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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o produto idnico do biovidro 60S (BV60S) na diferenciagdo
osteogénica de células-tronco mesenquimais de origem adiposa (CTM-AD) de cdes. As CTM-AD foram
diferenciadas sem OST e com o produto idnico (Pl OST) por sete, 14 e 21 dias. Avaliou-se 0 MTT, a
fosfatase alcalina (FA), o colageno, mineralizacdo e as expressdes de osterix (OSX), sialoproteina dssea
(BSP), osteonectina (ON) e osteocalcina (OC). O grupo Pl OST mostrou menor conversdo de MTT aos
sete dias e maior converséo aos 21 dias. A atividade de FA foi maior no grupo OST, aos 14 e 21 dias. A
sintese de colageno foi maior no grupo OST aos sete e 21 dias. Verificou-se maior area mineralizada no
grupo Pl OST em todos os tempos. N&o houve diferencas nas expresses de OSX e OC entre 0s grupos.
Observou-se maior expressao de BSP no grupo P1 OST, aos 14 e 21 dias. A expressdo de ON foi maior no
grupo OST aos 14 dias. Concluiu-se que o produto idnico do BV60S favorece a osteogénese in vitro de
CTM-AD de cées.
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ABSTRACT

The aim was to evaluate the ionic product of 60S bioglass (BV60S) in osteogenic differentiation of
mesenchymal stem cells from adipose tissue (ADMSCs) in dogs. ADMSCs were differentiated without the
ionic product (OST) and with the ionic product (PI1-OST) for 7, 14 and 21 days. We evaluated the MTT,
alkaline phosphatase (ALP), collagen mineralization and expressions of osterix (OSX), bone sialoprotein
(BSP), osteonectin (ON) and osteocalcin (OC). The PI-OST group had a lower MTT conversion to 7days
and higher conversion at 21 days. The ALP activity was higher in the OST group at 14 and 21 days.
Collagen synthesis was higher in the OST group at 7 and 21 days. A higher mineralized area in the PI-
OST group was observed at all times. There were no differences in expressions of OSX and OC between
groups. We observed increased expression of BSP in the P1-OST group at 14 and 21 days. The expression
of ON was higher in the OST group at 14 days. It was concluded that the ionic product of BV60S
promotes in vitro osteogenesis of MSC-AD from dogs.
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INTRODUCAO

Entre os principais biomateriais utilizados para
substituicdo dssea, os biovidros sdo considerados
0S mais bioativos e favoraveis a regeneragao
ossea (Christodoulou et al., 2006). Sua
composi¢do quimica e o grau de cristalinidade
podem variar e determinam a maior ou menor
dissolucdo ap6s a implantacdo no organismo, o
que, consequentemente, altera seu efeito
bioldgico (Hoppe et al., 2011). Acredita-se que o
efeito bioldgico dos biovidros seja mediado
principalmente pelos ions calcio (Hoppe et al.,
2011) e pelo silicio (Shie et al., 2011). J4 foi
comprovado que esses ions podem favorecer a
proliferacdo (Barradas et al., 2012; McCullen et
al., 2010) e a diferenciacdo osteogénica in vitro
(Jung e Park, 2010; McCullen et al., 2010).
Porém, ndo se sabe ao certo qual a composicao
quimica ideal do biovidro para que, quando
implantado no organismo, libere a combinacéo e
a concentragdo ideal de fons para maximizacgao
do processo de regeneracao 6ssea. Em um estudo
in vitro com osteoblastos de ratos, o biovidro
60S mostrou taxas satisfatorias de liberacdo de
fons célcio e silicio, que favoreceram a
proliferacdo celular (Valério et al., 2004), mas
nada se sabe dos efeitos desse biomaterial sobre
a diferenciacdo osteogénica de células-tronco
mesenquimais de cées. Portanto, o objetivo do
presente estudo foi avaliar o efeito do produto
ibnico do biovidro 60S na diferenciacdo
osteogénica de células-tronco mesenquimais
extraidas do tecido adiposo (CTM-AD) de cées,
com vistas a futura utilizacdo desse biomaterial
associado as CTM-AD para tratamento de
defeitos Gsseos em cées.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado de acordo com as
normas internacionais de bem-estar animal ap6s
aprovacdo pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFMG (protocolo n°.
157/2009).

Para obtencdo, cultivo e expansdo das CTM-AD,
utilizaram-se trés cdes higidos, machos, sem raga
definida, com dois anos de idade e massa
corporal média 18kg. Os cées receberam 1mg/kg
IM de xilazina (Calmiun, Agener, Brasil) e
15mg/kg IM de quetamina (Vetanarcol, Konig,
Brasil) para inducédo anestésica e preparacgao para
cirurgia. O propofol (Fresofol, Fresenius Kabi,
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Brasil) (3mg/kg 1V) foi utilizado para intubacédo
e manutencdo anestésica. Para analgesia,
utilizou-se meloxicam (Maxicam, Ouro Fino,
Brasil) (0,2mg/kg IM) a cada 24 horas, durante
trés dias. O tecido adiposo foi coletado da regido
glitea subcutanea, obtendo-se 1cm® de cada
animal, o que totalizou 3cm® de amostra final.
Em seguida, as amostras foram encaminhadas ao
Nlcleo de Células-Tronco da Escola de
Veterindria da UFMG, onde as CTM-AD foram
extraidas e cultivadas segundo o protocolo
descrito por Vieira et al. (2010). A amostra de
tecido adiposo foi lavada com PBS 0,15 molar e
digerida em 20mL de solucdo de colagenase B
(Roche, Alemanha) 0,1%P/V. Para digestdo, a
amostra foi fragmentada em particulas de 2mm e
incubada por 45 minutos em estufa a 37°C e 5%
de CO,. Em seguida, a amostra foi centrifugada
por 10 minutos a 1400rpm, o sobrenadante foi
descartado, e o pellet plaqueado e cultivado em
garrafa T75 com meio basal [DMEM com baixa
glicose  (Gibco, USA) enriquecido com
gentamicina (60ug/L), penicilina (100U/mL),
estreptomicina (100pg/mL), anfotericina
(25ug/mL)  (PSA, Sigma-Aldrich, USA)]
enriquecido 10% de soro fetal bovino (Soralis,
Brasil). As garrafas foram incubadas em estufa a
37°C e 5% de CO, e, apos 48h, as células foram
lavadas com PBS 0,15 molar. O meio de cultivo
foi trocado duas vezes por semana e, assim que
eram atingidos 80 a 90% de confluéncia, as
células eram repicadas.

Para obtencdo do produto ibnico (PI), foi
utilizado o biovidro 60S de composicdo molar
4% P,0s, 36% CaO e 60% SiO, produzido pelo
método descrito por Pereira et al. (2005). A
amostra foi moida em um gral de quartzo, e foi
utilizada a fragdo com granulometria menor que
137um. O biomaterial foi, entdo, tratado
termicamente na mufla a 700°C por seis horas. O
produto i6nico foi obtido adicionando-se 6g do
biomaterial em 1L de meio basal, a mistura foi
homogeneizada e incubada por 12 horas a 6°C.
Transcorrido o tempo de incubago, a suspensdo
foi filtrada em membrana de 22um, e o pH
normalizado para 7.2, obtendo-se o produto
ibnico do biovidro 60S.

No terceiro repique, as CTM-AD foram
distribuidas nos grupos: OST — formado pelas
CTM-AD em meio osteogénico [meio basal
enriquecido com acido ascérbico (50ug/mL), B-
glicerofosfato  (10mM)  (Sigma, USA),
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dexametasona (0,1uM) (Aché, Brasil) e 10% de
soro fetal bovino] e PI OST — formado pelas
CTM-AD em meio osteogénico com produto
ibnico [produto i6nico enriquecido com é&cido
ascorbico (50ug/mL), B-glicerofosfato (10mM),
dexametasona (0,1uM) e 10% de soro fetal
bovino].

As CTM-AD foram cultivadas em quadruplicata
a 37°C e 5% de CO, por sete, 14 e 21 dias com
OST ou PI OST. Transcorridos esses periodos,
avaliaram-se em cada grupo a conversdo do
MTT, a atividade da fosfatase alcalina (FA), a
sintese de colageno, a area mineralizada por
campo e as expressdes relativas de osterix
(OSX), sialoproteina 6ssea (BSP), osteonectina
(ON) e osteocalcina (OC) por RT-PCR em
tempo real.

Para o teste de conversdo do MTT, as CTM-AD
de cada grupo foram cultivadas separadamente
em placas de 24 pogos com OST ou Pl OST. Ao
término de cada periodo de avaliacdo, o meio de
cada poco foi substituido por 210uL de meio
basal e 170uL de MTT (5mg/mL) (Invitrogen,
USA). A placa foi incubada por duas horas em
estufa a 37°C e 5% de CO,. Os cristais de
formazan foram observados ao microscopio
antes do acréscimo de 210uL de SDS (sodio
dodecil sulfato)-10% HCI, que permaneceu
overnight em estufa a 37°C e 5% de CO.,.
Posteriormente, 100uL de cada pogo foram
transferidos para placas de 96 pocos para leitura
em espectrofotdmetro com comprimento de onda
de 595nm.

Para avaliacdo da atividade da FA, as CTM-AD
de cada grupo foram cultivadas separadamente
em placas de 24 pogos com OST ou Pl OST. Ao
término de cada periodo, as culturas foram
lavadas com PBS (0,15 molar). Em cada poco,
foram acrescentados 200uL de solugdo de
BCIT/NBT (Zymed Laboratories, USA). As
amostras foram incubadas por duas horas na
estufa a 37°C e 5% de CO, e observadas ao
microscopio Optico antes do acréscimo de 200uL
de SDS-10% HCI. Essas amostras permaneceram
overnight em estufa a 37°C e 5% de CO.,.
Posteriormente, 100uL de cada pogo foram
transferidos para placas de 96 pocos para leitura
em espectrofotbmetro com comprimento de onda
de 595nm.
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Para avaliacdo da sintese de colageno, as CTM-
AD de «cada grupo foram cultivadas
separadamente em placas de 24 pogos com OST
ou Pl OST. Ao término de cada periodo, as
culturas foram lavadas com PBS (0,15 molar) e
fixadas com Bouin. As placas foram lavadas com
dgua osmose reversa e secas para posterior
coloracdo com Sirius Red por 30 minutos. O
excesso do corante foi removido, e as células
foram lavadas com solucdo de HCI 0,01IN e
secas. Posteriormente, foram adicionados 300pL
de NaOH 0,5M, e a placa foi incubada por 30
minutos. Em seguida, 100uL de cada pogo foram
transferidos para placas de 96 pogos para leitura
em espectrofotdmetro com comprimento de onda
de 540nm.

Para a avaliacdo da porcentagem de matriz
mineralizada por campo, as CTM-AD de cada
grupo foram cultivadas separadamente em placas
de seis pocos com laminulas (Sarstedt, USA),
com OST ou Pl OST. Apos cada periodo de
avaliacéo, as CTM-AD foram fixadas com alcool
70% por 24 horas e coradas pelo método de von
Kossa. A porcentagem de matriz mineralizada
por campo foi determinada com o auxilio de uma
ocular micrométrica contendo uma graticula com
121 pontos, em 25 campos, com objetiva de 4x.

Como controle positivo da diferenciacdo
osteogénica, foi utilizada uma cultura primaria
de osteoblastos caninos (Abcan, USA), que foi
descongelada conforme protocolo do fabricante.
Estes foram cultivados em garrafas T75, com 0s
mesmos meios e sob as mesmas condigBes das
CTM-AD. No terceiro repique ap6s obtencédo de
80 a 90% de confluéncia, as culturas de
osteoblastos foram utilizadas para extracdo do
RNA total e posterior andlise da expressdo de
OSX, BSP, ON e OC pela técnica de RT-PCR
em tempo real.

Para a quantificacdo relativa dos transcritos
génicos para OSX, BSP, ON e OC por RT-PCR
em tempo real, as CTM-AD de cada grupo foram
cultivadas em quadruplicata em garrafas T25
com OST ou Pl OST. Ao término de cada
periodo de avaliagdo, extraiu-se 0 RNA total das
culturas de cada garrafa com o emprego do
Trizol (Invitrogen, USA) seguindo o protocolo
do fabricante. O RNA foi solubilizado em agua
DEPC (Invitrogen, USA) livre de RNAse e
imediatamente armazenado a -80°C. A
concentragdo de RNA foi determinada pela
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leitura da absorbancia a 260/280nm, por
espectrofotometria. Foram realizadas as reacdes
de transcricdo reversa utilizando-se  Kit
SuperScript™ Il Platinum®  Two-Step
(Invitrogen, USA). Foi usado 1pg de RNA total
para a sintese de cDNA com um volume final de
20pL. As reagBes de PCR foram feitas em tempo
real, utilizando-se 2ug de cDNA, 5pM de cada
iniciador e 12,5uL do reagente Sybr Green em
um volume final de 25uL de reagdo por pogo, no
aparelho 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems, USA). Os parametros utilizados
para amplificacdo 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
delineados com base na sequéncia do mRNA
Canis familiares (Tab. 1). A expressdo génica foi
calculada usando-se o método 2**“T, e os

resultados obtidos para cada grupo foram
comparados  quantitativamente apés a
normalizagdo baseada na expressdo de
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)
Canis familiares. Os niveis de expressao obtidos
nas culturas de osteoblastos foram utilizados
como controle positivo da diferenciacio
osteogénica e como padrdo de expressdao no
calculo da expressao relativa de cada transcripto.

Realizou-se andlise de variancia (ANOVA), e
para cada varidvel foram determinados a média e
0 desvio-padrdo. As médias foram comparadas
pelo teste T de Student, utilizando-se o programa
Graphpad Instat 3 (GraphPad Software Inc.,
USA). Diferencas ~ foram  consideradas
significativas se P<0,05.

Tabela 1. Genes e sequéncia de nucleotideos dos iniciadores usados para RT-PCR em tempo real

Genes- Oligonucleotideos iniciadores (sequéncias Temperatura Tamanho do
referéncia ou de nucleotideos 5° a 3”) de anelamento produto
N°. de acesso ('C) (pares de base)
0sX F- ACGACACTGGGCAAAGCAG 60 285
(Neupane et al., 2008) R- CATGTCCAGGGAGGTGTAGAC

BSP F- TTGCTCAGCATTTTGGGAAT 60 295
(Vieira et al., 2010) R- AACGTGGCCGATACTTAAAGAC

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

ocC F- GAGGGCAGCGAGGTGGTGAG 62 134

(Neupane et al., 2008)
GAPDH
(Vieira et al., 2010)

R- TCAGCCAGCTCGTCACAGTTGG
F- CCATCTTCCAGGAGCGAGGAT 60 97
R- TTCTCCATGGTGGTGAAGAC

RESULTADOS

As particulas do biovidro 60S apresentaram
dissolugdo parcial apds serem adicionadas ao
meio de cultivo, causando um aumento
significativo na concentracéo dos ions Si e Ca. A
concentragdo do ion Si foi proxima de zero no
meio OST e de 41,28mg/L no meio Pl OST. A
concentragdo do fon Ca foi de 87,5mg/L no meio
OST e de 156,5mg/L no Pl OST, representando
uma aumento na ordem de 78,85%.

A suplementacdo do meio osteogénico com
produto idnico (Pl OST) aumentou a conversdo
de MTT em formazan aos 21 dias de cultivo,
reduziu aos sete e nenhum efeito foi observado
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aos 14 (Fig.1). Embora ndo tenha sido
quantificada, verificou-se maior densidade
celular nas culturas que receberam o meio PI
OST em relacdo as que receberam o meio OST,
aos 14 e 21 dias de cultivo.

As CTM-AD mantidas em Pl OST mostraram
menor atividade da fosfatase alcalina que as
mantidas em OST aos 14 e 21 dias de cultivo.
Aos sete, nenhuma diferenga estatistica foi
observada (Fig. 2).

A suplementacdo do meio osteogénico com
produto iénico (Pl OST) reduziu a sintese de
colageno aos sete e 21 dias de cultivo, € nenhum
efeito foi observado aos 14 dias (Fig. 3).
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Figura 1. Média e desvio-padrédo da conversdo do MTT em formazan em culturas de CTM-AD caninas
mantidas em OST e Pl OST por sete, 14 e 21 dias. * (P<0,05).
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Figura 2. Média e desvio-padrdo da atividade da fosfatase alcalina em culturas de CTM-AD caninas
mantidas em OST e Pl OST por sete, 14 e 21 dias. * (P<0,05).
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Figura 3. Média e desvio-padrdo do colageno em culturas de CTM-AD caninas mantidas em OST e PI

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

As CTM-AD mantidas em OST e Pl OST
formaram nédulos de mineralizagdo em todos 0s
tempos estudados (Fig. 4 e 5). A érea
mineralizada por campo aumentou com o tempo
de cultivo nas culturas mantidas em ambos os
meios. Verificou-se maior area mineralizada por
campo nas culturas de CTM-AD mantidas em Pl
OST, em relagdo as mantidas em OST, em todos
o0s tempos estudados (Fig. 4 e 5).

As CTM-AD mantidas em OST e em Pl OST
mostraram expressdo de osterix semelhante e
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superior a expressdo osteoblastica, em todos os
tempos estudados (Fig. 6).

As culturas de CTM-AD mantidas em meio Pl
OST mostraram maior expressdo de sialoproteina
Ossea que as mantidas em OST, aos 14 e 21 dias.
Nenhuma diferenca foi observada aos sete dias.
Independentemente do meio de cultura utilizado,
as CTM-AD mostraram niveis de expressao
sialoproteina dssea inferiores aos de osteoblastos,
em todos os tempos estudados (Fig. 7).
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N A :P - a B o >
Figura 4. Cultura de CTM-AD s mantidas em OST (1) e PI1 OST (2) por sete (A), 14 (B) e 21 (C)
dias. Observar os nodulos de mineralizagdo corados pela técnica de von Kossa. O grupo Pl OST (2)
mostrou maior area de mineralizacdo em relagdo ao OST (1). Barra = 350um

7 dias 14 dias 21 dias

*
—_
" T .

A Q@ &| e A
& Qé Ofo Qé I
Figura 5. Média e desvio-padrdo da &rea de mineralizacdo por campo em culturas de CTM-AD caninas

mantidas em OST e Pl OST por sete, 14 e 21 dias. * (P<0,05).
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Figura 6. Média e desvio-padréo da quantificagdo relativa do transcrito génico para osterix pela técnica de
RT-PCR em tempo real em culturas CTM-AD caninas mantidas em OST e Pl OST aos sete, 14 e 21 dias
de cultivo. Os dados estdo expressos em relacdo ao osteoblasto (linha tracejada). * (P<0,05).
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Figura 7. Média e desvio-padrdo da quantificagdo relativa do transcrito génico para BSP pela técnica de
RT-PCR em tempo real em culturas CTM-AD caninas mantidas em OST e PI OST aos sete, 14 e 21 dias
de cultivo. Os dados estdo expressos em relacdo ao osteoblasto (linha tracejada). * (P<0,05).
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Verificou-se menor expressao de osteonectina
nas culturas de CTM-AD mantidas em Pl OST
em relagdo as mantidas em OST, aos 14 dias de
cultivo, mas nenhuma diferenca significativa foi
observada nos demais tempos avaliados (Fig.8).

As CTM-AD mantidas em OST e Pl OST ndo
mostraram diferencas significativas na expressdo
de osteocalcina em nenhum dos tempos
estudados (Fig. 9).

o 7 dias 14 dias 21 dias

E 4n 2.59 1.5+

' A

g I

T 34

?, LT S ERRI—— - -

T

£ !

g ;¥ T S E— -

®, 0.5

|° e

i

Y : T 0.0 T

a

5 & & & @ & ¢

w o A o A o A
& & &

Figura 8. Média e desvio-padrédo da quantificacdo relativa do transcrito génico para ON pela técnica de
RT-PCR em tempo real em culturas CTM-AD caninas mantidas em OST e Pl OST aos sete, 14 e 21 dias
de cultivo. Os dados estdo expressos em relacdo ao osteoblasto (linha tracejada). * (P<0,05).
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Figura 9. Média e desvio-padrdo da quantificacdo relativa do transcrito génico para OC pela técnica de
RT-PCR em tempo real em culturas CTM-AD caninas mantidas em OST e PI OST aos sete, 14 e 21 dias
de cultivo. Os dados estdo expressos em relacdo ao osteoblasto (linha tracejada). * (P<0,05).

DISCUSSAO

O aumento na concentracdo do ion Si até
41,28ppm decorrente da dissolucdo do biovidro
60S era esperado e foi semelhante a um estudo
prévio que utilizou esse mesmo biomaterial em
culturas de osteoblastos de rato (Valério et al.,
2004). Entretanto, esse aumento foi inferior ao
observado em outros ensaios com biovidros
produzidos pela rota sol-gel (50,2 a 203,11ppm)
(Bielby et al., 2004; Christodoulou et al., 2006).
Essa variagdo pode ser explicada pela diferenca
de composicdo quimica entre esses biomateriais
e também pela diferenca na organizacdo das
moléculas, a qual pode determinar maior ou
menor dissolugdo do material quando exposto ao
meio aquoso (Pereira et al., 2005). De forma
semelhante, 0 aumento na concentracdo do ion
Ca até a 156,5ppm decorrente da dissolucdo do
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biovidro 60S era também esperado, mas foi
superior ao observado em estudo prévio com
esse biomaterial em osteoblasto de ratos (Valério
et al., 2004) e ao observado em outros ensaios
com biovidros produzidos pela rota sol-gel
(47,06 a 95,8ppm) (Bielby et al., 2004
Christodoulou et al., 2006). Isto implica que o
mesmo tipo de biomaterial pode fornecer
diferentes resultados segundo sua composi¢do
especifica e grau de organizacdo das moléculas,
0 que justifica as diferentes respostas
encontradas na literatura.

O aumento da conversdo de MTT em cristais de
formazan nas CTM-AD mantidas em Pl OST em
relagdo as mantidas em OST, aos 21 dias de
cultivo (Fig. 1), mostra que os niveis de silicio
(41,28ppm) e célcio (41,28ppm) observados no
presente estudo sdo seguros para as CTM-AD de
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cdes. Um estudo recente com cultura de
osteoblastos mostrou que a concentracdo de
silicio & toxica para essas células a partir da
concentragdo de 169,35ppm, quando ocorre
reducdo da viabilidade celular e aumento da
apoptose (Shie et al., 2011). No presente estudo,
a concentracdo de silicio  (41,28ppm)
permaneceu bem abaixo dos niveis toxicos
relatados por Shie et al. (2011). Quanto ao
calcio, varios estudos ja avaliaram seu efeito na
viabilidade celular e mostraram que os niveis de
calcio extracelular ndo devem ultrapassar a
concentragdo de 312,60ppm em cultura de CTM-
MO humanas (Barradas et al., 2012) e de
641,24ppm em culturas de CTM-AD humanas
(McCullen et al., 2010). Embora os niveis de
calcio liberados pelo biovidro 60S (156,5ppm)
sejam superiores aos liberados por outros
biomateriais semelhantes, eles estdo muito
abaixo dos niveis considerados toxicos.

O maior valor no teste do MTT verificado aos 21
dias foi observado nas CTM-AD mantidas em Pl
OST (Fig. 1), o que sugere que os ions liberados
pelo biovidro 60S favorecem a atividade dessas
culturas  por aumentarem a  atividade
mitocondrial e/ou 0 nimero de células na cultura,
0 que de fato foi observado no presente estudo,
embora ndo tenha sido quantificado. Tanto o
aumento do numero de células quanto o aumento
da atividade de cada uma delas favorecem a
producdo de matriz extracelular, o que € uma
vantagem para a regeneragao 0ssea.

O significativo aumento da &area mineralizada
(Fig. 6) observado nas culturas que receberam o
produto ibnico mostra que os ions liberados na
dissolucdo do biovidro 60S favorecem a
osteogénese in vitro e leva a crer que esse
biomaterial possa  apresentar  resultado
semelhante também in vivo. Sabe-se que o
produto de dissolucdo de algumas biocerdmicas
pode favorecer a proliferagdo (Tsigkou et al.,
2009) e a diferenciacdo osteogénica (Jung e Park,
2010), bem como a osteogénese in vitro (Tsigkou
et al., 2009), mas o presente estudo parece ser o
primeiro a demonstrar os efeitos benéficos do
produto iénico do biovidro 60S na diferenciacéo
osteogénica de CTM-AD de cées. Esses efeitos
benéficos sdo atribuidos principalmente aos ions
silicio e calcio, liberados durante o processo de
dissolucdo dos biovidros (Shie et al., 2011;
Varanasi et al., 2012). Estudos com cultivo de
osteoblastos de rato j& mostraram que o silicio é
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capaz de aumentar a atividade e a proliferacdo
celular (Shie et al., 2011), a expressdo de genes
ligados a diferenciagdo osteogénica (Varanasi et
al., 2012) e de favorecer a mineralizacdo da
matriz extracelular (Shie et al., 2011). Sabe-se
também que o célcio extracelular é capaz de
aumentar a atividade e a proliferacdo celular em
culturas de CTM-MO (Barradas et al., 2012 e
CTM-AD de humanos (McCullen et al., 2010).
Ja foi também demonstrado que o calcio
extracelular é capaz de aumentar a expressdo de
genes relacionados a diferenciacdo osteogénica
de osteoblastos de roedores (Jung e Park, 2010) e
de CTM-MO humanas (Barradas et al., 2010),
bem como de favorecer a sintese e a
mineralizacdo da matriz extracelular CTM-AD
humanas diferenciadas (McCullen et al., 2010).
Os estudos previamente citados mostram que o
calcio é capaz de favorecer a diferenciacdo
osteogénica e a osteogénese in vitro, mas pouco
se conhece a respeito dos mecanismos
envolvidos. Ja foi comprovado que 0 aumento de
calcio extracelular é capaz de aumentar as
expressoes de osteopontina (OPN) e osteonectina
(BSP) em osteoblastos de rato e que esse efeito é
mediado pelos canais de célcio tipo-L (L-type
Calcium Channel) e pela via de sinalizagéo
calcium/calmodulin-dependente  da  protein
kinase 2 (CaM-CaMK2) (Jung e Park, 2010).
Muito embora o produto idnico do biovidro 60S
tenha reduzido a sintese de colageno, aos sete e
21 dias (Fig. 4), e a atividade da FA, aos 14 e 21
dias de cultivo (Fig. 3), isso ndo interferiu na
sintese e mineralizacdo da matriz extracelular
pelas CTM-AD de cdes (Fig. 5 e 6). Estudos
com culturas de osteoblastos de ratos (Valério et
al., 2004) e de humanos (Tsigkou et al., 2009)
mostraram efeito estimulatorio do biovidro na
sintese de colageno (Valério et al., 2004) e na
atividade da fosfatase alcalina (Tsigkou et al.,
2009). No entanto, esses estudos trabalharam
com espécie e tipo celular diferentes dos
utilizados no presente estudo, o que pode
justificar a diferenca de resposta observada.

A maior expressdo de sialoproteina 6ssea e a
maior area mineralizada por campo observadas
nas CTM-AD mantidas em Pl OST em relacdo as
mantidas em OST (Fig.8) mostram que o produto
ibnico do biovidro 60S favorece a osteogénese in
vitro. Sugerem também que esse aumento na
osteogénese seja mediado pelo aumento da
expressdo da sialoproteina 6ssea. A BSP é uma
das proteinas responsaveis pelo inicio do
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processo de nucleagdo e deposicdo de
hidroxiapatita na matriz 6ssea. O aumento na sua
expressdo reflete a fase final de diferenciagéo e o
inicio de mineralizagho da matriz. A
sialoproteina Gssea pode ser expressa por pré-
osteoblastos e osteoblastos (Zhou et al., 2006).

A insignificante variacdo na expressao de osterix
(Fig. 7), osteonectina (Fig. 9) e osteocalcina (Fig.
10), observada nas CTM-AD que receberam o
produto ibnico, sugere que o efeito do produto de
dissolucdo do biovidro 60S ndo é mediado pelas
expressdes dessas proteinas. O osterix é um
fator de transcricdo imprescindivel no processo
de diferenciacdo osteogénica e atua na
transformagdo  dos  pré-osteoblastos  em
osteoblastos maduros, finalizando, assim, o
processo de diferenciagdo osteogénica (Long,
2012). A osteonectina e a osteocalcina sdo
proteinas ndo colagénicas da matriz e estdo
intimamente relacionadas com o processo de
sintese e mineralizacdo da matriz dssea e com 0
estagio final de diferenciagdo osteogénica
(Nakashima et al., 2002).

CONCLUSAO

O produto idnico do biovidro 60S favorece a
osteogénese in vitro de culturas de CTM-AD de
cdes com aumento da conversdo de MTT, da &rea
mineralizada por campo e da expressdo de
sialoproteina dssea.
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