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The aim of this study was to compare the osteogenic potential of mesenchymal stem
cells obtained from bone marrow (BM-MSC) with those extracted from adipose tissue (AT-
-MSC) of adult dogs. The cells were phenotypically categorized according to the expression
of CD29, CD90, CD34 and CD45, and submitted to adipogenic and chondrogenic differen-
tiation for 21 days and osteogenic differentiation for 7, 14 and 21 days. Four groups were
formed: BM-MSC in osteogenic medium (1), BM-MSC in basal medium (2), AT-MSC in os-
teogenic medium (3) and ATMSC in basal medium (4). On days 7, 14 and 21 of osteogenic
differentiation, the cultures were submitted to evaluations of MTT conversion in formazan,
of alkaline phosphatase activity (AP), of collagen and mineralized matrix synthesis, evalu-
ation of the number of cells per field and there was quantification of the gene transcripts
for osterix, bone sialoprotein (BSP), osteonectin (ON) and osteocalcin (OC). Both the cells
obtained from bone marrow and those from adipose tissue showed high expression of stem
cells markers and low expression of hematopoietic cells markers (lower than 2%). Besi-
des, they were able to differentiate into osteoblasts, chondrocytes and adipocytes. AT-MSC
submitted to osteogenic differentiation showed higher MTT conversion in formazan than
BM-MSC, under the same conditions on days 7 and 21. The number of cells per field, the
AP activity, the collagen and mineralized matrix synthesis were higher in AT-MSC en diffe-
rentiation, in relation to BM-MSC under the same conditions in all evaluated times. Expres-
sions of osterix, BSP and OC were predominantly higher in differentiated BMMSC, however
the expression of ON was higher AT-MSC differentiated on days 7, 14 and 21. In conclusion,
AT-MSC present higher osteogenic potential than BM-MSC when extracted from adult dogs.

INDEX TERMS: Mesenchymal stem cells, osteogenic differentiation, dogs.

! Recebido em 15 de maio de 2015.

Aceito para publica¢do em 18 de janeiro de 2016.

2 Ntcleo de Células Tronco e Terapia Celular Animal (NCT-TCA), Depar-
tamento de Clinica e Cirurgia , Escola de Veterinaria, Universidade Fede-
ral de Minas Gerais (UFMG), Av. Antonio Carlos 6627, Belo Horizonte, MG
30123-970 e Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Av. Jodo Naves de
Avila 2121, Santa Ménica, Uberlandia, MG 38408-100 Brasil. *Autor para
correspondéncia: endrigogabellini@yahoo.com.br

2 Departamento de Medicina Veterinaria, Centro de Ciéncias Agrarias
(CCA), Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Alto Universitario,
Cx. Postal 16, Alegre, ES 29500-000, Brasil.

* Departamento de Bioquimica e Imunologia, Instituto de Ciéncias Bio-
l6gicas, UFMG, Av. Antonio Carlos 6627, Belo Horizonte, MG 30123-970.

21

RESUMO.- O objetivo deste estudo foi comparar o poten-
cial osteogénico das células tronco mesenquimais extrai-
das da medula 6ssea (CTM-MO) com as do tecido adiposo
(CTM-AD) de cées adultos. As células foram caracteriza-
das fenotipicamente quanto a expressio de CD29, CD90,
CD34 e CD45 e submetidas a diferenciacdo adipogénica
e condrogénica por 21 dias e osteogénica por 7, 14 e 21
dias. Foram constituidos quatro grupos: 1) CTM-MO em
meio osteogénico, 2) CTM-MO em meio basal, 3) CTM-AD
em meio osteogénico e 4) CTM-AD em meio basal. Aos
7, 14 e 21 dias de diferenciacdo osteogénica as culturas
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foram submetidas as avaliacdes da conversido de MTT
em formazan, da atividade da fosfatase alcalina (FA), da
sintese de colageno e de matriz mineralizada, avaliagao
do nimero de células por campo e foram quantificados
os transcritos génicos para osterix, sialoproteina 6ssea
(BSP), osteonectina (ON) e osteocalcina (OC). Tanto as
células extraidas da medula 6ssea quanto do tecido adi-
poso mostraram elevada expressdo de marcadores para
células tronco e baixa expressdo de marcadores de célu-
las hematopoiéticas (menor que 2%). Além disso, foram
capazes de se diferenciar em osteoblastos, condrdcitos e
adipdcitos. As CTM-AD submetidas a diferenciacdo osteo-
génica mostraram maior conversdo do MTT em formazan
que as CTM-MO, sob mesmas condig¢des aos 7 e 21 dias. O
numero de células por campo, a atividade da FA, a sintese
de colageno e de matriz mineralizada foram superior nas
CTM-AD em diferenciagido, em relacdo as CTM-MO sob as
mesmas condi¢des, em todos os tempos estudados. As ex-
pressoes de osterix, BSP e OC foram predominantemente
superiores nas CTM-MO diferenciadas, mas a expressao
de ON foi superior nas CTM-AD diferenciadas aos 7, 14 e
21 dias. Conclui-se que as CTM-AD apresentam maior po-
tencial osteogénico que as CTM-MO quando extraidas de
cdes adultos.

TERMOS DE INDEXACAO: Células tronco mesenquimais, diferen-
ciacdo osteogénica, cies.

INTRODUCAO

O cultivo celular bem sucedido e o subsequente uso das
células para tratamento de diferentes alteracdes é o pro-
posito das pesquisas na area de terapia celular e, por ser
um tema relativamente recente, muitos questionamentos
ainda carecem de respostas. Sabe-se que existem diferen-
tes populacdes de células tronco mesenquimais (CTM),
com distinta capacidade proliferativa e de diferenciacdo
no mesmo individuo (Payushina et al. 2006). Essas popu-
lagdes sdao também desigualmente distribuidas nos tecidos,
o que determina maior ou melhor potencial proliferativo e
de diferenciacdo das CTM isoladas de locais diferentes no
mesmo individuo (Strioga et al. 2012). Estudos ja mostra-
ram que o potencial osteogénico das CTM pode variar de
acordo com o tecido de origem (Dmitrieva et al. 2012), com
olocal de colheita (Neupane et al. 2008), com a espécie ani-
mal (Levi et al. 2011), com o género (Aksu et al. 2008) e
com a idade (Hell et al. 2012). Portanto, para terapias de
regeneracdo 6ssea é importante conhecer a melhor fonte
de CTM, levando-se em consideracdo o seu potencial de di-
ferenciacdo osteogénico.

A medula 6ssea (Lee et al. 2011) e o tecido adiposo
(Vieira et al. 2010) sdo considerados os principais sitios
para obtencdo dessas células, devido a maior quantidade e
facilidade de colheita e isolamento. No entanto, ainda nao
se sabe ao certo qual delas é a melhor fonte de CTM para
terapias de regeneragdo 6ssea. Muitos estudos ja foram
realizados em humanos e ratos mas, pouco se sabe sobre
o potencial osteogénico dessas células em outras espé-
cies como o cdo. Alguns pesquisadores demonstram que
as CTM oriundas da medula 6ssea (CTM-MO) apresentam
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maior potencial osteogénico que as CTM do tecido adiposo
(CTM-AD) (Park et al. 2012, Monaco et al. 2012), outros in-
dicam maior potencial osteogénico nas CTM-AD (Lin et al.
2009, Chung et al. 2012) e existem aqueles que mostram
potencial osteogénico semelhante entre os dois tipos celu-
lares (Spencer et al. 2012, Ranera et al. 2012). Em caes, os
estudos comparativos entre CTM-MO e CTM-AD sdo escas-
sos. Um deles comparou o potencial osteogénico das célu-
las tronco da medula éssea, do tecido adiposo e do cordao
umbilical em defeitos 6sseos de cdes (Kang et al. 2012).
Outro estudo comparou a expressao de alguns transcriptos
génicos da diferenciacdo osteogénica em culturas de CTM-
-MO e de CTM-AD, mas sem menc¢do a sintese de matriz
mineralizada. Ficou comprovado que nio ha diferenca na
expressdo de Oct3/4 e Sox2 entre CTM-MO e CTM-AD e que
a expressao de Nanog é 2,5 vezes maior em CTM-AD que
em CTM-MO (Takemitsu et al. 2012).

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar e com-
parar quantitativamente o potencial osteogénico das CTM-
-MO e das CTM-AD de caes adultos, por meio da sintese de
matriz mineralizada e da expressao de transcriptos génicos
da diferenciacao osteogénica, e sugerir portanto a melhor
fonte de CTM para uso nas terapias de regeneracdo 6ssea
em caes.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado de acordo com as normas internacio-
nais de bem estar animal apés aprovacdo pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG (protocolo n®
157/2009).

Colheita de células tronco e caracterizagio fenotipica

Foram utilizadas as células tronco da medula éssea e do teci-
do adiposo de trés cdes, machos, ndo castrados, sem raca definida
com dois anos de idade e massa corporal média de 18 Kg. Para a
colheita das amostras, os cdes foram submetidos apenas ao jejum
sélido de oito horas. Como medicagdo pré-anestésica, foram em-
pregados 1mg/kg IM de xilazina (Calmiun, Agener Unido, Brasil) e
15mg/kg IM de quetamina (Vetanarcol, Konig, Brasil), na mesma
seringa. 0 membro pélvico direito foi submetido a tricotomia des-
de a coluna lombo-sacra até o tarso e preparado para cirurgia as-
séptica. A veia cefalica foi canulada e os animais receberam propo-
fol (Fresofol, Fresenius Kabi, Brasil) (3mg/kg IV) para intubacdo
e manutencdo anestésica. Como analgésico e anti-inflamatorio foi
administrado meloxicam (Maxicam, Ouro Fino, Brasil) (0,2mg/kg
IM) imediatamente apds a induc¢do anestésica.

A coleta da medula 6ssea foi realizada por pungio aspirativa
na tibial proximal, pelo acesso medial, entre o ligamento patelar e
o ligamento colateral medial, com agulha 16G com mandril, aco-
plada a uma seringa de 10 mL contendo 0,5mL de heparina sédica
(Parinex, Hipolabor, Brasil) na concentracdo de 5000 Ul/mL. Foi
coletado 1mL de medula dssea de cada animal, totalizando 3mL
de amostra final. As amostras de tecido adiposo foram coletadas
cirurgicamente, removendo-se o tecido adiposo subcutaneo da
regido glitea imediatamente acima do trocanter maior. Foi cole-
tado aproximadamente 1cm?® de tecido adiposo de cada animal
totalizando cerca de 3cm?® de amostra final. Imediatamente apés
a coleta, as amostras de medula e de tecido adiposo foram coloca-
das separadamente em tubos falcon de 50mL contendo 20mL de
meio de cultura Dulbecco’s Modiffed Eagle Medium baixa glicose
(DMEM, Gibco, USA), a temperatura ambiente e encaminhadas
para sala de cultura para realiza¢cdo dos protocolos de extracdo
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para cada tipo de tecido. A amostra de medula éssea foi centri-
fugada por 10 minutos a 1400rpm e levada para capela de fluxo
laminar para manipulagdo asséptica. O sobrenadante foi despre-
zado e o pellet de células foi ressuspenso em 20mL de meio de cul-
tura para células tronco mesenquimais (meio basal), DMEM com
baixa glicose enriquecido com gentamicina (60pg/L), penicilina
(100 U/mL), estreptomicina (100pg/mL), anfotericina (25pg/
mL) (PSA, Sigma-Aldrich, USA) e 10% de soro fetal bovino (Sorali,
Brasil). Uma aliquota de 2mL do meio com as células ressuspen-
sas foi transferida para cada garrafa de cultivo celular T75 (Te-
chno Plastic Products in Trasadingen, Germany) e 8mL de meio
foram adicionados em cada garrafa. Foram feitas dez garrafas.
Realizou-se homogeneizac¢do e as garrafas foram incubadas em
estufaa 37°C e 5% de CO,. Apos 48h as células foram lavadas duas
vezes com PBS 0,15 molar para remo¢io das hemdcias e demais
células ndo aderidas. O meio de cultivo foi trocado duas vezes por
semana.

A extracdo das células tronco mesenquimais de tecido adiposo
foi realizada segundo o protocolo descrito a seguir que foi adapta-
do de protocolos estabelecidos por Neupane et al. (2008) e Vieira
etal. (2010).

As amostras de tecido adiposo foram também manipuladas
na capela de fluxo laminar. As amostras foram lavadas duas vezes
com PBS 0,15 molar para retirada de restos de sangue e debris
celulares. Para digestdo do tecido conjuntivo e liberagdo das célu-
las, as amostras foram colocadas em outro tubo falcon de 50 mL
contendo 20mL de uma solucdo estéril de colagenase B (Roche
Applied Science, Alemanha) 0,1% P/V. As amostras foram frag-
mentadas a particulas menores com tesoura cirurgica estéril. A
tesoura foi introduzida no tubo falcon de 50mL e com movimen-
tos de abrir e fechar, o tecido foi fragmentado ao maximo possivel.
Em seguida a amostra foi encubada em estufa a 37°C e 5% de CO,
durante 45 minutos e a cada 15 minutos a amostra foi vigorosa-
mente agitada para facilitar o processo de digestao. Transcorrido
o tempo de digestdo, a amostra foi centrifugada por 10 minutos a
1400rpm, o sobrenadante contendo a fracdo adiposa foi descarta-
do e o pellet foi ressuspenso em 10mL PBS 0,15 molar. A amostra
foi colocada em outro tubo falcon e centrifugada por 10 minutos a
1400rpm. Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e
o pellet, fragdo estromal, foi ressuspenso em 20mL de meio de cul-
tura basal (DMEM) da mesma forma como descrito para as células
extraidas da medula 6ssea. Uma aliquota de 2mL do meio com as
células ressupensas foi transferida para cada garrafa de cultivo
celular T75 e 8mL de meio foram adicionados em cada garrafa.
Foram feitas dez garrafas no total. Realizou-se homogeneizagio e
as garrafas foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO,. Ap6s
48h foi realizada troca parcial do meio de cultura, renovando ape-
nas 5SmL. Apds mais 48 h as células foram lavadas duas vezes com
PBS 0,15 molar para remocao de debris e células ndo aderidas. O
meio de cultivo foi trocado duas vezes por semana.

Assim que foi atingido 80 a 90% de confluéncia, as células
de cada grupo foram separadamente repicadas. Para desprendi-
mento das células, as garrafas foram lavadas com 10mL de PBS
0,15 molar para retirada dos restos de meio de cultura. Apés a
lavagem, foram adicionados 1,5mL de tripsina e a garrafa foi incu-
bada por 10 minutos em estufa a 37°C e 5% de CO,,. Transcorrido
o tempo de agdo da tripsina a mesma foi inativada com 5mL de
DMEM enriquecido com 10% de soro fetal bovino. As garrafas fo-
ram entdo lavadas com o préprio meio para retirada das células
e uma aliquota de 1mL foi repicada para outra garrafa T75 com
mais 9mL de meio de cultura. No terceiro repique ambos os tipos
celulares foram caracterizados fenotipicamente quanto a expres-
sdo de CD90, CD29, CD45 e CD34 e submetidas a diferenciagio
osteogénica por sete, 14 e 21 dias.

Para a caracterizacgdo fenotipica, as células de cada grupo fo-
ram submetidas separadamente a agio da tripsina e ressuspen-
sas em 1mL de solugdo PBS 0,15M + 10% SFB + 1% azida so6di-
ca a temperatura de 4°C para fixacdo, evitando a internalizacdo
dos epitopos de interesse. Elas foram contadas em camara de
Neubauer e plaqueadas na concentragdo de 1x10° células por
poco em placas de 96 pocos de fundo redondo. Foram feitos dois
pocos para controle negativo, dois pogos para controle de mar-
cacdo inespecifica s6 com anticorpo secundario conjugado com
FITC (ab6730, Abcam, USA) e dois pogos para cada marcador
CD90 (ab22541, Abcam, USA), CD29-PE (ab64629, Abcam, USA),
CD45 (ab22514, Abcam, USA) e CD34-PE (ab42902, Abcam, USA).
Apbs o plaqueamento, as células foram centrifugadas a 1400rpm
durante 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e adicionou-
-se 100uL de anticorpo primdrio para cada marcador. A placa foi
incubada protegida da luz, a 4°C por 30 minutos. Nos controles
negativos e para marcacdo inespecifica foram adicionados 100puL
de PBS 0,15M + 3% BSA. Utilizou-se as dilui¢des de 1/5 para o
CD29-PE, 1/10 para o CD34-PE e 1/500 para o CD90 e CD45. Esta
diluicdo foi feita com solugdo de PBS 0,15M + 3% BSA. Transcorri-
do o periodo de incubacdo, as células foram centrifugadas por 10
min a 1400 rpm e o sobrenadante foi descartado. As células foram
entdo submetidas a trés lavagens com 200uL de PBS 0,15M + 3%
BSA a 4°C para retirada dos anticorpos nao ligados. Em seguida
adicionou-se 100pL do anticorpo secundario conjugado com FITC
nos pocos referentes ao controle de ligagio inespecifica, e anticor-
pos primarios ndo conjugados com fluoréforo CD90 e CD45. Os
demais pogos, controle negativo, CD29-PE e CD34-PE receberam
100uL de PBS 0,15M + 3% BSA a 4°C. As células foram incubadas
por mais 30 minutos a 4°C, protegidas da luz. Apds o periodo de
incubagdo as células foram centrifugadas por 10 min a 1400rpm,
o sobrenadante foi descartado e as células foram submetidas a
mais trés lavagens com 200uL de PBS 0,15M + 3% BSA a 4°C para
retirada dos anticorpos nao ligados. Em seguida as células foram
ressuspensas em 200uL de PBS 0,15M + 10% SFB + 1% azida
sodica a 4°C, por pogo, e imediatamente encaminhadas para lei-
tura no citometro de fluxo FACScan (Fluorescence Activated Cell
Analyser), empregando-se o software Cell Quest, com aquisicdo
de 20000 eventos, tendo como parametros FSC e SSC em escala
linear e FL1 (para FIFC) e FL2 (para PE) em escala logaritmica.
Os dados foram analisados pelo programa WinMDI por graficos
dot plot.

Avaliacido da capacidade de diferenciacdao adipogénica, con-
drogénica e osteogénica

Apos a caracterizagdo fenotipica e antes do cultivo em meio
de diferenciacao, as CTM de cada grupo experimental foram ava-
liadas quanto a viabilidade celular pelo azul de Tripan. As CTM
foram cultivadas em garrafas T75 (1x10* células/cm?) com DMEM
e no momento do teste foram lavadas com PBS (0,15M) e subme-
tidas a acgdo da tripsina. O sobrenadante contendo as células foi
colhido e centrifugado a 1400g por 10 minutos, as células foram
ressuspensas em meio basal e coradas pelo azul de Tripan. As cé-
lulas vidveis (transparentes) e invidveis (em azul) de cada grupo
foram quantificadas em cimara de Neubauer.

Para diferenciacdo adipogénica as células de cada grupo fo-
ram submetidas separadamente a a¢do da tripsina e plaqueadas
na densidade de 1x10* células/cm? em seis repeticdes em placas
de seis po¢os. Apds a obtencdo de 60 a 70% de confluéncia celular
o meio basal foi substituido por meio adipogénico que é consti-
tuido do DMEM enriquecido com soro fetal bovino (10%), dexa-
metasona (1uM), insulina (10uL/mL), indometacina (100mM) e
isobutilmetilxantina (500mM). Em seguida as células foram culti-
vadas a 37°C e 5% de CO, por 21 dias e o meio de cultura trocado
a cada quatro dias. Transcorrido esse periodo as células foram fi-
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xadas em formalina 10% por 60 minutos, coradas pela técnica de
0il Red e avaliados por microscopia 6ptica, para confirmagao da
diferencia¢do adipogénica.

Para diferenciagdo condrogénica as células de cada grupo fo-
ram submetidas separadamente a acdo da tripsina e 1x10° células
de cada grupo foram colocadas em tubos falcon de 15ml e cul-
tivadas em meio basal por 24 horas. Apés esse periodo o meio
basal foi substituido por meio condrogénico que é constituido do
DMEM enriquecido com soro fetal bovino (1%), albumina sérica
bovina (0,0125g/mL), piruvato (100uM), insulina (6,25ng/mL),
transferrina (6,25n1g/mL), acido ascérbico (50pgM), dexametaso-
na (100nM) e TGF-f1 (10ng/mL). Em seguida as células foram
cultivados a 37°C e 5% de CO, por 21 dias e o meio de cultura
trocado a cada quatro dias. Transcorrido esse periodo os pellets
celulares foram fixados em formalina 10% por 60 minutos e pro-
cessados pela técnica rotineira de inclusdo em parafina. Cortes
histologicos com 5um de espessura foram corados pela técnica
de PAS e avaliados por microscopia 6ptica, para confirmagio da
diferencia¢do condrogénica.

Para diferenciacdo osteogénica as células de cada grupo foram
submetidas separadamente a a¢do da tripsina e plaqueadas na
densidade de 1x10* células/cm? em seis repeticées em placas de
seis pocos (Techno Plastic Products in Trasadingen, Alemanha).
Ap6s a obtengdo de 60 a 70% de confluéncia celular o meio basal
foi substituido por meio osteogénico que é enriquecido com aci-
do ascoérbico (50pg/mL), 3-glicerofosfato (Sigma-Aldrich, USA)
(10mM) e dexametasona (Aché, Brasil) (0,1uM), acrescido de
10% de soro fetal bovino. Em seguida as células foram cultivadas
a37°C e 5% de CO, por 21 dias. Ao término desse periodo as cul-
turas foram fixadas em alcool 70% por 24 horas, foram coradas
pelo método de Von Kossa adaptado de Prophet et al. (1992) e
avaliadas por microscopia 6ptica, para confirmagdo da diferencia-
¢do osteogénica.

Comparacio do potencial osteogénico das CTM-AD e CTM-MO

Formacao dos grupos experimentais. No terceiro repique
as células de cada grupo ou seja, CTM da medula 6ssea e do teci-
do adiposo foram distribuidas nos seguintes grupos: 1) CTM-MO
em meio osteogénico, 2) CTM-MO em meio basal, 3) CTM-AD em
meio osteogénico e 4) CTM-AD em meio basal. As células de cada
grupo foram cultivadas em quadruplicata a 37°C e 5% de CO, por
sete, 14 e 21 dias. Transcorridos esses periodos, foram avaliados
a conversdo do MTT em cristais de formazan, a atividade da fosfa-
tase alcalina, a sintese de colageno, a area celular e mineralizada
por campo e a expressdo relativa dos transcritos génicos para os-
terix (0SX), sialoproteina 6ssea (BSP), osteonectina (ON) e osteo-
calcina (OC) por RT-PCR em tempo real.

Conversao do MTT em formazan e atividade da fosfatase
alcalina. Para o teste de conversdo do MTT, as CTM de cada gru-
po foram cultivadas separadamente em placas de 24 pogos com
DMEM e meio osteogénico e ao término de cada periodo, submeti-
das ao teste de conversdo do MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltia-
zol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]} em cristais de formazan. O meio
foi substituido por 210uL de meio osteogénico com soro fetal bo-
vino em cada pogo e 170uL. de MTT (Invitrogen, USA) (5mg/mL).
A placa foi incubada por duas horas em estufaa 37°C e 5% de CO,.
Os cristais de formazan foram observados ao microscépio antes
do acréscimo de 210uL de SDS (s6dio dodecil sulfato)-10% HCl
que permaneceu overnight em estufa a 37°C e 5% de CO,. Poste-
riormente, 100uL de cada pogo foram transferidos para placas de
96 pogos para andlise na leitora de placas com comprimento de
onda de 595nm de acordo com Boeloni et al. (2013).

Para avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina, as CTM de
cada grupo foram cultivadas separadamente em placas de 24 po-
¢os com DMEM e meio osteogénico. Ao término de cada periodo,
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as culturas foram lavadas com PBS (0,15 molar). Em cada poco,
foram acrescentados 200uL de solugao de BCIT/NBT (Zymed La-
boratories, EUA). As amostras ficaram duas horas na estufa a 37°C
e 5% de CO, e foram observadas ao microscépio 6ptico antes do
acréscimo de 200uL de SDS (sédio dodecil sulfato)-10% HCI. Es-
tas amostras permaneceram overnight em estufa a 37°C e 5% de
CO,,. Posteriormente, 100uL de cada pogo foram transferidos para
placas de 96 pogos para leitura em espectrofotdometro com com-
primento de onda de 595nm de acordo com Ocarino et al. (2008).

Sintese de colageno, porcentagem de células e de matriz mi-
neralizada

Para avaliacdo da sintese de colageno, as CTM de cada gru-
po foram cultivadas separadamente em placas de 24 po¢os com
DMEM e meio osteogénico. Ao término de cada periodo, as cultu-
ras foram lavadas com PBS (0,15 molar). Adicionou-se em segui-
da, 1ml de Bouin em cada pogo, para fixa¢ao e a placa foi incubada
por duas horas em estufa a 37°C e 5% de CO, As placas foram en-
tdo retiradas da estufa e colocadas overnight a 6°C em geladeira.
Transcorrido esse periodo, as placas foram lavadas quatro vezes
com agua osmose reversa e secas para posterior coloragdo com
Sirius Red durante 30 minutos a temperatura ambiente. O excesso
do corante foi removido e as células foram lavadas trés vezes com
solugdo de HCI 0,01N e secas. Posteriomente, foram adicionados
300uL de NaOH 0,5M e a placa foi incubada por mais 30 minutos.
Em seguida, 100uL de cada pogo foram transferidos para placas
de 96 pogos para leitura em espectrofotdbmetro com comprimento
de onda de 540nm de acordo com Boeloni et al. (2009).

Para a determinacdo da porcentagem de células e dos nédu-
los de mineralizagdo por campo, as CTM de cada grupo foram
cultivadas separadamente em placas de seis pocos com laminulas
(22x22mm) estéreis, com DMEM e meio osteogénico. Ao término
de cada periodo de avaliagdo, as culturas foram fixadas em alcool
70% por 24 horas e coradas pelo método de Von Kossa adaptado
de Prophet et al. (1992). As porcentagens de células e de area mi-
neralizada por campo foram determinadas com o auxilio de uma
ocular micrométrica, contendo graticula com 121 pontos, em 25
campos, com objetiva de 4x.

Quantificacdo de transcriptos génicos da diferenciacio oste-
ogénica

Como controle positivo da diferenciagdo osteogeénica, foi uti-
lizado uma cultura primaria comercial de osteoblastos caninos
(Abcan, MA, USA), que foi descongelada conforme protocolo suge-
rido pelo fabricante e cultivados em garrafas T75, com os mesmos
meios e sob as mesmas condi¢des das CTM-MO e CTM-AD. No ter-
ceiro repique ap6s obtencao de 80 a 90% de confluéncia, as cultu-
ras de osteoblastos foram utilizadas para extracdo do RNA total e
posterior analise da expressdo de osterix, sialoproteina dssea, os-
teonectina e osteocalcina pela técnica de RT-PCR em tempo real.

Para a quantificacdo relativa dos transcritos génicos para os-
terix, sialoproteina dssea e osteocalcina por RT-PCR em tempo
real as CTM de cada grupo foram cultivadas em quadruplicata
em garrafas T25 com DMEM (meio basal) ou meio osteogénico.
Ao término de cada periodo de avaliagdo, extraiu-se o RNA total
das culturas de cada garrafa com o emprego do Trizol (Invitrogen,
USA) seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. 0 RNA
foi solubilizado em agua DEPC (Invitrogen, USA) livre de RNAse
e imediatamente armazenado a -802C. A concentracdo de RNA
foi determinada pela leitura da absorbancia a 260/280 nm, por
espectrofotometria. Foram realizadas as reagdes de transcricdo
reversa utilizando-se Kit SuperScript™ III Platinum® Two-Step
(Invitrogen, USA). Utilizou-se 1pug de RNA total para a sintese de
cDNA com um volume final de 20puL. As rea¢des de PCR foram fei-
tas em tempo real, utilizando-se 2ug de cDNA, 5pM de cada inicia-
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dor e 12,5uL do reagente syber Green (Invitrogen, USA) em um
volume final de 25uL de reacdo por pog¢o, no aparelho 7500 Real
Time PCR Sistem (Applied Biosystems, USA). Os parametros utili-
zados para amplificagdo foram: 50°C por 120 segundos, 95°C por
150 segundos e 45 ciclos, 95°C por 15 segundos e 60°C por 30
segundos. Os iniciadores foram pesquisados na literatura ou de-
lineados com base na sequéncia do mRNA Canis familiares (Qua-
dro 1). A expressdo génica foi calculada usando o método 244°T,
onde os resultados obtidos para cada grupo foram comparados
quantitativamente apds a normalizacdo baseada na expressdo de
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) Canis familiares.
Os niveis de expressdo obtidos nas culturas de osteoblastos foram
utilizados como controle positivo da diferenciacdo osteogénica
e como padrio de expressdo no calculo da expressado relativa de
cada transcrito.

Anilise estatistica

Realizou-se andlise de variancia (ANOVA) e para cada variavel,
foram determinados a média e o desvio padrdo. As médias foram
comparadas pelo teste SNK utilizando o programa Graphpad Ins-
tat3. As alteragbes na expressdao medidas pelo RT-PCR em tempo
real foram comparadas pelo teste de SNK apés transformacao lo-
garitmica dos dados. Diferencas foram consideradas significativas
para p<0,05 (Sampaio 1998).

RESULTADOS

Caracterizacdo fenotipica das CTM e comprovagio do po-
tencial de diferenciacdo em osteoblatos, adipécitos e con-
droblastos

Os protocolos utilizados para isolamento, cultivo e ex-
pansao das CTM-MO e CTM-AD foram eficientes e permiti-
ram a manutencdo das culturas até a sexta passagem quan-
do as células foram descartadas. As CTM-MO e as CTM-AD
apresentaram morfologia alongada, fusiforme, semelhante
a morfologia de fibroblastos (Fig.1).

A caracterizagdo fenotipica por citometria de fluxo
das CTM-MO mostrou baixa expressdo de marcadores de
células hematopoiéticas CD45 (1,45%) e CD34 (1,53%)
e alta expressdo de marcadores de células tronco CD90
(80,04%) e CD29 (96%). Resultado semelhante foi obtido
apos a caracterizacgao fenotipica por citometria de fluxo das
CTM-AD, isso é, baixa expressdo de marcadores de células
hematopoiéticas CD45 (1,54%) e CD34 (0,88%) e alta ex-
pressdo de marcadores de células tronco CD90 (60,94%) e
CD29 (77,08%).

As CTM-AD e CTM-MO apresentaram a formacdo de né-
dulos de mineralizacdo ap6s 21 dias de cultivo em meio os-

teogénico, caracterizando sucesso na diferenciacdo osteo-
génica (Fig.2). Verificou-se a formacao de vesiculas lipidicas
com aspecto birrefringente e coloracdo avermelhada por
Sudam no interior do citoplasma das CTM-MO e CTM-AD
apos 21 dias de cultivo em meio adipogénico o que caracte-
riza a diferenciagdo adipogénica dessas células (Fig.2). Apds
21 dias de cultivo em meio condrogénico, foi possivel obser-
var a diferenciagdo das CTM-MO e CTM-AD em condrocitos
com o acumulo de proteoglicanos corados em violeta vivo
no interior do citoplasma e na matriz extracelular (Fig.2).
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Fig.1. (A) Fotomicroscopia de contraste de fase das células tronco
mesenquimais extraidas de medula dssea e (B) do tecido adi-
poso de cdes. Observar a morfologia alongada e fusiforme das

células. Barra = 70um.
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Fig.2. Cultura de células tronco mesenquimais extraidas da medu-
la (1) e do tecido adiposo (2) de cdes submetida a diferencia-
¢do osteogénica (A), adipogénica (B) e condrogénica (C) por
21 dias. Observar nas imagens 1A e 2A os nddulos de minera-
lizacdo corados em vermelho pela técnica de Von Kossa; nas
imagens 1B e 2B as vesiculas lipidicas com aspecto birrefrin-
gente e coloragdo avermelhada no interior das células coradas
pela técnica Oil Red e nas imagens 1C e 2C os proteoglicanos
corados em violeta vivo pela técnica de PAS. Barras das ima-
gens 1A e 2A =350pm e das imagens 1B, 2B, 1Ce 2C = 8,75um.

Quadro 1. Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos iniciadores para RT-PCR em
tempo real

Genes
Referéncia ou N2 de acesso

Oligonucleotidios iniciadores
(sequéncias de nucleotideos 5" a 3")

Temperatura de
anelamento (°C)

Tamanho do produto
(pares de base)

Osterix (0SX) F- ACGACACTGGGCAAAGCAG 60 285
(Neupane et al. 2008) R- CATGTCCAGGGAGGTGTAGAC

Sialoproteina 6ssea (BSP) F- TTGCTCAGCATTTTGGGAAT 60 295
(Vieira et al. 2010) R- AACGTGGCCGATACTTAAAGAC

Osteonectina (ON) F- GCCTTGGCAGCCCCTCAACA 60 108
(XM_849889.1) R- CACCTGCACGGGGTTGGCTC

Osteocalcina (0C) F- GAGGGCAGCGAGGTGGTGAG 62 134
(Neupane et al. 2008) R- TCAGCCAGCTCGTCACAGTTGG

GAPDH F- CCATCTTCCAGGAGCGAGGAT 60 97

(Vieira et al. 2010)

R- TTCTCCATGGTGGTGAAGAC
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Comparacao da diferenciacio osteogénica das CTM-
-MO e CTM-AD

Conversao do MTT em formazan e atividade da fos-
fatase alcalina. Em todos os grupos houve aumento da ca-
pacidade de conversdao do MTT em cristais de formazan ao
longo do tempo de cultivo, independente do meio utilizado
(Fig.3). As CTM mantidas em meio basal mostraram maior
capacidade de conversdo de MTT que as mantidas em meio
osteogénico, aos 14 e 21 dias de cultivo, ja aos sete dias,
as CTM mantidas em meio osteogénico mostraram maior
conversdao de MTT que as mantidas em meio basal (Fig.3).
Quando mantidas em meio basal, as CTM-AD mostraram
maior conversdo de MTT que as CTM-MO, em todos os tem-
pos estudados (Fig.3). Em meio osteogénico, as CTM-AD
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mostraram maior conversdao de MTT que as CTM-MO aos
sete e 21 dias de cultivo e nenhuma diferenca foi observada
aos 14 (Fig.3).

As CTM mantidas em meio osteogénico mostraram
maior atividade da fosfatase alcalina que as mantidas em
meio basal, em todos os tempos estudados (Fig.4). Inde-
pendente do meio de cultura utilizado, as CTM-AD mostra-
ram maior atividade da fosfatase alcalina que as CTM-MO,
em todos os tempos estudados (Fig.4).

Sintese de colageno, porcentagem de células e de
matriz mineralizada. Em todos os grupos houve aumento
da percentagem de células por campo, ao longo do cultivo,
independente do meio utilizado. As CTM-MO mantidas em
meio basal mostraram maior celularidade que as mantidas
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Fig.3. Média e desvio padrdo da conversdao do MTT em cristais de formazan em culturas de CTM-MO e CTM-AD de caes, mantidas em
meio basal (DMEM) e meio osteogénico (OST) por sete, 14 e 21 dias. *(P<0,05).
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Fig.4. Média e desvio padrdo da atividade da fosfatase alcalina em culturas de CTM-MO e CTM-AD de cdes, mantidas em meio basal
(DMEM) e meio osteogénico (OST) por sete, 14 e 21 dias. *(P<0,05).
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Fig.5. Porcentagem média e desvio padrao da area celular por campo em culturas de CTM-MO e CTM-AD de cies, mantidas em meio basal
(DMEM) e meio osteogénico (OST) por sete, 14 e 21 dias. *(P<0,05).
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Fig.6. Média e desvio padrao do colageno em culturas de CTM-MO e CTM-AD de cdes, mantidas em meio basal (DMEM) e meio osteogé-

nico (OST) por sete, 14 e 21 dias. *(P<0,05).

em meio osteogénico, aos 21 dias de cultivo, ja aos sete e
14, nenhuma diferenca foi observada (Fig.5). As CTM-AD
mantidas em meio basal mostraram maior celularidade
que as mantidas em meio osteogénico, em todos os tempos
estudados (Fig.5). As CTM-ADs mostraram maior celulari-
dade que as CTM-MOs em todos os tempos estudados inde-
pendente do meio de cultura utilizado (Fig.5).

Em todos os grupos houve um aumento na sintese de
colageno ao longo do tempo de cultivo, independente do
tipo de meio utilizado. As CTM-MO mantidas em meio ba-
sal mostraram maior dosagem de colageno que as manti-
das em meio osteogénico, aos sete e 21 dias de cultivo, ja
aos 14 dias, maior sintese de coldgeno foi observada nas
CTM-MO mantidas em meio osteogénico (Fig.6). As CTM-
-AD mantidas em meio basal mostraram maior sintese de
colageno que as mantidas em meio osteogénico, aos 14 e 21
dias de cultivo, j& aos sete dias, maior sintese de colageno
foi observada nas CTM-AD mantidas em meio osteogénico
(Fig.6). As CTM-AD mostraram maior sintese de colageno
que as CTM-MO em todos os tempos estudados, indepen-
dente do meio de cultivo utilizado (Fig.6).

As CTM-MO submetidas a diferenciagdo osteogénica
formaram apenas um nédulo de mineralizacdo aos 21 dias
de cultivo em todos os campos avaliados (Fig.2, 7 e 8). As
CTM-AD submetidas a diferencia¢do osteogénica formaram
nodulos de mineralizagdo em todos os tempos estudados e
mostraram aumento na porcentagem de area mineralizada
por campo, ao longo do tempo de cultivo (Fig.7 e 8). Nao
houve, em nenhum dos tempos estudados, formacdo de né-
dulos de mineralizacdo nas CTM-AD e CTM-MO mantidas
em meio basal (Fig.7 e 8). As CTM-AD em meio osteogéni-
co mostraram maior area mineralizada por campo que as
CTM-MO sob as mesmas condi¢des, em todos os tempos
estudados (Fig.7 e 8).

Transcriptos génicos da diferenciacao osteogénica.
Independente de sua origem, as CTM mantidas em meio
osteogénico mostraram maior expressao de osterix do que
as mantidas em meio basal, em todos os tempos estudados
(Fig.9). As CTM-AD e CTM-MO submetidas a diferenciacdo
osteogénica também mostraram maior expressao de oste-
rix que os osteoblastos, excecdo feita as CTM-MO aos 21
dias que mostraram expressdo de osterix discretamente
inferior a dos osteoblastos (Fig.9). Nao foi observada di-
ferenca na expressao de osterix pelas CTM-MO e CTM-AD
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Flg 7. Cultura de células tronco mesenquimais extraidas da me-
dula (1) e do tecido adiposo (2) de cdes submetida a diferen-
ciagdo osteogénica por sete (A), 14 (B) e 21 (C) dias. Observar
aumento crescente da area de matriz mineralizada durante o
cultivo, representada por nédulos escuros, corados pela téc-
nica de Von Kossa. O grupo células tronco extraidas do tecido
adiposo (2) apresentou maior drea de matriz mineralizada
quando comparado com o grupo células tronco extraidas da
medula éssea (1) durante todos os tempos estudados. Barra
=350um

mantidas em meio basal, em nenhum dos tempos estuda-
dos (Fig.9). Aos 21 dias de cultivo, as CTM-AD submetidas
a diferenciacdo osteogénica mostraram maior expressio de
osterix que as CTM-MO sob as mesmas condigdes. Ja aos
sete e 14 dias, a maior expressio de osterix foi observada
nas CTM-MO (Fig.9).

As CTM mantidas em meio osteogénico mostraram
maior expressdo de sialoproteina dssea do que as manti-
das em meio basal, excecdo feita as CTM-MO aos 14 dias
que nao mostraram diferenca na expressao de sialoprote-
ina quando cultivadas em meio basal e em meio osteogé-
nico (Fig.10). Os niveis de expressdo de sialoproteina 6s-
sea apresentados pelas CTM-MO e CTM-AD submetidas a
diferenciacdo osteogénica ndo alcancaram os niveis osteo-
blasticos de expressdo de sialoproteina 6ssea, em nenhum
dos tempos estudados (Fig.10). As CTM-MO mantidas em
meio basal mostraram maior expressdo de sialoproteina
6ssea que as CTM-AD sob mesmas condig¢des, aos sete dias
de cultivo, mas nenhuma diferenca foi observada aos 14 e
21 (Fig.10). Aos 14 dias de cultivo, as CTM-AD submetidas
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a diferenciacdo osteogénica mostraram maior expressio de
sialoproteia 6ssea que as CTM-MO sob mesmas condic¢ées,
ja aos sete e 21 dias, a maior expressao de sialoproteia 6s-
sea foi observada nas CTM-MO (Fig.10).

Independente de sua origem, as CTM mantidas em meio
osteogénico mostraram maior expressdo de osteonectina
que as mantidas em meio basal, em todos os tempos estu-
dados. As CTM-AD e CTM-MO submetidas a diferenciacdo
osteogénica também mostraram maior expressdo de os-
teonectina que os osteoblastos, excecao feita as CTM-MO

Endrigo G.L. Alves et al.

aos 21 dias que mostraram uma expressio de osteonecti-
na inferior a dos osteoblastos (Fig.11). Nao foi observada
diferenca na expressdo de osteonectina pelas CTM-MO e
CTM-AD mantidas em meio basal, em nenhum dos tempos
estudados (Fig.11). As CTM-AD submetidas a diferencia¢do
osteogénica mostraram maior expressdo de osteonectina
que as CTM-MO sob as mesmas condi¢des, em todos os
tempos estudados (Fig.11).

Independente de sua origem, as CTM mantidas em meio
osteogénico mostraram maior expressdo de osteocalci-
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Fig.8. Média e desvio padrdo da area de matriz mineralizada por campo em culturas de CTM-MO e CTM-AD de cdes, mantidas em meio
basal (DMEM) e meio osteogénico (OST) por sete, 14 e 21 dias. *(P<0,05).
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Fig.9.Média e desvio padrio da quantificagio relativa do transcrito génico para osterix pela técnica de RT-PCR em tempo real em culturas
de CTM-MO e CTM-AD de cdes, mantidas em meio basal (DMEM) e meio osteogénico (OST) por sete, 14 e 21 dias. Os dados estdo
expressos em relacdo ao osteoblasto canino mantido em meio basal (DMEM) (linha tracejada). *(P<0,05).
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Fig.10. Média e desvio padrao da quantificagdo relativa do transcrito génico para sioloproteina dssea (BSP) pela técnica de RT-PCR em
tempo real em culturas de CTM-MO e CTM-AD de cdes, mantidas em meio basal (DMEM) e meio osteogénico (OST) por sete, 14 e 21
dias. Os dados estdo expressos em relagdo ao osteoblasto canino mantido em meio basal (DMEM), o valor de expressao do osteoblas-

to foi considerado igual a um. *(P<0,05).
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Fig.11. Média e desvio padrdo da quantificagdo relativa do transcrito génico para osteonectina (ON) pela técnica de RT-PCR em tempo
real em culturas de CTM-MO e CTM-AD de cies, mantidas em meio basal (DMEM) e meio osteogénico (OST) por sete, 14 e 21 dias. Os
dados estdo expressos em relagdo ao osteoblasto canino mantido em meio basal (DMEM). (linha tracejada). *(P<0,05).
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Fig.12. Média e desvio padrio da quantificacdo relativa do transcrito génico para osteocalcina (OC) pela técnica de RT-PCR em tempo
real em culturas de CTM-MO e CTM-AD de cdes, mantidas em meio basal (DMEM) e meio osteogénico (OST) por sete, 14 e 21 dias.
Os dados estdo expressos em relagdo ao osteoblasto canino normal mantido em meio basal (DMEM). (linha tracejada). *(P<0,05).

na que as mantidas em meio basal e que os osteoblastos,
em todos os tempos estudados (Fig.12). Nao foi observa-
da diferenca na expressao de osteocalcina pelas CTM-MO e
CTM-AD mantidas em meio basal, em nenhum dos tempos
estudados (Fig.12). As CTM-MO submetidas a diferencia-
¢do osteogénica mostraram maior expressao de osteocalci-
na que as CTM-AD sob as mesmas condic¢oes de cultivo, em
todos os tempos estudados (Fig.12).

DISCUSSAO
A forma alongada semelhante a fibroblasto apresentada
pelas CTM-MO e CTM-AD e sua capacidade de diferenciacdo
em osteoblastos, adipdcitos e condrdcitos, mostram suces-
so no isolamento das células tronco mesenquimais (CTM),
critérios esses ja definidos pela International Society for
Cellular Therapy, como padrio para a comprovacgio de que
a cultura é constituida por CTM (Dominici et al. 2006). A
alta expressdo de marcadores de células tronco e a baixa
expressdao de marcadores de células hematopoiéticas ob-
servadas no presente estudo, confirmam o sucesso no iso-
lamento das CTM a partir de amostras de medula 6ssea e de
tecido adiposo. Esse padrido de expressdo é mundialmente
aceito como caracteristico das células tronco mesenqui-
mais (Dominici etal. 2006, Aksu et al. 2008, Levi etal. 2011,
Martinello et al. 2011). A International Society for Cellular
Therapy definiu que as CTM devem expressar marcadores

como CD105, CD73 e CD90 e ndo expressar os marcadores
de células hematopoiéticas (Dominici et al. 2006). A alta
expressdo de CD90, marcador de CTM, e baixa expressido
de CD45 e CD34, marcadores de células hematopoiéticas,
observadas nas culturas do presente estudo, sugerem o iso-
lamento de CTM e excluem a possibilidade de isolamento
de células tronco hematopoiética, especialmente na cultura
extraida da medula dssea. De forma semelhante a elevada
expressao de CD29, marcador de CTM ndo é expresso por
fibroblastos caninos (Lee et al. 2011), corrobora com o iso-
lamento de CTM e exclui a possibilidade do isolamento de
fibroblastos, principalmente das culturas extraidas do teci-
do adiposo. Outros marcadores de CTM podem também ser
utilizados em cies como CD44 (Vieira et al. 2010), CD33,
CD105, CD184, OCT4 (Seo et al. 2009), CD140a, CD117
(Martinello et al. 2011), CD56, CD146, CD271(Rozemuller
etal. 2010), mas ndo haviam, na época do experimento, an-
ticorpos especificos para cio disponiveis no mercado.

A menor conversido de MTT em cristais de formazan ob-
servada nas CTM submetidas a diferenciacdo osteogénica
no presente estudo quando comparadas as CTM cultiva-
das em meio basal, sugerem menor atividade mitocondrial
nos grupos submetidos a diferenciacdo, o que também
foi observado em CTM de ratos (Boeloni et la. 2013) e de
humanos (Li & Sun 2011). Isso pode ter ocorrido devido
ao menor metabolismo dos osteoblastos, que sdo as célu-
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las diferenciadas, quando comparado com as CTM indi-
ferenciadas (Datta et al. 2008) mas também, pela menor
quantidade de células presente nos grupos submetidos a
diferenciacdo osteogénica como observado neste estudo,
apesar do numero inicial de células ter sido inicialmente
padronizado para todos os grupos. Com a progressao dos
estagios de diferenciacdo ha reduc¢io da capacidade proli-
ferativa da célula e um deslocamento da atividade celular
para a sintese de proteinas especificas da célula diferencia-
da e dos componentes da matriz extracelular (Payushina et
al. 2006).

A maior conversido de MTT em cristais de formazan e
a maior celularidade observadas nas culturas de CTM-AD
quando submetidas a diferenciac¢io, sugere maior atividade
dessas células em relacdo as CMT-MO sob as mesmas con-
di¢des. Esta pode ser uma das vantagens do uso das CTM-
-AD, visto que uma célula mais ativa pode produzir mais
matriz extracelular, como foi o caso quando da avaliagdo da
matriz mineralizada, favorecendo assim a regeneracdo 6s-
sea quando utilizada in vivo para esse fim.

0 aumento gradual e progressivo da atividade da fosfa-
tase alcalina durante o processo de diferenciacdo osteogé-
nica em ambos os tipos celulares CTM-MO e CTM-AD, suge-
re sucesso na diferenciacdo osteogénica dessas células. A
maior atividade da FA observada nas CTM-AD em relacdo
as CTM-MO indica maior potencial osteogénico das CTM-
-AD, visto que a FA é um dos marcadores mais utilizados na
diferenciacdo osteogénica in vitro (Eslaminejad & Taghiyar
2010). A FA é uma enzima presente na membrana do osteo-
blasto e que participa da sintese e mineralizacdo da matriz
Ossea (Datta et al. 2008). No processo de diferenciacao os-
teogénica, sua expressdo pode aumentar em até 27 vezes,
sendo considerada um marcador precoce da diferenciacdo
osteogénica expresso em pré-osteoblastos e osteoblastos
(Kassem et al. 2008).

A maior sintese de colageno e a maior area de matriz mi-
neralizada observadas nas culturas de CTM-AD em relacdo
as CTM-MO mantidas em meio osteogénico, demonstram
maior capacidade de produgido de matriz extracelular das
CTM-AD, em comparagdo com as CTM-MO sob as mesmas
condigdes de cultivo. O colageno I é o principal constituinte
da matriz 6ssea organica representando cerca de 90% de
sua composicdo, podendo ser expresso por células osteo-
progenitoras, pré-osteoblastos e osteoblastos (Nakashima
etal. 2002). A formacgdo de néddulos de mineralizacdo a par-
tir do sétimo dia de cultivo nas CTM-AD mantidas em meio
osteogénico, confirma a diferenciagiao dessas células. Apds
a diferenciacdo osteogénica as CTM adquirem forma cuboi-
dal ou poligonal semelhante aos osteoblastos e se agrupam
concentricamente formando nddulos mineralizados (Esla-
minejad & Taghiyar 2010). Esses n6dulos sdo considerados
indicadores de diferenciagao osteogénica “in vitro” (Chung
etal. 2012, Spencer et al. 2012) e sua quantificacao € a for-
ma mais fidedigna de avaliar a osteogénese “in vitro’, visto
que a producdo de matriz mineralizada, ndo indica apenas
a fase final da diferencia¢do osteogénica, mas também a ati-
vidade metabdlica das células diferenciadas (Bruedigam et
al.2011).

0 aumento na expressado de osterix encontrado nas cul-
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turas de CTM-MO e CTM-AD submetidas ao protocolo de
diferenciacdo é outro importante indicativo da diferencia-
¢do osteogénica. O osterix é um fator de transcri¢do im-
prescindivel no processo de diferenciacdo osteogénica e
atua na transformagdo dos pré-osteoblastos em osteoblas-
tos maduros, finalizando assim o processo de diferenciagao
(Franceschi et al. 2009). O aumento da expressao de oste-
rix pelas CTM submetidas a diferenciacdo osteogénica ja foi
relatado em estudos com ratos e humanos, sendo também
considerado um marcador da diferenciacdo osteogénica
em caes (Neupane et al. 2008).

O aumento da expressdo de proteinas ndo colagéni-
cas, como a sialoproteina 6ssea (BSP), osteonectina (ON)
e osteocalcina (OC) durante o processo de diferenciacdo
observado no presente estudo, comprova o estagio final
da diferenciacdo osteogénica das CTM-MO e das CTM-AD.
As proteinas ndo colagénicas da matriz sdo consideradas
marcadores fidedignos de diferenciacdo osteogénica e es-
tdo intimamente relacionados com a produgdo e minera-
lizacdo da matriz extracelular. A BSP é uma das proteinas
responsaveis pelo inicio do processo de nucleagao e depo-
sicdo de hidroxiapatita na matriz 6ssea. O aumento na sua
expressao reflete uma fase final da diferenciagio e inicio
de mineralizacdo da matriz. A sialoproteina éssea pode ser
expressa por pré-osteoblastos e osteoblastos (Datta et al.
2008). 0 aumento da sua expressdo também ja foi relatado
durante o processo de diferenciacdo osteogénica de CTM-
-AD em caes (Vieira et al. 2010). A osteocalcina é uma glico-
proteina especifica do tecido 6sseo que atua promovendo
a mineralizacdo da matriz. Ela é expressa por osteoblastos
e reflete também o final da diferenciacdo e da maturagio
da matriz éssea e é considerada o marcador tardio mais
especifico da diferenciacao osteogénica (Nakashima et al.
2002). O aumento crescente de sua expressao é caracteris-
tico do processo de diferenciacdo osteogénica de CTM-MO
e CTM-AD (Chung et al. 2012). A osteonectina também esta
relacionada com a mineralizagdo da matriz no estagio final
de diferencia¢do (Nakashima et al. 2002).

Embora as culturas de CTM-MO, sob diferenciacdo os-
teogénica, tenham demonstrado maior expressdo de os-
terix, sialoproteina éssea e de osteocalcina em relagdo as
CTM-AD, isso ndo promoveu maior osteogénese “in vitro”,
caracterizada pela sintese de matriz mineralizada. A quan-
tificacdo dos transcritos génicos para determinadas prote-
inas como a sialoproteina dssea e a osteocalcina é um im-
portante indicativo de sua sintese, no entanto, nao garante
que essas proteinas estejam de fato sendo sintetizadas. Fa-
tores relacionados com a exportacdo do RNA mensageiro
(mRNA) do ntcleo para o citoplasma, com a estabilizacdo
mRNA para que ele chegue integro no local de tradugao e
fatores relacionados diretamente com a tradu¢do podem
fazer com que um mRNA nio seja traduzido em proteina
(Fabian et al. 2010).

Em ensaios realizados com as CTM dos mesmos cdes
deste estudo, porém ainda na fase de crescimento ou seja,
com quatro meses de idade, observou-se que as CTM-MO
foram as que apresentaram maior diferenciacdo osteogé-
nica (dados néo publicados). E provavel que essa diferenca
no potencial osteogénico das CTM, tenha sido decorrente
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do fato de que no animal em crescimento, o metabolismo
0sseo é acelerado, principalmente no que diz respeito a
diferenciacdo dos osteoblastos para a sintese de matriz
0ssea, 0 que poderia justificar a maior diferenciagcdo osteo-
génica das CTM da medula dssea, nesta fase. Dessa forma,
fica evidente que a idade do cdo pode influenciar na capaci-
dade de diferenciacdo das CTM-MO. Em ratos, as CTM-MO
também tem seu potencial osteogénico comprometido pela
idade (Hell et al. 2012) e pela presenca de doencas éssea
ou endécrina (Boeloni et al. 2013). A maior diferenciacdo
osteogénica aliada a menor variagido do potencial osteogé-
nico, sdo algumas das razoes, que justificam a utilizacdo das
CTM do tecido adiposo em defeitos dsseos. Mas em cies,
a eficacia do uso das células tronco do tecido adiposo em
defeitos ou doencas 6sseas ainda merece ser investigada.

CONCLUSAO

As culturas de CTM-AD apresentam maior potencial oste-
ogénico “in vitro” que as de CTM-MO quando extraida de
caes adultos.
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