6sseo
podem ser proprias ou ndo do tecido 6sseo. Célamdoras nativas do
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0SSO como 0s osteoblastos séo dificeis de is@apandirin vitro (HEE et
al., 2006).

Por esta razdo, uma fonte alternativa de célulaspgssa funcionar
como um osteoblasto é interessante. De uma mayeiah, esta linhagem
celular deveria ser ndo imunogénica, de rapidaresgme adquirida por
meio de um procedimento minimamente invasivo. Habelulas da
medula tenham sido utilizadas para este fim, nae@mgria Tecidual elas
requerem uma cultura especializada e um procedintEnpurificacao que
pode resultar em uma populacao celular menor glesejada (HEIEt al.,
2006). Ceélulas ndo osteogénicas, como os fibraidadérmicos, sdo uma
particular fonte de células, porque sdo de fauibiocdo a partir de tecidos
autélogos e também possuem uma rapida expanséiwo. Mesmo com
estas condi¢cdes favoraveis os fibroblastos sdoepuwnte definidos em
termos moleculares (REDDI & HUGGINS, 1972; ABERCRBIM,1976;
SMITH et al., 1997; CHANGet al., 2002; GRONgt al., 2002; CHENet
al.,2004; HEEet al., 2006).

Os fibroblastos sao considerados mais do que umie foelular,
podendo ser considerados como uma célula residentaela, como por
exemplo quando séo ativados por substancias liagmurante uma injaria
tecidual ou derivados de uma infec¢céo por micrausyaos ou por fatores
do ambiente, onde produzem citoquinas que inicianecoutamento de
células tronco da medula 6ssea (SMiditl.,1997). Fibroblastos dérmicos
humanos possuem capacidade de diferenciacdo ostemd&lEE et al.
2006), este fato ja também foi descrito por HHRARXAMAGUCHI
(2007) os quais atribuiram ao meio de culturaie suplementacéo, o

desenvolvimento da fenotipagem osteoblastica.
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Posteriormente, REDDI & HUGGINS(1972), demonstrargomne
fibroblastos tem um potencial para diferenciacdo erglulas
osteoprogenitoras quando expostas a uma matriz ermmt 0SSO
descalcificado. Mesmo, quando se propde um gruderrdmado de
células, como os fibroblastos, pode haver difererggatre estas mesmas
células, originarias de diferentes locais. Espeaate os fibroblastos
dérmicos e gengivais possuem a capacidade de sapnemrcadores da
atividade osteoblastica (REDDI & HUGGINS, 1972, TEBOON €t al.,
2002). Muitos fatores tém demonstrado que podentuen€iar a
diferenciacdo de células de linhagem néo ostecgémia producdo de
marcadores de atividade osteoblastitaitro, como a dexametasona,-
glicerofosfato e o acido ascérbico ( WAL®tHI.,2001).

A formacdo Ossea é suportada, por uma série deedatde
crescimento, dentre eles: fator de crescimento idbiastos (FGF),
proteinas morfogenéticas do osso (BMP), fator desammento
transformante beta-1(TGFt) e fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF). Estes fatores tém sido utilizados na engeahecidual do osso,
isolada ou conjuntamente para melhorar as condigéagparacdo 0ssea
ou na utilizacdo de arcaboucos com células previEneemeadas
(ABERCROMBIE,1975). Uma das qualidades expresshs pdroblastos
€ a de memoéria de posicdo (CHANS al.,2002), ou seja, células de
diferentes sitios respondem de maneira diferemstiamulos semelhantes,
isto de alguma maneira, pode restringir a prolfaoae a sobrevivéncia em
uma posicao ectépica (CHAN& al.,2002).

Duas grandes vantagens da cultura de células sémntoole do
ambiente fisico-quimico como por exemplo o pH, terajura, pressao

osmotica, @ e CQ, como também o controle das condi¢des fisioldgicas
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Como as amostras de tecido sao invariavelmenterolgéigeas, a
replicacdo, mesmo de um unico fragmento tecideslllta em diferentes
tipos de células. Conforme as células sdo mistsreatadomicamente em
cada transferéncia, ap0s as primeiras passagerigihagens celulares

cultivadas assumem uma constituicao uniforme.

As condicdes de cultura também exercem uma presskiva,
resultando em uma cultura homogénea do tipo celmais vigoroso.
Assim, cada subcultura realizada seréa idénticaerian e a caracteristica
da linhagem pode ser perpetuada por varias gerambangelada em
nitrogénio liquido por periodos indeterminados cAkuras também podem
ser expostas diretamente aos reagentes em comdastaaixas e definidas
por causa do acesso direto a célula, além de enitstdes morais, legais e
éticas da experimentacdo em animais (FRESHNEY,)1994

Para induzir a situacao ideal de proliferacéo blefilastos dérmicos
cultivados, tem se utilizado uma suplementacdo @ 2le soro fetal
bovino (SFB) no meio de cultura (GREEN & GOLBERG3I9GREEN &
GOLBERG, 1964). No presente estudo, foi utilizadsuplementagcéo no
meio de cultura de soro fetal bovino (SFB) a 10fesar de que para
alguns autores os fatores de crescimento do soderipon induzir o
fendtipo fibroblastico, bem como n&o ser condufpava a diferenciacao

osteoblastica a partir de precursores dérmicos (#BE,2006).

A utilizacdo de um meio de cultura com a supleng@daom SFB a
10% na cultura com finalidade de diferenciacdoaug#nica, foi proposta
para preservar a sua proliferacdo, devido ao lgmgdodo de cultivo
(GRON et al.,2002). Em seus estudos ANDRADHES!.(1999) relataram
gue ao utilizar o meio de cultura com suplememtalza10% de soro fetal
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bovino na presenca de rhT@E-F2, resulta na amplificacdo da

populacéo celular.

Neste estudo foi utilizada a técnica de explanta gacultivo de
fibroblasto descrita por GREEN & GOLBERG (1963). eps células
entre a quarta e nona passagens foram utilizadasda® os experimentos.
Isto se deve a dois fatores principais: 1) a d&tabéio das células em
cultura, assim como a perda da influéncia dos datsericos do individuo
doador sobre as mesmas, que se da geralmente apaxisa passagem
(CAMPANER et al.,2006; KEIRA et al.,2004); e 2) no caso dos
fibroblastos, existe uma perda das caracteristielagares que havia vivo
apos a 12° passagem, apesar de se manterem \aé&es50° passagem
(FRESHNEY, 1994).

Os experimentos foram iniciados quando a culturagiat uma
confluéncia de 80%. Isto porque durante a faserdifgracdo celular a
producdo de MEC € muito baixa, o gasto celularriestaltado para a
replicacdo, e a producdo da MEC se torna predont@rgarando as ceélulas
estdo préoximas da confluéncia nas garrafas ouptieaultura (GREEN &
GOLDBERG, 1963; GREEN & GOLDBERG, 1964).

Os experimentos com cada grupo foram realizadodripiicatas,
namero que foi adequado para que a diferenca #statfosse detectada.
Na triplicata temos a mesma carga genética, potglatas sdo da mesma
linhagem, reduzindo a necessidade de uma anatisésésa de variancia
(FRESHNEY, 1994). Nos nossos experimentos o test&rdskal-Wallis
foi utilizado por estarem sendo avaliados dadospadiamétricos, onde nao
se pbde garantir a distribuicdo gaussiana dos nssr@grupo controle

era composto por células cultivadas em meio paolaéa fibroblastos, e os
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grupos de estudo, constituidos por meio padracswpitado por fatores

indutores osteogénicos com ou sem TRAF-

A diferenciacao celular em uma linhagem osteogémpcale ser
identificada por alteracbes na producdo de fatades crescimento,
molecular e bioquimico, como os marcadores de ifemG& de células
progenitoras (KRAMPERAet al.,2006; KOLF et al. 2007). Muitos
marcadores da osteogénese tem sido identificado® ©ocolageno tipo
1(COL1), fosfatase alcalina (FAL), osteocalcina jO@3teonectina (ON) e
a osteopontina (OP). Em nosso estudo foram estsdamioo marcadores
da atividade osteblastica a fosfatase alcalina jF&\R osteocalcina (OC)
por representarem a atividade osteoblastica (PHIEtR.,2005; ISSAet
al.,2006;; PHILIPSt al.,2006).

A suplementacdo do meio de cultura com fatoresudmigos para
diferenciacado osteogénica foi realizada, no presestudo, utilizando-se
dexametasona (DEX), acido ascorbico (AA) e beteegtifosfato [§-GF).
A DEX é um glicocorticoide, que por sua vez peréerc classe dos
hormonios esterbdides secretados pelo cortex adumal dentre outras
funcdes desempenha acgles anti-inflamatérias ddagggudas células T,
crescimento e diferenciacéo celular (REY&S®I.,2006). Também inibe a
inducdo da sintese de Oxido nitrico. A dexametagodafinida como um
derivado sintético das glicoproteinas com um cormpkfeito estimulante

e inibitério sobre o sistema esquelético.

Estudosin vitro demonstraram que a DEX estimula a osteogénese
por meio de estimulacéo da proliferacdo de céliagetanto, um excesso
de DEXin vivo, tém sido relacionado com uma queda na taxa deafgim
e de reabsorcéo Ossea (PHILLIBSal., 2005). O efeito da DEX sobre o
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tecido 0sseo depende da espécie estudada, estglesdnvolvimento,
bem como do seu tempo de exposicdo e concentrdiidada. Pode-se
observar um comportamento antagbnico da DEX, enacdel a
diferenciacdo osteoblastica de células pertencemtemdo a linhagens
osteoblasticas, dependentes da sua concentracameim de cultura
(WALSH et al.,2001). A concentracdo critica tem sido colocadaa
10 nM, a gqual se aproxima da quantidade fisiologieeDEX, é possivel
verificar efeitos sobre a fosfatase alcalina edgtranscritores genéticos .
Nas concentracdes supra-fisiologicas como a de MOQREYS et
al.,2006), os efeitos da DEX sobre a diferenciacétular foram
aumentados, mas ocorrem também uma progressivanudgiio da
expressdo de marcadores e do numero de células.injortante
componente da acdo da DEX sobre células de linhagteoblastica é a
sua habilidade de influenciar a producdo ou bipah#bilidade de uma
variedade de elementos ligados a fisiologia 6seeaioro-ambiente 6sseo
(REYSet al.,2006).

Neste estudo foi utilizada a concentracao de 10aMekametasona,
coincidente com os estudos de COELHO& FERNANDES99E9;
WALSH et al.(2001) ;BELOTI & ROSA (2005); PHIPLIP& al. (2006) e
HEE et al.(2006) REYESzt al.(2006).

O acido ascorbico (AA), também conhecido como witamC,
desempenha um importante papel na ligacdo dada$ibcolagenas. A
formacdo das ligacdes hidrogenas inter-cadeias astfibrilas, permite a
interrelacdo e estabilidade das fibrilas. A vitaanfd atua como um co-
fator para a enzima prolihidroxilase que transteregrupo hidroxila para a

prolina e lisina residuais na cadeia de pro-colagés quantidades médias
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do acido ascérbico na suplementacdo do meio derautia diferenciacéo

osteogénica séao de 100 e 50ug/ml.

O acido ascérbico pode ser entendido como sendocaxfiator
enzimatico e antioxidante que estimula a transgri¢éanslacdo e pos-
translacdo do coladgeno em células do tecido camunEm cultura de
células derivadas do osso, o acido ascorbico estirmudiferenciacdo
osteoblastica, sintese e deposi¢cado de colagenoctem a mineralizacao
(SARAIVA & LAZARETTI-CASTRO, 2002). Em seus estud@WEN,
ARONOW, SHALHOUB (1990), realizaram o cultivo deludéas pre-
osteoblasticas com varias concentracfes de acidobéso, mostrando que
existe uma relacdo dose-dependente com sinteseldlgeo e que isto
resulta no acumulo de MEC, a qual por sua vezligstda a atividade da
FAL, os autores destes estudos concluiram queatigade de 50ug/mi

de acido ascorbico, produziu os melhores resultacdas o.

No presente estudo, trabalhou-se com a suplementigdneio de
cultura osteogénico com a quantidade de 50ug/ndcilo ascorbico, de
acordo com os trabalhos de COELHO & FERNANDES (J9PHILLIPS
et al.(2006) e BERNHARDEt al.(2007).

O B-glicerofosfato [f-GF) tem sido relatado como uma fonte de
fosfato para a mineralizacdo da matriz extra-celdguns estudos, como
0 de ZHOUet al. (2005), demonstraram que a atividadee HAL
€ necessaria para a mediacdo da mineralizacdogparap-GF libere o
fosfato para o meio extra celular. JAISWAd al.(1997) avaliaram a
diferenciacdo de células tronco da medula Ossel, camdicbes de
diferentes concentracdoes de DEX, AB-&F no meio de cultura controle
contendo 10% de soro fetal bovino. As melhores igded para a
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diferenciacdo osteogénica ocorreram com a utilzatg10mM de3-GF,
onde houve maior nivel de mineralizacdo da maidampanhado de uma
alta expressédo de FAL e osteocalcina, quando caudparom as demais
concentractes (PHILLIP& al.,2005).

O meio de cultura com a presenca simultanea de asicbrbicof-
glicerofosfato e dexametasona forma o que denonusade meio de
cultura osteogénico (VLASSELAERt al.,1994).

A fosfatase alcalina € um dos marcadores que ¢rds se detectam
na formacdo oOssea. CAPLAN & PECHAK (2001) demomatra a
atividade da FAL, na formacao do ostedide e cgaitfmentre 5 a 6 dias no
desenvolvimento da tibias em galinhas, 0 que segwsdautores seria
equivalente a uma tibia humana de 42 a 50 dias esendolvimento
embrionério. A fosfatase alcalina contida no plasthamano €
fisiologicamente a somatdria de varias isoenzimespgfovém do 0sso, do
figado, do intestino e da placenta, durante a deaviComo a fosfatase
alcalina é definida como um marcador da atividadéeablastica o
surgimento desta isoenzima coincide com a formacassea
(NASCIMENTO et al.,2007). A fosfatase alcalina é um parametro
laboratorial largamente utilizado em ortopedia, erabo seu significado
clinico ainda n&o esteja completamente entendiddAREVA &
LAZARETTI-CASTRO, 200).

No presente estudo, no grupo CONTROLE e no grupg-f150s
valores meédios encontrados da atividade da fosfatdsalina foram
proximo de zero em todos os pontos de avaliacastimo, demonstrando
que a atividade desta enzima nao ocorreu em fiastd® cultivados em

meio de cultura sem suplementacdo, e também quexide apenas a
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presenca do fator de crescimento. Estes resulestds de acordo com os
trabalhos de HEI€t al. (2005) e JANSSENSt al. (2005) que apontam o
fato de que € necessario a suplementacéo de fakimsndutores para que
haja a diferenciacdo celular osteoblastica. NospaguOSTEOG. e
OSTEOG. TGH31 os valores médios da atividade da fosfataseirzdcae
mostraram estatisticamente maiores em relacaor@ao gcontrole em
todos os pontos do estudo, apresentando um aundestovalores em
relacdo ao tempo de cultura do segundo ao vigépineeiro dias com
uma subseqiente queda no vigésimo oitavo diaenadd valores

proximos de zero no quinquagésimo sexto dias.

Estes resultados demonstraram que a suplementacaoenh de
cultura com os fatores osteoindutores, levou a wmeato da atividade da
fosfatase alcalina, indicando uma atividade osteigh. Quando
comparamos o0s valores do grupo OSTEOG. com ose&ldo grupo
OSTEG.TGFB1, verificou-se que com a adicao de Tf&EF-os valores da
atividade da fosfatase alcalina foram estatisticaenenaiores, isto pode
demonstrar que na presenca deste fator de cregoirheave uma maior
atividade osteoblastica. Em relacdo ao tempo tarauambos 0S grupos
demonstraram um comportamento semelhante, atingi@dgico maximo
aos vinte e um dias de cultura, com uma subseqigntmuicdo. Os
estudos de ZHOUW:t al. (2005), que utilizaram células osteogénicas,
obtiveram resultados semelhantes, demonstrandatiyiggade da fosfatase
alcalina se inicia nas primeiras horas do culte@inge seu pico maximo
entre 14 e 21 dias. Esta diminuicdo apds 21 diasuftero, pode ser
explicada pela nédo resposta dos fibroblastos frexeestimulo para

diferenciacao.
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A osteocalcina é uma proteina ndo coladgena maisdabte no 0sso
e na dentina, embora a sua funcéo especifica @e@ghecida, sabemos
que € sintetizada predominantemente pelos osteoblaBferenciados,
incorporada a matriz ¢ssea extracelular e relader@ga mineralizacdo da
matriz ostedide. A osteocalcina possui em sua tasrutrés acidos
glutdmicos que lhe conferem a capacidade de lgaoscalcio e isto pode
ser importante no processo de mineralizacdo OSEHAWEBOON et
al.,2002). No grupo CONTROLE e no grupo T@E-os valores médios
encontrados da atividade da fosfatase alcalinanfqgmadximos de zero em
todos os pontos de avaliacéo do estudo, demonstrprela atividade desta
enzima nao ocorre em fibroblastos cultivados enmato de cultura sem
suplementacédo osteogénica, e também quando exjsnas a presenca do
fator de crescimento transformante, resultados Ibamies aos encontrados

para a atividade da FAL.

Nos grupos OSTEOG. e OSTEOG.TBE-os valores meédios da
quantidade de osteocalcina se mostraram estatngita maiores em
relacéo ao grupo controle em todos os pontos dml@sapresentando um
aumento dos valores em relacdo ao tempo de cuitargsegundo ao
vigésimo-primeiro dias com uma subseqiente quedaigésimo oitavo
dias, obtendo valores préximos de zero no quincgiangesexto dias. Estes
resultados demonstram que a suplementacdo do no@mo os fatores
osteoindutores, levou a um aumento da quantidadealdea, indicando
uma atividade osteoblastica. Quando comparamosloses medios da
quantidade de osteocalcina do grupo OSTEOG. cowmaloses do grupo
OSTEOG.TGR1, verificou-se que com a adicao de TFos valores
foram estatisticamente maiores, isto pode demargiena presenca deste

fator de crescimento houve uma maior atividadeobdstica. Em relacéo
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ao tempo de cultura, ambos o0s grupos demonstranaroomportamento
semelhante, atingindo seu pico maximo aos vint@ elias de cultura, com
uma subsequiente diminuicdo. Os estudos que avaliarguantidade de
osteocalcina obtiveram resultados semelhantes, m&modo que a
atividade se inicia nas primeiras horas do culéatinge seu pico maximo
entre 14 e 21 dias (COELHO & FERNANDES, 1999b, HEHA ., 2006) .

Na comparacao dos resultados deste estudo, pod#eesvar que
tanto a atividade da FAL como a quantidade de @ani estatisticamente
maiores nos grupos OSTEOG. e OSTEOG.B&Fem todos os pontos de
avaliacdo do estudo, o que esta de acordo conmtuwdossde ZHOUk al.
(2005). Destes resultados pode-se notar que neenuasde fatores
osteoindutores os fibroblastos dérmicos, de umaemamprogressiva do
segundo até o vigésimo primeiro dias da culturabiexn valores
crescentes tanto de FAL como de OC e do vigésinmepo dia até o
guinguagésimo sexto dia houve um decréscimo dalatig e quantidade

destes marcadores.

Tanto a atividade da FAL como da OC, foi tambélataga como
sendo progressiva até o vigésimo primeiro disorecpnseguinte havendo
uma diminuicdo dos valores a partir desta data wdtara por BELLOWS
et al. (1993), MATOS & SANT ANA, 1996; HORNERet al.(1998) e
COELHO & FERNANDES (1999a,b), sendo este aumenteespondente
a um indicativo da diferenciacdo celular, o dedmdscdestes valores
parecem estar ligados ao fato de quel-GF sofre hidrolise tempo

dependente no meio de cultura.

Os mamiferos expressam trés isoformas de [BGfenominados

TGF 1, 2 e 3. O TGB1 é a isoforma mais abundante em todos o0s
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tecidos. Mais de 85% do T@Fnos fluidos das feridas humanas é do tipo
1, embora no fluido de feridas de fetos do segumdaestre, que néo
formam cicatriz, o tipo 2 é a isoforma predominafiROBERTS &
SPORN, 1996; O'KANE & FERGUSON, 1997; LAWRENCE, 200A
expressdo do TGPB1 é seletivamente induzida em resposta a varios
estimulos que se seguem ap0s o0 trauma, isquemianddia, na
carcinogénese e fibronogénese. Em contraste, assgw dos TGB-2 e 3

€ regulada primariamente em resposta a sinais maiso de
desenvolvimento (ROBERTS & SPORN, 1996; GAHARMI.,2002).

O TGF$1 é um dos mais abundantes mitogénicos, na matriz
extracelular humana. Ele tem sido localizado entrosrde diferenciacao
Ossea e cartilaginosa. Tem sido reportado que o-fliGésta relacionado
com os estagios precoces da diferenciacdo ostéiohlamas esta inibido
nos estagios tardios da diferenciacédo osteoblagmadita-se que o TGF-
B seja ativado pelo microambiente acido criado pekteoclastos, quando
a reabsorcdo 6ssea aumenta, isto resulta no audietiteeracdo de TGF-
B. REDDI & HEGGINS (1972) determinaram que na nzafissea em po
havia uma intensa quimiotaxia para fibroblastosciamdo a fase
transformante, a qual acontecia do centro paraitepa. Um outro fator
relacionado com a influéncia da transcricdo gémloaTGF$1, foi a
presenca de interleucina-10 (IL-10), a qual dermnoas reduzir o RNAmM
do TGF$1 em aproximadamente 40% (CLARXKal.,1997).

Em relacdo a situacédo biologicamente latente iva db TGF-1
no sobrenadante da cultura osteoblastica aindeesi@esclarecido se o
TGF- B1 é sintetizado na forma ativa ou se o TGE-latente € ativado
apos a sua secrecao (CENTRELLA, 1994).
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Todas as trés isoformas do TGFsao detectadas no 0sso, mas o
TGF{$1 € o mais abundante. Informacfes derivadas delcesitu vitro,
com evidéncias do papel do TQ@E- nos diversos estagios do
desenvolvimento 6sseo (JANSSEMSI.,2005). Acredita-se que o TGF-
1 aumenta a formacgéo osseaitro principalmente recrutando osteblastos
progenitores e estimulando sua proliferacdo, bemo¢cgromovendo os
estagios iniciais de diferenciacdo e mineralizagdo.TGF$1 afeta a
migracao e a fusédo dos precursores dos osteockashise a atividade de
osteoclastos maduros, sendo liberado durante asaedo Ossea
(LOCKLIN, OREFFO &TRIFFITT, 1998). Os estagios maasdios da
diferenciacdo e mineralizacdo s&o regulados porosutatores de
crescimento como as BMPs. A apoptose dos osteobldst bloqueada
pela presenca de TGHR- Segundo KATAGIREt al. (1994) em contraste
com as BMPs o TGB4 néo é capaz de induzir a osteogénese em células
mesenquimais pluripotentes, embora ele possa iaibiiferenciacdo em

células miogénicas.

Muitas variaveis estao presentes na avaliacao jplel pa TGFB1 na
diferenciacdo osteogénica, tais como a densiddd&aigeconcentracdo do
soro e estagio de diferenciacdo celular. Em cultdea células a
concentracdo de TGFL foi encontrada na faixa de 0,15 a 15ng/ml. Em
concentracfes mais baixas proximas de 0,15ng/nd, s& observou
aumento de marcadores 0sseos e densidade celuwarivEis mais altos a
concentracdo de TG pode-se observar uma maior estimulagao da
proliferacdo de osteoblastos (JANSSENS al.,2005). Existe uma
indicacdo de que a adicdo de THn vitro estimula a producao do
colageno tipo I, da osteonectina, da sintese @®psntina e da fosfatase
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alcalina, bem como a replicacdo de células ostepitigas (KIM &
NIYIBIZI, 2001).

Neste estudo, a suplementacdo do meio de uraultdo grupo
CONTROLE e OSTEOG. foi realizada com TG@E- recombinante
humano (Sigma-Aldrich), na concentracdo @egiml, sendo esta
mesma concentracao utilizada por HORNHERI.(1998), MAEDAet al.
(2004).

No presente estudo, a atividade da fosfatase rdcaé da
osteocalcina foram avaliadas nos seguintes porgosadacterizacdo da
amostra: segundo, sétimo, décimo quarto, vigesimmeno, vigésimo
oitavo e qulinquagésimo sexto dias de culturaesgiontos de
caracterizacao foram escolhidos para que se pudésse uma curva de
atividade abrangente com uma observacdo ampla stabdicdo dos

valores em relagao ao tempo.

Em relacdo ao tempo maximo de cultura, os estudoaram muito
0s pontos de avaliacdo, alguns autores como ANDRRABEal. (1999)
cultivando células da medula éssea foram até oswige primeiro dia,
COELHO & FERNADES (1999a) cultivaram as mesmas laslaté o
quadragésimo segundo dia, COELHO & FERNANDES(1999b)
conduziram seu estudo de células da medula 0s8eatagésimo quinto
dia. Considerando a cultura de fibroblastos désas estudos de HEE
al.(2006) levaram a sua cultura até o vigésimo priongia. A escolha dos
pontos de avaliacdo dos estudos que envolvem arenidi@cao
osteoblastica, parece estar ligada ao fato de sjneaocadores da atividade

osteoblastica, no caso deste estudo, a fosfataaBnal e a osteocalcina
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nao possuirem ainda um pico de atividade defirpdés isto depende do

tipo celular, do meio de cultura e do objetivo dtudo.

No entendimento da Engenharia Tecidual a utilizaci#&o um
arcabouco para servir de apoio ou ambiente paraldéepacao celular, é
especialmente interessante quando o objetivo @rsgdlantacdo celular
(SUMITA et al., 2006), estes arcaboucos podem ser confeccionamos
biomateriais naturais ou sintéticos, sendo que aigrais encontram no
colageno o seu principal representante (VERN&DIdl.,2005). A opcéo
por carreador para as células tridimensional, canesponja de colageno,
permitiu a observacao da interacédo das célulasaceaponja de colageno,
que em todos os grupos foram semeadas na regifi@lcga superficie

superior da esponja.

O arcabouco utilizado neste estudo, foi uma espdajaolageno
hemofilica utilizada para preenchimento de areas sangramento , desta
maneira ja se sabia de antemdo que o materidtaré nenhum viés para
a sobrevivéncia das células, e tampouco reac&géaitas. Por se tratar de
um material pré-fabricado, sem a intencdo de selwirarcabouco para
engenharia tecidual, o qual deve possuir carattags especiais
(GOLDSTEIN et al.,2001), a sua estrutura interna nao obedecia a um
arranjo estrutural padronizado, como a esponjandesada por CHENet
al.(2004), a qual era constituida por uma estrutnuberna pré-determinada
permitir assim a adesao e proliferacdo celular, masntanto permitiria o
estudo da capacidade das células de migrar oupar@oo seu interior, e

se a suplementacéo do meio interferiria neste psoce

A esponja de colageno apresentou uma perda n@gsiler durante

o periodo de cultivo, devido ao fato da mesma fiocsrsa no meio de
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cultura, entdo optou-se pela inclusdo das espampas, a sua fixacdo para
avaliacdo histolégica, em agar, antes da sua @alesn resina, para que
pudéssemos identificar as superficies com maididade, bem comao,

manter a sua estrutura mais rigida para o corteici@tomo.

A inclusao em resina permite a obtencéo de cartesfe semi-finos,
propiciando uma visualizacdo mais clara da relaggélala-esponja. Os
corte realizados foram de 0,5um de espessura,posterior coloracao
com azul de toluidina e fuccina. Esta coloracaanier que as células
fossem marcadas em azul e a esponja em vermellahsérvacdo dos
cortes histologicos nos pontos de avaliacdo permdbservar um
comportamento similar em todos os grupos durapierimdo de cultivo, as
células permaneceram na superficie da esponjaatiagio de dois dias de
cultura e a partir do sétimo dia, observou-se uer@epacao das células

para o interior da esponja.

Uma outra avaliagdo, no caso de se utilizar a ¢spaban colageno,
poderia ser a verificagdo de eventuais areas teralizacdo da esponja,
gue pudessem ter ocorrido, devido ao fato dasa=lidrem expressado
marcadores da atividade osteoblastica. Utilizanmoa coloracdo a base de
nitrato de prata que pela afinidade deste mateoial o calcio, marca com
mais intensidade as areas de depositos mineradizdelcalcio fosfato na
esponja de colageno. A avaliacdo foi realizada drakese numa
verificacdo visual, que permitiu identificar, sesni@minas obtidas das
esponjas de colageno existiam ou ndo depositosratizaos que neste
caso, apresentaram-se como areas de uma coloragdonmescura
evidente. Para as laminas que ndo apresentaramumantarea de
mineralizacdo utilizamos o simbolo (-), para asih@s que apresentaram

pelo menos uma area evidente de mineralizacapautiths o simbolo (+).
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Esta escala foi utilizada, pela dificuldade emestabelecer uma
contagem realista das areas mineralizadas, quandbligza um arcabouco
tridimensional, como a esponja de colageno. Algangores como
(COELHO & FERNANDES, 1999a,b) avaliaram a intendeldas areas de
depdsitos mineralizados, mas no entanto, os autmrakzaram seus
estudos em garrafas de cultura, ou seja utilizatana cultura em
monocamada, faciltando o calculo da percentagem sdperficie

mineralizada da garrafa em relagcéo a superfiéi@ nmneralizadas.

Nos grupos CONTROLE e TGFL a escala foi negativa, indicando
que ndo havia nenhuma éarea de depdsito mineralizad |aminas
avaliadas. Nos grupos OSTEOG. e OSTEOG.PGFverificou-se que no
tempo de dois até o sétimo dia de cultivo a asfmalnegativa, mas no
décimo quarto dia até o quinquagésimo sexto diargba-se a presenca de
areas mineralizadas na esponja de colageno. Emmdaraenha sido o
objeto principal deste estudo, observou-se também awmento da
intensidade da coloracdo das éareas de depésitoratmaelo, com a
evolucao do tempo de cultivo, o que pode indicaa ualacéo direta do
grau de mineralizacdo da esponja com a elevacanideis de atividade da
FAL e quantidade de OC, que nestes dois grupasifithém crescente até
0 vigésimo primeiro dia, com subseqiente diminuigd® o final do

experimento.

Os resultados deste estudo, demonstraram quesdal linhagem
nao osteogénica, como os fibroblastos dérmicos hasnpodem responder
com diferenciacéo frente a estimulos do meio edhalar contendo ou néao
TGF{1. No entanto nenhum resultado obtido, permitierinfse os niveis
encontrados de atividade da FAL, da quantidade d& @ das

caracteristicas dos depdsitos mineralizados nangspe colageno, seriam
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suficientes para determinar se fibroblastos dérsimimanos poderiam ser
designados como uma fonte alternativa de célulaa p engenharia

tecidual do osso.

Como perspectivas deste estudo temos a utilizdQadGF1 em
células de linhagem osteogénica cultivados em msieogénico, da
utilizacdo de outros fatores de crescimento rexeliiciacao de fibroblastos
dérmicos, na avaliagdo do sistema RANK-RANKL nabradiblastos
diferenciados diferenciadas por meio de PCR-Riitiliazacao das esponjas

de colagenos carreadas com as células diferencemiasnodelos animais
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7. Conclusao

O TGF$1 no meio osteogénico, na cultura de fibroblastésmitos

humanos em esponja de colageno, aumentou a awgvidadfosfatase
alcalina e a quantidade de osteocalcina, naoaaller a interacéo
célula/esponja e a presenca de depdsitos minatafizie calcio fosfato na

estrutura da esponja de colageno
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ABSTRACT

Introduction: The research of new sources of cells for Tissugirtering
of the human bone, it is necessary because thefuke primary choice
for this therapy (bone marrow cell), can resultanmorbidity of the donor
area and poor expansiom vitro. Therefore, it is important to seek other
cellular sources to contribute to this therapy.

Objective To evaluate the influence of transforming growdbtbr-beta 1
(TGF-1) in the osteogenic differentiation of human ddrinaroblasts
cultured in a collagen sponge.

Methods The collagen sponges were cut in 16x2-mm sectiang
distributed into four groups according to the crdtuedium: CONTROL
(DMEM culture medium); TGHB1 (DMEM culture medium with 10 ng/ml
of TGF1); OSTEOG (DMEM culture medium with 0.5 pg/ml afcarbic
acid, 10 mmol/l of3-glycerophosphate and 10 nmol/L of dexamethasone);
and OSTEOG.TGB1 (osteogenic medium with 10 ng/ml of TGHE).
Measurements of the alkaline phosphatase (ALPYyigctnd the amount
of osteocalcin (OC) in the supernatant, as wellmesasurement of the
penetration of cells in the sponge by histology ar@hsurement of calcium
phosphate deposits by the Von Kossa test, werenpegtl on days 2, 7, 14,
21, 28, and 56 .

Results ALP activity and OC level: There were no diffeces between the
CONTROL and TGH1 groups in any of the measurements between any
of the measurement points. However, the measuredesyawere
significantly lower than the OSTEOG and OSTEOG.TgaFgroups. The
OSTEOG.TGH1 group achieved significantly higher. Interaction
Cell/Sponge: in all groups the cells were at thp & sponge in the
beginning and there were a penetration into thegpap to the end of the
experiments. Deposits of Calcium Phosphate: Thexe wo presence of
deposits in the CONTROL and TGH-groups. There were evidence of the
deposits in the OSTEOG. and OSTEG. TgaF-groups from the 14° day
up to 56° day.

Conclusion TGF{1 in osteogenic medium increased the ALP actiuity a
the OC levels but did not influence the interactweil/sponge and the
presence of mineralized deposits of calcium phasphdo the collagen
sponge.
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APENDICE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

para a coleta de Pele Humana

1 — Titulo do projeto: TGF-B1 em Fibroblastos e Humanos Cultivados
em Esponja de Colageno

2 — Tipo de estudo: experimentalin vitro ( em laboratério) com o
objetivo de avaliar a proliferacdo e diferenciagde fibroblastos e
adipécitos na presenca de TGH-cultivados em meio osteogénico;
“essas informacfes estdo sendo fornecidas panaasticipacao voluntaria
neste estudo, o qual tem por objetivo obter infm@es importantes para
um entendimento melhor do cultivo de fibroblastoadgdcitos, que sao
células presentes na pele e na gordura do corparfyne que podem de
alguma maneira ajudar no tratamento e na recujerdg tecido 6sseo
humano”.

3 — O seu ato operatorio transcorrera normalmeseta,nenhuma alteracao,
nenhum prejuizo fisico, moral ou psiquico; somesdrA coletada pele
que for retirada durante a cirurgia e que seripr@gada (porque ja nao
tem mais utilidade), para ser enviada ao labo@tieicultura de células da
Disciplina de Cirurgia Plastica da UNIFESP/EPM.

4 — Nao existem desconfortos e riscos ao paciente.

5 — Nao ha beneficio direto para o participante.

6 — Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acessoprafissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimentwvemtuais duvidas. O
principal investigador € o Dr Antonio Carlos Aloisue pode ser
encontrado no endere¢®ua Pedro de Toledo, 781 — 4 andar, fundos)
telefone(5579.2583). Se vocé tiver alguma sugesiadivida sobre a ética
da pesquisa, entre em contato com o Comité de &ticResquisa (CEP) —
Rua Botucatu, 572 — 1° andar — ¢j 14, 5571-106X:F%39-7162 —
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e-mail: cepunifesp@epm.br

7 — E garantida a todos os pacientes a liberdadeetisada deste
consentimento a qualquer momento e deixar de jpatideste estudo, sem
qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamesgta Instituicao;

8 — As informacbes obtidas serdo analisadas erjurdoncom outros
pacientes, ndao sendo divulgado a identificacaceddumm paciente;

9 — E assegurado a todos os pacientes o direisedmantido atualizado
sobre os resultados parciais da pesquisa, baspmardoisto que entre em
contato com o Dr. Antonio Carlos Aloise no enderég@ua Pedro de

Toledo, 781 — 4 andar, fundos) telefone (5579.2583).

10 — Nao ha despesas (pagamentos) pessoais paagtidpante em

nenhuma fase do estudo, incluindo exames e coasdltanbém néo ha
compensacao financeira relacionada a sua parté@p&g existir qualquer
despesa adicional, ela sera paga através do ortradepesquisa.

11 — Em caso de dano pessoal, diretamente causda® grocedimentos
ou tratamentos propostos neste estudo (nexo cawsaprovado), o
participante tem direito a tratamento médico naitligdo, bem como as
indenizacgOes legalmente estabelecidas.

12 — Existe um compromisso do pesquisador de attiiz informacdes e o
material coletado somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a ré@spaas informacdes que
li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estud

Eu discuti com o DrAntonio Carlos Aloise sobre a minha decisdao em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mars@dio as inetencdes do
estudo, os procedimentos a serem realizados, ssusrdortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimgmosianentes. Ficou
claro também que minha participacdo é isenta dpedas e que tenho
garantia do acesso a tratamento hospitalar quaadessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e pode&tgar 0 meu
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consentimento a qualquer momento, antes ou dusasu@ realizacdo, sem
penalidades, prejuizo ou perda de qualguer beoefjoe eu possa ter
adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do

X Data / /
paciente/representante legal
Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-
analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéaria o
Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou representante
legal para a participacao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo
estudo
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Unwersidade Federal de S0 Pauvlo Comité de Ftica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicing Hospital Sdo Paulo

Séo Paulo, 15 de setembro de 2006
CEP 1167/06

limo(a). Sr(a).
Pesquisador(z) ANTONIO CARLOS ALOISE
Co-Investigadores: Alfredo Gragnani Filho (orientador), Anelisa Bittencourt Campaner, Christiane Speponavicius
Sobral
Disciplina/Departamento: Cirurgia Plastica/Cirurgia da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sao Paulo
Patrocinador: Recursos Proprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “TGF beta 1 em fibroblastos e pré-adipécitos humanos cuiltivados em malha
de PGA-colageno”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: experimental, categoria A - cultura de células

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: sem risco.

OBJETIVOS: comparar a influéncia do fator de crescimento transformante B-1 na proliferagdo e diferenciagéo de
fibroblastos dérmicos, periodontais e pré-adipdcitos humanos cultivados em uma malha de PGA-colageno.

RESUMO: Estudo com cultura de células, fibroblastos dérmicos, fibroblastos periodontais e pre-adipocitos humanos,
cultivados em malha de PGA colageno, com a utilizagdo de um meio osteogénico com a adicdo de fator de
crescimento transformante B1. Serdo obtidos fibroblastos dérmicos humanos a partir de fragmentos de pele
descartados de procedimentos cirdrgicos da Disciplina de Cirurgia Pléstica da UNIFESP. Ser&o cultivados
fibroblastos periodontais humanos obtidos de fragmentos de ligamento periodontal de cirurgias de terceiros molares
inclusos. As culturas de fibroblastos serdo divididas, sendo uma metade semeada em meic adicionado de
dexametasona , &cido ascorbico e B-glicero-fosfato, e a outra metade cultivada em meio convencional. Sera realizada
cultura de adipéeitos a partir de tecido adiposo abdominal subcutineo obtido de cirurgias eletivas de
abdominoplastia. Os fibroblastos dérmicos, fibroblastos periodontais e pré-adipécitos serdo semeados em malha de
PGA-colageno. As células serfio cultivadas em meio basico ou osteogénico, acrescidas ou ndo de fator de
crescimento TGF-B1. Sera realizada avaliagéo apds 2,4,7 e 14 dias da semeadura das células. Serdo realizadas
avaliagbes histologicas & da atividade osteogénica ( avaliagéo da osteocalcing, da atividade da fosfatase alcalina e do
nivel de mineralizagdo da malha de PGA-colageno.).

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Estudo in vitro, com cultura de células obtidas de tecidos que seriam descartados
apos procedimento cirtrgico. Estudo visa avaliar crescimento celular de fibroblastos e adipécitos em malha de PGA
colageno, estimulados por TGF beta-1.

MATERIAL E METODO: Estao descritas as técnicas utilizadas, ndo havendo risco adicional ao paciente.

TCLE: apresenta TCLE para ser apresentado aos pacientes que cederédo material para a cultura de celulas.
DETALHAMENTO FINANCEIRO: n&o se aplica.

CRONOGRAMA: 24 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: doutorado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AQO CEP PREVISTOS PARA: 10/9/2007 e 4/9/2008.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&0 Paulo/Hospital Sdo Paulo ANALISOU e APROVOU
0 projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusdo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apos
analise das mudancgas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos 6rg@os competentes.

Atenciosapwente.
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Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana -~
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sdo Paulo/ Hospital S&o Paulo

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5538.7162
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