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Resumo

No Brasil, a osteoporose acomete cerca de 10 milhdes de pessoas. Embora haja muitos farmacos
ja comercializados para o tratamento da osteoporose, os pesquisadores ainda buscam um
farmaco mais eficiente, com menores efeitos colaterais e que necessite de doses menores das ja
administradas. Além disso, a regeneracdo 6ssea ¢ um aspecto da biologia em constante
investigacdo e palco para recentes pesquisas envolvendo produtos terapéuticos e
desenvolvimento de alternativas para o restabelecimento de fraturas. Neste contexto, a
nanobiotecnologia ganha destaque e esta sendo diretamente aplicada no desenvolvimento de
implantes e suportes para culturas celulares. Pesquisas voltadas para o reparo de fraturas
buscam desenvolver materiais bioativos capazes de estabelecer uma comunicacdo entre o
material e o tecido celular, auxiliando a formacdo dos vasos sanguineos e acelerando o reparo
0sseo. As ligas de titanio, por exemplo, vém sofrendo modificacdes em sua composicdo e
superficie visando a melhoria dos implantes. Além disso, materiais biologicos, como 6rgaos
descelularizados, t€ém ganhado destaque no mercado de implantes, servindo de suportes
celulares para futuros implantes. Dito isso, o objetivo deste trabalho foi estudar estratégias
terapéuticas farmacologicas e nanobiotecnologicas para uso em recuperacio do tecido 6sseo
em estado patoldgico (osteoporose) e para aplicacdo em reparo de fratura. Nos selecionamos 4
compostos (T10, T35, T45 e T46) derivados de dipeptideos e amino-oxidiazois baseados em
inibidores da catepsina K com ac¢fo inibitéria em osteoclastos e boa ativacdo osteoblastica.
Também selecionamos outros 4 compostos (W17, W31, W36 e W53) derivados de 1,2,3-
bistriazolicos com diferentes espacadores e substituintes contendo grupos acidos carboxilicos
com a¢do antiosteoclastogénica e boa ativagio osteoblastica. Ambos demonstraram-se como
moléculas promissoras para o tratamento da osteoporose. Além disso, os resultados mostram as
ligas Ti35Nb como promissoras ligas para implantes ortoddnticos e ortopédicos visto que
permitem o crescimento celular de osteoblastos e células-tronco mesenquimais humanas. Este
trabalho também avalia a eficiéncia de nanomateriais em scaffolds de colageno e matriz de
figado descelularizados (LEM) para culturas primarias de hepatocitos. Os resultados
demonstraram que os scaffolds de LEM sdo benéficos para a sobrevivéncia de hepatocitos em
cultura e o sucesso na producdo dos scaffolds funcionalizados com os nanomateriais abre

possibilidades no estudo da entrega controlada de genes e drogas in vitro e in vivo.

Palavras-chave: Tecido 0sseo, osteoporose, compostos anti-osteoporoéticos, ligas de titanio,

scaffolds



Abstract

In Brazil, osteoporosis affects about 10 million people. Although there are many drugs already
commercialized for osteoporosis treatment, the researchers are still looking for a more efficient
drug, with fewer side effects and requiring lower doses than those already administered. In
addition, bone regeneration is an aspect of biology under constant investigation and the stage
for recent research involving therapeutic products and the development of alternatives for
fracture restoration. In this context, nanobiotechnology is gaining prominence and is being
directly applied in the development of implants and supports for cell cultures. Research aimed
at the repair of fractures seeks to develop bioactive materials capable of establishing a
communication between the material and the cellular tissue, helping the formation of blood
vessels and accelerating bone repair. Titanium alloys, for example, are currently undergoing
changes in their composition and surface in order to improve implants. In addition to the already
sold alloys, biological materials have gained prominence in the implant market, such as the use
of decellularized organs. These organs serve as cellular supports for future implants. That said,
the objective of this work was to study pharmacological and nanobiotechnological therapeutic
strategies for use in the recovery of bone tissue in a pathological state (osteoporosis) and
application in fracture repair. We selected 4 compounds (T10, T35, T45 and T46) derived from
dipeptides and amino-oxy-oxides based on cathepsin K inhibitors that have an inhibitory effect
on osteoclasts and good osteoblastic activation. We also selected 4 other compounds (W17,
W31, W36 and W53) derived from 1,2,3-bistriazoles with different spacers and substituents
containing carboxylic acid groups with anti-osteoclastogenic action and good osteoblast
activation. Together, these compounds have shown to be promising molecules for the
osteoporosis treatment. In addition, the results show Ti35Nb alloys as promising for orthodontic
and orthopedic implants, as they allow the cell growth of osteoblasts and human mesenchymal
stem cells. The data evaluate the efficiency of nanomaterials in collagen and liver extracellular
matrix (LEM) scaffolds for primary cultures of hepatocytes and implants. The results
demonstrated that LEM scaffolds are beneficial for the survival of hepatocytes in culture and
the success in producing scaffolds functionalized with nanomaterials opens up possibilities in

the study of the controlled genes and drugs delivery in vitro and in vivo.

Keywords: bone tissue, osteoporosis, anti-osteoporotic compounds, titanium alloys, scaffolds.
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1. Revisao Bibliografica

O osso ¢ um tecido altamente especializado onde um conjunto de processos
intrincados e bem coordenados atua para o seu desenvolvimento, manutengao e regeneragao.
A regeneragdo 0ssea ¢ um aspecto da biologia em constante investigacdo e palco para recentes
pesquisas envolvendo produtos terapéuticos e desenvolvimento de alternativas para o
reestabelecimento de fraturas. Neste contexto, a nanobiotecnologia ganha destaque e esta
sendo diretamente aplicada no desenvolvimento de implantes e suportes para culturas

celulares.

No Brasil, a osteoporose acomete cerca de 10 milhdes de pessoas com um custo de 1,2
bilhdes de reais anuais aos cofres publicos (1). Custos que envolvem perda da produtividade e
despesas com hospitalizagdo. Em paises da América latina, como o Brasil, Argentina e
México, pacientes com fratura de quadril chegam a esperar pela cirurgia até 7 dias,
contrariando a recomendagdo da OMS (Organizagdo Mundial de Saiade) que pede a
intervengdo em no maximo dois dias (2). Apesar de haver ja medicamentos em clinica, ainda
ndo encontramos um farmaco isento de efeitos colaterais e ideal para uso prolongado e

continuo.

Atualmente, as pesquisas voltadas para o reparo de fraturas sejam elas osteoporoticas
ou ndo procuram desenvolver materiais bioativos capazes de estabelecer uma comunicagdao
ente o material e o tecido celular, auxiliando a formagao dos vasos sanguineos e acelerando a
recuperagdo do osso. As ligas de titdnio, por exemplo, sdo extensivamente utilizadas no
mercado ortoddntico e ortopédico. Atualmente, essas ligas vém sofrendo modificagdes em sua
composi¢do e na sua superficie visando a melhoria dos implantes (3). Esses biomateriais, em
contato com os fluidos fisioldgicos, além de regenerar a camada perdida sdo capazes de fazer

ligagdes i0nicas com o tecido 0sseo e, portanto € foco de pesquisas atuais.

Além das ligas j4 comercializadas, materiais biologicos tém ganhado destaque no
mercado de implantes, como o uso de 6rgdos descelularizados. Esses o6rgdos servem de
suportes celulares para futuros implantes (4). Outro destaque das pesquisas atuais ¢ a
aplicacdo da nanotecnologia na construcao de suportes celulares. Dentre os materiais de
escala nanométrica, podemos destacar os nanotubos de carbono (NTC) e o nanodxido de
grafeno (nGO). Esses nanomateriais possuem propriedades eletronicas, mecanicas € quimicas
unicas e podem ser associados a proteinas de interesse melhorando suas propriedades e

inserindo novas caracteristicas aos suportes celulares.
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2. Tecido Osseo

O tecido 6sseo ¢ um tecido conjuntivo diferenciado, altamente dinamico e ativo,
composto por uma matriz extracelular organica mineralizada e varios tipos celulares (5). Tem
funcdes importantes como suporte € locomogdo, prote¢do dos 6rgdos internos, participa do
armazenamento de minerais como o cdlcio e fésforo, além de ser o responsavel pela
homeostase desses eletrolitos (5). Os quatro principais tipos celulares que compdem o tecido
0sseo sdao os osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos e as células da superficie de repouso
(Figura 1). Juntas, essas células estdo em constante atividade realizando constantemente

processos de reabsor¢do e formacao 6ssea (5).

Medula éssea
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Figura 1. Microambiente 6sseo e células que compdem o tecido dsseo. O
microambiente 6sseo ¢ formado por diversos tipos celulares, como as células de revestimento 6sseo,
osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos, células-tronco mesenquimais e células-tronco hematopoiéticas e
varios progenitores. Essas células trabalham coordenadamente para manter a homeostase do tecido
0sseo. Fonte: proprio autor.

Desta forma, as células 0sseas estdo em constante atividade, trabalhando sincronizadas
em um processo denominado de remodelagdo Ossea, rotineiro e necessario para o organismo.
E por meio deste processo que o organismo é capaz de consolidar uma fratura, adaptar o
esqueleto ao uso mecanico e a manter a homeostase do célcio (6). Um desbalanco entre a
atividade dos osteoclastos e dos osteoblastos atinge diretamente a remodelacdo Ossea,
podendo levar o organismo a complicados quadros clinicos, como a osteoporose € a

osteopetrose (6, 7).
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Apesar do balanco entre a atividade dos osteoblastos e dos osteoclastos ser
extremamente importante para o remodelamento dsseo, este ndo ¢ o unico fator responsavel
no equilibrio entre a formagdao e reabsor¢do 6Ossea. O processo de remodelamento 6sseo
depende da agdo de varios fatores locais e sistémicos, como hormonios, citocinas,

quimiocinas e estimulagdo biomecanica (7).
2. 1. Células dsseas
2. 1. 1. Osteoblastos

Os osteoblastos sdo advindos da diferenciacao de células-tronco mesenquimais da
medula 6ssea (BMMSCs). Inicialmente, as BMMSCs se diferenciam em dire¢do a uma
linhagem osteo / condroprogenitora elevando a expressdo de genes especificos como fator de
transcri¢do 2 relacionado com Runt (Runx2) e seus genes a jusante Osterix (Osx) e Distal-less
homeobox 5 (DIx5). O gene Runx2 conduz a expressdo dos principais genes especificos de
osteoblastos, como Fosfatase Alcalina (ALP) e colageno I (CollAl), sialoproteina Ossea
(BSP) e BGLAP (gene que codifica a osteocalcina (OCN)) sendo essencial na osteogénese (8,
9). Assim que formados, os osteprogenitores se proliferam para posteriormente se tornarem
pré-osteoblastos, passando a expressar grandes quantidades de ALP. Posteriormente, essas
células se diferenciam em osteoblastos maduros, e neste estagio, a expressao de ALP diminui
progressivamente, os osteoblastos secretam grandes quantidades de proteinas da matriz 6ssea

e, 0 OCN ¢ considerado um marcador deste passo de diferenciagdo (8, 9).

Além da classica via Wnt (que ativa diretamente RUNX?2), a osteoblastogénese pode
ser conduzida pela via das proteinas morfogenéticas (BMPs), que favorecem o compromisso
das MSCs da medula 6ssea em relacio a um osteo / condroprogenitor ou por fatores de
crescimento de fibroblastos (FGFs) que aumentam a expressio de Runx2 em MSCs e

promovem a atividade de ALP e a mineralizacao ossea (8).

Os osteoblastos sdo os responsaveis pela deposicdo e mineralizacdo da matriz Ossea.
Essas células sdo responsaveis pela secre¢do de colageno tipo I e proteinas ndo colagenas,
como a osteopontina (OPN), a osteonectina, BSP, sialoproteina de dentina e proteina da
matriz de dentina 1 (DMP1) e OCN (10). A medida que os niveis locais de Ca™ e fosfato
(PO4?) se elevam, eles precipitam, formando os cristais de hidroxiapatita e a matriz organica
(ostedide) € mineralizada. Durante a mineralizagdo, vesiculas extracelulares com membranas
enriquecidas com fosfatase alcalina e fosfolipideos acidos sdo secretadas pelos condrdcitos e

osteoblastos liberando cristais de hidroxiapatita no meio extracelular, os quais sao depositados
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entre as fibrilas de colageno tipo I (11-13). Apds o periodo de maior atividade dos
osteoblastos, quando estes ja ndo s3o mais tdo necessarios, uma parte dos osteoblastos
maduros (15%) dardo origem aos ostedcitos enquanto o restante ou se tornardo inativos dando

origem as células de revestimento ou irdo entrar em apoptose.

Matriz 0ssea

r

A matriz 6ssea ¢ composta basicamente por trés componentes principais: mineral,
matriz orginica e agua. Esses trés componentes atuam em conjunto no comportamento
mecanico do osso apresentando determinada interdependéncia, por exemplo, a formagdo de
colageno I em fibrilas afeta a mineralizacdo, que por sua vez pode afetar o estado de

hidratacdo da matriz orgénica (14).

A fase mineral ¢ composta pelo fosfato de calcio que formam os cristais minerais
Osseos denominados hidroxiapatita. Os cristais estdo presentes nas regides gap das fibrilas e
em regides extrafibrilares de colageno (15). A fase organica do osso ¢ composta
principalmente por uma rede de colageno tipo I interligado que confere resisténcia a fase
mineral que ¢ fragil. Além do coldgeno, a fase orgédnica ¢ composta por proteinas nao
colagenas (NCPs), incluindo osteocalcina (OC) e osteopontina (OPN) (15). J4 a agua, um
componente abundante do tecido 6sseo, € responsavel pela rigidez e resisténcia do osso. A
agua estd presente na rede mineral, esta integrada na ultraestrutura do tropocolageno e esta
localizada nos poros dentro dos canais Haversianos, canaliculos e lacunas. A agua ligada a
matriz fornece ductilidade a matriz organica visto que, a dgua permite que o colageno se

estenda além do ponto de elasticidade do osso (16).
2. 1. 2. Ostedcitos

Os ostedcitos sdo oriundos dos osteoblastos maduros e permanecem embutidos na
matriz dssea. Os ostedcitos sdo células com citoplasma arredondado e pequeno com extensas
projecdes citoplasmaticas as quais formam jungdes comunicantes com outros ostedcitos e com
os osteoblastos. E por meio das jungdes comunicantes que as células trocam sinais e fons

enquanto os nutrientes e oxigénio chegam aos ostedcitos por meio do espaco paracanalicular
(17).

Até se tornar um osteocito maduro, o osteoblasto passa por diferentes estagios, sofre
diferentes mudangas morfoldgicas até adquirir a morfologia final, caracteristica dos ostedcitos

maduros. A medida que ocorre a deposi¢ao da matriz 6ssea, os osteoblastos ficam embutidos
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no osteodide e, neste estdgio de diferenciacdo, as células sdo chamadas de ostedcitos jovens.
Estas células possuem um aparelho de Golgi bem desenvolvido para armazenamento de
colageno. Os ostedcitos maduros apresentam uma redugdo no reticulo endoplasmatico e do
aparelho de Golgi ja que ha uma diminuigdo na sintese e secrecdo de proteinas (17). Os
ostedcitos mantém a matriz orgénica sintetizando regularmente proteoglicanos e proteinas

como OCN, OPN, proteina 1 da matriz de dentina (Dentin matrix protein 1, DMP1) (18).

Os ostedcitos sao células mecanossensoras capazes de converter um estimulo
mecanico em um sinal bioldgico. Esse fendmeno ¢ possivel devido aos numerosos e extensos
prolongamentos citoplasmaticos dessas células que formam uma rede tridimensional
envolvida por um complexo de proteinas que também sdo associadas aos cilios, ao
citoesqueleto e a actina (19, 20). Dentro das lacunas, os ostedcitos estao imersos em fluido.
Um estimulo advindo de uma carga mecanica externa promove o fluxo deste fluido nos canais
lacunares. A oscilagdo deste fluxo promove uma forca de arrasto na superficie celular dos

osteocitos provocando uma resposta fisioldgica especifica (21).

Além disso, os ostedcitos participam ativamente do remodelamento 6sseo. Sao células
sensiveis as mudangas de célcio sérico, participando ativamente da homeostase deste ion.
Quando expostos a niveis extremamente baixos de calcio, os ostedcitos estimulam a
reabsor¢do Ossea perilacunar/ canalicular, liberando ions calcio (Ca™?) no meio extracelular,
elevando sua concentracdao plasmatica (18, 22). Quando um ostedcito entra em apoptose ele
secreta fatores como as citocinas IL-1, IL-6, além de TGF-b, INF, OPG e¢ RANKL,
importantes no recrutamento de células Osseas, estimulando a formagdo de osteoclastos e

consequentemente, estimulando a reabsor¢do ossea (23-25).
2. 1. 3. Osteoclastos

Os osteoclastos sdo células grandes e polarizadas com uma morfologia bem
caracteristica. Sua principal funcao € a reabsorcao da matriz 0ssea e este fendmeno ocorre na
por¢do da membrana plasmatica voltada para a matriz dssea, enquanto que na por¢ao oposta,
estdo localizados bombas de sddio e potassio e trocador de anions HCO3"/Cl". Nesta porgéo, a
membrana plasmatica forma varias dobras profundas, com estruturas com caracteristicas de
adesdo (podossomos), e nas proximidades se forma a “zona de selamento”, local que sera

reabsorvido na superficie do osso (26).

Os osteoclastos sdao células grandes e multinucleadas (de 4 a 20 ntcleos) que surgem

das células-tronco hematopoiéticas (HSCs). A osteoclastogénese ¢ desencadeada pelos fatores
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de transcri¢do PU-1 e o fator de transcri¢ao da microftalmia que comprometem as HSCs em
direcdo a um progenitor de macrofago / osteoclastos. O PU-1 atua como um ativador
transcricional do NFATc1 e estd envolvido na expressao e transativacao de genes especificos
de osteoclastos Ctsk, Acp5S e Itgb3, em cooperacdo com NFATc1 (27). Os progenitores de
macrofago / osteoclastos expressam em sua superficie c-fms, o receptor para a citocina M-
CSF (28). O m-CSF ¢ secretado por uma variedade de tipos celulares incluindo fibroblastos,
mondcitos, macrofagos ativados e células estromais da medula o6ssea (29, 30). O m-CSF atua
na ativacdo de ERK/Akt, estimulando a proliferagdo e sobrevivéncia dos progenitores de
macrofagos/osteoclastos, e aumenta a expressdo de RANK nos precursores de osteoclastos
(28, 31), ativando a sinalizagio RANKL / RANK / OPG (Figura 2). Detalhadamente,
osteocitos, osteoblastos e células do estroma liberam RANKL que ird se ligar ao seu receptor
RANK, nas superficies dos precursores de osteoclastos. O RANK interage com TRAF-6,
desencadeando a diferenciagdo de osteoclastos via fator nuclear KappaB (NF-kB) (32).
Finalmente, a diferenciagdo dos osteoclastos pode ser verificada com o aumento da expressao
de genes especificos como TRACP, receptor de calcitonina, catepsina K, metaloproteinase de

matriz (MMP-9) e OSCAR (33).

Para ocorrer o processo de reabsor¢do Ossea, os podossomos se organizam em
estruturas chamadas de anéis de actina, que tem como funcdo primordial selar a lacuna de
absorcdo, permitindo que o processo de degradagdo da matriz 6ssea ocorra. Resumidamente,
assim que formado os anéis de actina e finalizado o selamento da regido a ser absorvida, o
osteoclasto libera ions H' nas lacunas de reabsorcio, iniciando uma fase de acidificagdo, com
o objetivo de dissolver os cristais de hidroxiapatita. A dissolucdo dos cristais de hidroxiapatita
expde os componentes organicos da matriz dssea que, por sua vez, ¢ digerida pela catepsina K
e pela MMP-9 (26, 31, 33). A digestdo da matriz Ossea libera fatores de crescimento
armazenados na matriz, como BMPs, IGF-1 e TGF-b, que estimulam os osteoblastos,

reiniciando o processo de remodelamento dsseo, em tecidos sadios.
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Figura 2. Osteoclastogénese via sinalizacio RANKL/RANK/OPG. Progenitores de
macrofago / osteoclastos sdo recrutados da circulagdo e ativados pela citocina m-CSF que se ligara ao
receptor c-fms. Essa liga¢ao resultara na proliferagao e diferenciagao desses progenitores em células
mononucleadas precursores de osteoclastos. Os osteoblastos expressam e secretam o RANKL que
conduz a ativagdo do RANK na superficie dos pré-osteoclastos, mediando assim a diferenciacdo e
funcdo osteoclastica. A OPG, expressa por osteoblastos e ostedcitos, liga-se competitivamente ao
RANKL, impedindo assim a interagdo entre RANK/RANKL, inibindo a diferenciagdo osteoclastica e
controlando a reabsor¢do Ossea

3. Desenvolvimento e modelamento do tecido 0sseo

O tecido dsseo esta em constante atividade em dois processos denominados de
modelamento, na qual o osso ¢ construido, e o remodelamento 6sseo, na qual o osso ¢
renovado (Figura 3). Em ambos os processos, osteoblastos e osteoclastos estdo em constante
atividade, realizando a formagdo e a reabsor¢do 6ssea. A diferenca entre os dois processos €
que, durante o modelamento dsseo, a formacdo e a reabsorcdo dssea ocorrem em locais
distintos com o objetivo de realizar mudangas importantes na arquitetura Ossea. O
remodelamento d6sseo ocorre de modo a prevenir o excesso de mineralizagdo do tecido e
manter a homeostase mineral no organismo. Ademais, o processo de formacgdo e absor¢ao
Ossea coexistem espacialmente e temporalmente de modo que cerca de 10% do esqueleto ¢

substituido a cada ano (34).

A formacao do esqueleto ocorre em dois processos distintos, de acordo com o tipo de

0ss0, planos ou axial e apendicular. Nos ossos planos, as células mesenquimais se diferenciam
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em osteoblastos que irdo secretar e mineralizar a matriz, e este processo ¢ chamado de
ossificacdo intramembranosa (34). No esqueleto axial e apendicular, um molde de cartilagem
¢ substituido por osso, e este processo ¢ denominado de ossificagdo endocondral. Neste
processo, condrdcitos secretam matriz rica em colageno tipo II, formando a cartilagem. Apds
intensa proliferagdo, os condrdcitos se diferenciam e secretam uma matriz rica em coldgeno
tipo X que serd mineralizado e servird de molde para a formagdo trabecular mediada pelos
osteoblastos e osteoclastos durante o modelamento 6sseo. No final do processo, parte dos
condrécitos entram em apoptose o que resultara na vascularizagdo e formagao do centro de

ossificacdo primdrio dos ossos (34).
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Figura 3. Modelamento 6sseo. Formagao ¢ a reabsor¢do ossea ocorrendo em locais distintos
com o objetivo de realizar mudangas na arquitetura 6ssea

4. Remodelamento 0sseo

O processo de remodelamento 6sseo ¢ fundamental para a autoregulagcdo, manutencao
do tecido, homeostase mineral e cicatrizacdo de fraturas. No osso trabecular, a remodelagdo
Ossea ocorre nas lacunas de Howship, que sdo reabsorvidas e posteriormente preenchidas. No
0sso cortical, os osteoclastos reabsorvem o 0sso danificado formando um cone de corte onde
0 0sso novo ¢ depositado concentricamente formando uma regido de suprimento vascular
dentro do canal de Havers (34, 35). O processo de remodelacao 6ssea pode ser dividido em 5

etapas: ativagdo, reabsorcao, reversdo, formacao e término (Figura 4).
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Durante a ativagdo, os precursores de osteoblastos e osteoclastos recebem um sinal
inicial, originado pelos ostedcitos ou por hormoénios (PTH, por exemplo). Neste momento, os
progenitores de macrofago / osteoclastos sao recrutados da circulagdo e ativados pela citocina
m-CSF que se ligara ao receptor c-fms. Essa ligagdo resultara na proliferacao e diferenciagdo
desses progenitores em células mononucleadas precursores de osteoclastos. Essas células
mononucleadas se fundem para formar os pré-osteoclastos multinucleados que irdo formam a
zona de selamento. Para tal, as células de revestimento expdem a superficie a ser reabdorvida,
permitindo o acesso dos osteoclastos (34, 35). Quando ativos, os osteoclastos repousam sobre
a superficie do osso e, por meio da agdo de enzimas formam as lacuna de Howship ou lacuna

de reabsorcao, local onde ocorrera a reabsorcao 6ssea (28, 34).

Em seguida, inicia-se a fase de reabsorgdo. Para tal, os osteoclastos, por meio da H'-
ATPase, bombeiam prétons H' para o compartimento de reabsor¢do, gerando ions HCO3™ no
interior da célula. Para manter a neutralidade do citoplasma, os osteoclastos eliminam CI°
pelos canais de cloreto. No meio extracelular, o H' se liga ao CI" formando écido cloridrico,
que ira desmineralizar a matriz 6ssea, expondo as fibras de coldgeno. As fibras de coldgeno
sdo entdo degradadas por proteinases como a catepsina K e MMP-9. Apo6s o periodo de
reabdorgdo, os osteoclastos sofrem apoptose, encerrando a fase de reabsor¢do 6ssea (28, 34).
Na fase de reversao, a superficie do 0sso que acabou de ser reabsorvida agora recebera uma
matriz 6ssea nova. Para isso, células de linhagem osteoblastica removem a matriz de colageno
nao mineralizada e entdo, uma “linha de cimento” ¢ depositada para a adesdo de osteoblastos

na regido a ser formada (34).

E durante a formacio que o ostedide serd formado. Primeiramente, os osteoblastos
sintetizam e secretam as proteinas da matriz (coldgeno tipo I principalmente). Em seguida, os
osteoblastos irdo regular a mineralizagdo dos osteodides. Finalizando o remodelamento dsseo,
temos a fase de terminacgdo. Nesta fase, parte dos osteoblastos sofrem apoptose, outra parte se
transforma nas células de revestimento e outra parte fica embebido no osteodide e diferenciam-
se em osteocitos. Os ostedcitos secretam antagonistas de osteogénese inibindo a formacao de

mais tecido 6sseo (34, 35).



31

Pré-osteoclastos
Pré-osteoblastos

’oﬁ Células Células de revestimento
mononucleares Osteoblastos 65500
l&.&n /
rd
Osteoclastos Py 2
[ [ ~  ativos \ e — —
\ I I A 2 0 OO" 2999000 I I |

Células de revestimento

y, @

., @ ’. !
5 Al A

6sseo ALbaLL

1
- Reabsorcdo dssea Reversdo da r‘eahsorgﬁo Formag’o Ossea 0Osso0 novo
mineralizado
— -
-
~ I
-
& - -
- - 2
- - Osso&cal

Figura 4. Ciclo de remodelamento dsseo. O remodelamento 6sseo ocorre nas lacunas de
Howship, que sdo reabsorvidas pela atividade dos osteoclastos e posteriormente preenchidas pela
atividade dos osteoblastos. Os osteoclastos reabsorvem o osso danificado formando um cone de corte
onde o 0sso novo ¢ depositado concentricamente formando uma regido de suprimento vascular dentro
do canal de Havers.

O processo de cicatrizacdo Ossea se divide em dois: a cicatrizagdo primadria e
secundaria. Primeiramente, ocorre o processo de cicatrizagdo primaria no qual os osteoblastos
depositam os osterdides na superficie do osso desprotegido, por meio do sistema haversiano,
numa tentativa de reestabelecer as conexdes entre os fragmentos 6sseos. Em seguida, inicia-se
a cicatrizagdo secundaria. Na regido da fratura inicia-se a formag¢do de um hematoma,
reconhecida pela inflamagdo e hipoxia local, importantes no recrutamento de células
imunoldgicas e fatores de crescimento que desencadeardo o processo de cicatrizagao.
Posteriormente, MSCs migram e proliferam e serdo responsaveis pela regeneragdo da
vasculatura local que, por sua vez, permite o influxo de precursores de osteoblastos e
condroécitos. Os condrécitos formardo um molde de cartilagem entre os fragmentos 0sseos,
unindo-os em definitivo. Apds a formagao da matriz cartilaginosa, os condrocitos entram em
apoptose e entdo, os osteoblastos iniciam a deposi¢do de ostedide. A longo tempo, esse novo
0sso sofre remodelamento dsseo e posteriormente se tornara indistinguivel do osso nativo (36-

39).

5. Osteoclastogénese

Os osteoclastos sdo células multinucleadas altamente especializadas responsaveis pela
reabsor¢do Ossea. Juntamente com os osteoblastos, os osteoclastos sdo responsaveis pelo
remodelamento dsseo e pela manutencdo da microestrutura dssea (40). Os osteoclastos sdo
derivados das células-tronco hematopoiética pluripotentes que dardo origem ao primeiro

precursor hematopoiético capaz de formar osteoclastos: a unidade formadora de colonias de
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granulocitos-macréfagos (CFU-GM - colony-forming unit for granulocytes and
macrophages). O fator m-CSF se liga ao seu receptor c-fms presente na superficie das células
progenitoras de macrofagos / osteoclastos estimulando a sobrevivéncia e proliferacao destas

células (41, 42) (Figura 5).

A diferenciagdo e ativacdao dos osteoclastos sdo desencadeadas pela interacdo entre o
RANKL e o RANK. O RANKL ¢ um ligante expresso na superficie de osteoblastos e células
estromais do osso. Pertence a familia do TNF e sua expressao ¢ positivamente regulada em
resposta ao PTH, 1,25-dihidroxivitamina D3 (1,25(OH)2D3), prostaglandina E2 (PGE2) e
citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-17) (40). O RANK ¢ uma proteina de

membrana expressa por células mononucleadas precursoras de osteoclastos (40, 41).

A osteoclastogénese ¢ iniciada pela ligacdo RANKL-RANK. A ligagdo RANKL-
RANK provoca uma modificagdo conformacional no RANK, que recruta moléculas
adaptadoras como o receptor do fator de necrose tumoral associado ao fator 6 (TRAF6). O
complexo RANK/TRAF6 ativa uma cascata de sinalizagdo, incluindo proteinas como NF-kB,
proteina ativadora-1 (AP-1), e a proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) (43). A
ativacdo dessa cascata leva a expressdo de genes de transcri¢do osteoclasticos, como o fator
nuclear de células T ativadas citoplasmatico 1 (NFATcl) e c-Fos (43). A ativacao da
transcricao desses fatores leva a transcricao de genes especificos de osteoclastos, incluindo a
fosfatase 4cida tartarato-resistente (TRAP), catepsina K (CatK) e metaloproteinases de matriz
(MMPs) (40, 41). Os osteoblastos, por sua vez, também participam da via de sinalizagdo do
RANK/RANKL/OPG. Os osteoblastos sdo responsaveis pela produ¢do e secre¢do de uma
molécula competidora do RANKL, e osteoprotegerina (OPG). A OPG atua como um
modulador negativo da reabsor¢do oOssea, pois inibe a via RANKL-RANK ao se ligar ao
RANKL, bloqueando a osteoclastogénese induzida pela via RANKL-RANK e

conseqlientemente, inibindo a reabsorcao 6ssea (40, 41).

Uma etapa crucial para a diferenciagdo dos osteoclastos ¢ a multinucleagdao dos
precursores de osteoclastos. Células mononucleares precursoras RANK" recebem o sinal do
RANKL ao entrar em contato com células que expressam RANKL iniciando uma cascata de
sinalizagdo que culmina com a expressdo de genes e sinais quimiotaticos para os monocitos,
promovendo a sua fusdo com outro mondcito. Essa fusdo promove o aumento no tamanho dos
osteoclastos e transfere o sinal do RANKL para os nucleos adicionais da célula multinucleada

recém-formada (Figura 5). A ativa¢do dos osteoclastos ¢ finalizada com a adesdo destes ao
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0ss0. No processo de adesdo, os osteoclastos reconhecem a matriz a ser reabsorvida e da se
inicio a reorganizacdo do citoesqueleto que culmina na polarizagdo dos osteoclastos € no

inicio do processo de reabsor¢ao o0ssea (41, 44).
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Figura 5. Osteoclastogénese. Os osteoclastos sdo derivados de uma linhagem de células
mononucleares do sangue periférico. O fator m-CSF estimula a proliferacdo dessas células e a
formagdo dos precursores de osteoclastos. O m-CSF ¢ RANKL sdo essenciais para a fusdo destas
células e a formacdo de células polinucleares. A sinalizagdo do RANKL ¢é a responsavel pela
maturacado e ativacdo dos osteoclastos. O OPG ¢ um regulador negativo da osteoclastogénese e pode se
ligar e neutralizar RANKL. CFU-S: unidades formadoras de colonia; CFU-GM: Fator estimulador de
colonias de granuldcitos e macrofagos; SHIP: inositol 5-fosfatase contendo SH2; OPG:
osteoprotegerina; SRANKL: ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B soltivel; RANKL:
ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B; me(v): motheaten viable. Figura modificada de
Boyle et al. (45).

6. Reabsorcao 6ssea

Ao encontrar a drea a ser reabsorvida, os osteoclastos se polarizam, por meio da
reorganizacdo do citoesqueleto via GTPases da familia Rho, formando um dominio apical
(secretor) e um dominio basolateral com uma borda ondulada voltada para a interface célula-
0sso. Nesta regido se forma um anel de actina, que isola o microambiente reabsorsivo do
espaco extracelular geral, constituindo o que chamamos de zona de selamento. A zona de
selamento ¢ formada por proteinas contrateis associadas a integrinas como avB3, que
circundam a borda ondulada. A regido da matriz mineralizada a ser reabsorvida € reconhecida
pela presenca de regides ricas em sequéncias RGD (arginina-glicina-acido aspartico) e este

processo ¢ mediado pelas integrinas (41, 44, 45).

O processo de selamento dos osteoclastos provoca uma reorganizagdo do
citoesqueleto, transmitindo sinais extracelulares que resultam na migracdo de vesiculas
contendo bombas de protons em direcdo a membrana da borda ondulada. Os osteoclastos
transportam protons H com o auxilio da H'ATPase, acidificando a lacuna de reabsorgdo
(Figura 6). O H" liberado na lacuna de reabsor¢do ¢ advindo da reacdo entre o CO2 € H,O

mediada pela anidrase carbonica, que também forma como subproduto o HCO3". Para evitar a



34

hiperpolarizacdo e a alcalinizagdo do meio intracelular, a secrecdo de protons ¢
contrabalanceada pelo fluxo de CI” para o meio exterior por meio dos canais de cloreto € o

HCOs™ ¢ eliminado por meio do trocador CI7HCO3 na membrana basolateral (41, 44, 45).

Na zona de selamento, o CI" e H" eliminados geram HCI criando um ambiente com pH
de 4,5. O pH 4cido neste local acarreta na degradacdo dos componentes minerais do 0sso,
expondo a matriz orgéanica do osso (colageno tipo I). Os osteoclastos secretam varias MMPs,
dentre elas, a CatK. Uma vez que a matriz organica se encontra exposta, as MMPs degradam
e digerem a matriz organica do osso. A degradagdao da matriz organica ocasiona a liberagao de
ions calcio no meio extracelular, que sdo utilizados em diversos processos bioldgicos. Em
contrapartida, os elevados niveis de Ca*? na zona de selamento sinalizam a retirada dos

osteoclastos da superficie 0ssea, encerrando a atividade de reabsorcao ossea (41, 44, 45).
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Figura 6. Processo de reabsor¢io 0ssea no osteoclastos. Os osteoclastos liberam protons H" na
zona de selamento via H'ATPase. O CI ¢ eliminado das células pelos canais de cloreto, evitando
assim a alcalinizagdo do meio intracelular. O meio extracelular acidificado promove a degradagdo da
matriz inorganica, expondo a matriz organica a a¢do de metaloproteinases ¢ a catepsina K, liberadas
pelos lisossomos. MMP: metaloproteinase de matriz. Figura modificada de Dole et al. (46).

7. Osteoporose

A osteoporose ¢ uma das doengas mais importantes na pratica geridtrica que acomete
homens e mulheres de idade senil. E a causa de aproximadamente nove milhdes de fraturas
anuais em todo o mundo (47). Segundo a Internation Osteoporosis Foundation (IOF), a

osteoporose acomete cerca de 200 milhdes de mulheres em todo o mundo. Uma perda de
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apenas 10% da massa 6ssea ¢ o suficiente para dobrar o risco de fraturas vertebrais e de
quadril. No Brasil, segundo o Ministério da Saude, 10 milhdes de brasileiros sdo afetados pela
osteoporose. O padrao-ouro para determinar se um individuo tem osteoporose ou nao ¢ a
medicao da densidade mineral 6ssea do quadril ou coluna vertebral, a partir da absorciometria

de raios X de dupla energia (48).

A osteoporose ¢ uma doenca esquelética sistémica caracterizada pela perda da massa
ossea e deterioragdo da microarquitetura do osso. E uma doenca lenta, progressiva e silenciosa
e, por ser silenciosa, o individuo perde gradualmente mineral dsseo até que seja realizado o
diagnéstico. A principal consequéncia da osteoporose ¢ a fragilidade dssea que eleva o risco
de fraturas que, quando acontecem, se torna o primeiro passo para o diagnostico correto.
Nesta enfermidade, o osso cortical afina e a malha do osso trabecular se torna cada vez mais
afastada, provocando irregulares que comprometem a estrutura interna do osso. Desta forma,
pequenas quedas causam traumatismos e até mesmo o proprio peso do paciente pode causar
uma fratura. As principais fraturas da osteoporose sdo na regiao distal do radio, colo do fémur

e coluna vertebral (48-50).

A osteoporose pode ser dividida em tipo I e tipo II. A osteoporose tipo I estad
relacionada a deficiéncia do hormodnio estrogénio e, por isso, acomete uma fragdo de 6
mulheres para cada 1 homem e, geralmente acarreta em fraturas vertebrais. Mulheres pré-
menopdausicas podem chegar a perder cerca de 0,3% da massa oOssea total enquanto que
mulheres menopausicas chegam a perder 2% do esqueleto, se ndo ingerirem quantidades
ideais de calcio. A osteoporose do tipo II acomete idosos de idade avancgada, acima de 75 anos
e esta relacionada a ingestao inadequada de célcio durante a vida. Acomete uma fracdo de 2
mulheres para cada 1 homem e, geralmente acarreta em fraturas trabecular e cortical de
quadril (48, 50). A partir dos 40 anos, cada ciclo de remodelamento deixa um pequeno déficit
no 0sso, pois os osteoblastos raramente repdem o osso reabsorvido exatamente igual ao ponto

inicial (48, 50).

Além disso, podemos classificar a gravidade da osteoporose. Quando a DMO
apresenta desvio padrdo entre O e -1, consideramos uma DMO normal, sem nenhuma
alteracdo. Quando os valores estdo entre -1 e -2,5, consideramos um quadro de osteopenia
(massa Ossea reduzida). Valores abaixo de -2,5 diagnosticam osteoporose enquanto que
valores abaixo de -2,5, somados a quadros de fraturas consideramos como osteoporose severa

(50).
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O sintoma mais evidente da osteoporose ¢ a dor de forte intensidade causada por
movimentos minimos. Na coluna vertebral, a osteoporose pode provocar fraturas por
compressao, causando fortes dores nas costas e ¢ possivel que o individuo fique “corcunda”,

levando a uma diminuigdo na estatura (48, 50).
8. Riscos de Fratura

Em 2008, o World Health Organization Collaborating Center for Metabolic Bone
Diseases, da Universidade de Sheffield, na Inglaterra, juntamente com a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) desenvolveu uma ferramenta para auxiliar a avaliagdo do risco de fraturas
osseas, a FRAX (Fracture Risk Assessement Tool). Essa ferramenta correlaciona a densidade
mineral éssea do fémur com os fatores de risco que levam a osteoporose, proporcionando uma
avaliag¢do individual para cada paciente. Além de dados como idade, sexo, indice de massa
corporal (IMC), os fatores de risco analisados pelo algoritmo so: historico de fraturas por
fragilidade Ossea, historico familiar de fratura de fémur, fumo, uso prolongado de corticdides,
artrite reumatéide entre outros (51). Isoladamente, cada fator de risco ndo ¢ suficiente para
detectar um paciente com baixa densidade 6ssea e com alto risco de fratura e, portanto, os

dados devem ser analisados conjuntamente (Figura 7).

Os fatores de risco para osteoporose e fratura sdo aqueles que poderdo influenciar na
densidade mineral 6ssea (DMO), na arquitetura esquelética e na tendéncia a quedas. Com o
avango da idade, a espessura cortical, a densidade trabecular e a conectividade diminuem
causando um enfraquecimento extremo dos corpos vertebrais e uma queda na capacidade de

carga das vértebras, que pode chegar a uma reducdo de 90%.
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Figura 7. Osteoporose e fatores de risco. Varios fatores estdo associados ao risco de
osteoporose dentre eles a idade, sexo, excesso de medicamentos como os glicocorticoides, baixa
ingestao de alimentos ricos em célcio e vitamina D, entre outros.

A fratura Ossea ¢é caracterizada pela descontinuidade anatonica e instabilidade
mecanica Ossea. Ela pode ocorrer em decorréncia de atividades dinamicas, como os esportes
ou acidentes ou por atividades passivas, por exemplo, as pequenas e leves quedas em
pacientes com osteoporose (52). A fratura dssea pode ser classificada em simples,
cominutivas ou fraturas por estresse. Na fratura simples, o osso ¢ separado em dois
fragmentos e esta sujeito a flexdo ou tor¢do. Na fratura cominutiva, o osso ¢ dividido em
varios fragmentos (podendo se encontrar estilhacado) e geralmente acontece em casos de
acidentes de carro, quedas muito altas, etc. E a fratura por estresse € resultado de micro-danos
agravados devido a forcas de baixa magnitude que sdo aplicadas repetidamente por um longo
periodo. A fratura por estresse, em pacientes saudaveis, pode ser facilmente reparada durante
o remodelamento dsseo. Geralmente, as fraturas osteoporéticas ocorrem em locais do
esqueleto formado por ossos trabeculares, como a regido toracica, espinhas lombares, quadril
e pulso como conseqiiéncia de quedas ou perda da forca motora. As mais graves fraturas
osteoporoticas sdo fraturas de quadril, podendo levar o paciente antes completamente

sauddveis a morbidade ou morte em apenas 6 meses.
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Fatores como a idade, género e estilo de vida influenciam diretamente no risco de
fratura osteoporotica. O envelhecimento acarreta na perda da DMO que, somado ao aumento
da vulnerabilidade de individuos idosos, se torna um fator altamente relevante nos eventos de
fratura osteoporoética, principalmente em idosos acima dos 60 anos (53). Durante a
menopausa, as mulheres t€ém uma redu¢do significativa na sintese de estrogénio que afeta
diretamente o eixo RANK-RANKL-OPG, ocasionando um desequilibrio na renovacao 6ssea
e, consequentemente, uma perda oOssea consideravel (54). Habitos como o tabagismo, o
consumo de bebidas alcoolicas, alimentacao pobre em leites e seus derivados, entre outros
fatores, estdo associado a perda acelerada de massa 6ssea ¢ ao aumento dos riscos de fratura
em idosos. O tabaco afeta a absor¢do de cdlcio no intestino enquanto que o consumo de
cafeina provoca o aumento da excrecdo de cdlcio pelos rins (55, 56). O élcool interfere na
regulacdo hormonal de hormoénios importantes para o remodelamento 6sseo, como o PTH.
Sendo assim, seu consumo deve ser moderado (57). O consumo de derivados do leite
proporciona a ingestdo de calcio necessaria para manter os niveis desse ion suficientes para a
formagdo dos nanocristais de hidroxiapatita durante o processo de mineralizacdo da matriz

ossea (58).
9. Farmacos na recuperacio 6ssea e osteoporose

Atualmente, a humanidade tem focado nos cuidados com a satide e o bem-estar e
desde entdo, pesquisas objetivando o tratamento da osteoporose, principalmente no
desenvolvimento de novos farmacos, vem crescendo cada vez mais. No momento, varias
classes de farmacos ja sdo comercializadas para o tratamento da osteoporose, atuando de
diferentes formas e com mecanismos de acdo diferenciados. Sendo assim, podemos dividir
esses farmacos em duas classes: os farmacos com acao anti-reabsortiva e farmacos com agao

anabolica (59).

Os farmacos com acao anti-reabsortiva atuam basicamente nos osteoclastos, inibindo a
sua atividade e, consequentemente a reabsor¢cdo Ossea. Dentre eles, podemos destacar os
bisfosfanatos (alendronate, risendronate, etidronato), os moduladores de receptores seletivos
de estrogénio (SERMs) (agonistas/antagonistas de estrogénio), anticorpo monoclonal humano
RANK-L (denosumab) e calcitonina. Ja os farmacos com agao anabolica atuam na atividade
dos osteoblastos, estimulando a formagdo de osso novo. Dentre eles, podemos citar os

peptideos de PTH (PTH 1-84, Teriparatide) (59).
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Embora haja muitos fArmacos ja comercializados para o tratamento da osteoporose, 0s
pesquisadores ainda buscam um farmaco mais eficiente, com menores efeitos colaterais e que
necessite de doses menores das ja administradas. Pensando nisso, podemos encontrar na
literatura drogas em estudos in vitro e in vivo e outras drogas ja em testes clinicos, como a os
inibidores de catepsina-K (odanacatib, balicatib, relacatib, ONO5334, MV061194 MIV-701)

e anticorpos anti-esclerostina (romosozumab, blosozumab).
10. Alternativas na terapia de reparo 6sseo

O aumento crescente de fraturas fez-se necessario aumentar os investimentos em
biomateriais para a recuperacao de lesoes ao tecido 0sseo. A engenharia tecidual ¢ um campo
da ciéncia com especial interesse no desenvolvimento de biomateriais/scaffolds inspirados na
composicao e estrutura 6ssea objetivando materiais para enxerto 6sseo e¢/ou reparo de fraturas.
Para esses biomateriais se tornarem ideais para esta finalidade ¢ necessario que eles tenham
caracteristicas especificas como biocompatibilidade, biodegradabilidade, caracteristicas
especificas da estrutura 6ssea (por exemplo, porosidade, resisténcia e dureza) e propriedades
osteoindutivas / osteocondutoras apropriadas para estimular a proliferagdo celular ¢ a
diferenciagdo osteogénica no local de cicatrizagdo (60). Algumas estratégias podem ser
adotadas no reparo 0sseo utilizando os biomateriais. Os biomateriais podem ser implantados
puros e diretamente no local da lesdo ou podem receber células-tronco isoladas do préprio
paciente e posteriormente serem implantados, j4 com uma quantidade necessaria de células

cultivadas sobre eles (60, 61).

Um biomaterial muito conhecido e utilizado no reparo do tecido 6sseo ¢ o titdnio (T1)
e suas ligas. O titanio puro € utilizado com sucesso na odontologia desde 1965. Ele apresenta
boas caracteristicas como resisténcia a corrosdo, forca especifica, biocompatibilidade e
osseointegra¢do. As ligas de Ti sdo capazes de suportar grande estresse mecanico, podendo
ser facilmente empregadas na ortopedia, na forma de articulagdes artificiais, fixadores 6sseos

e fixadores espinhais (62).

Outro material muito empregado na engenharia tecidual sdo os polimeros. Estes
podem ser naturais ou sintéticos. Polimeros naturais, como o coldgeno tipo I, mimetizam a
estrutura e as propriedades bioquimicas da matriz organica natural do 6rgdo. O coldgeno ¢ a
proteina mais abundante na matriz dssea e, por isso, ¢ considerada um excelente material para
produzir scaffolds objetivando a regeneracao do tecido 6sseo (60, 61). Entretanto, o colageno

puro ndo apresenta propriedades mecanicas miméticas ao tecido 0sseo e, por isso, estdo sendo
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associados a outros materiais (biomateriais ou nanomateriais) que possam melhorar suas
propriedades mecanicas (63). Além do mais, muitos trabalhos utilizam a propria matriz
descelularizada do tecido a ser recuperado. A matriz extracelular descelularizada ¢ rica em
proteinas (colageno e nao colagenas), glicosaminoglicanos e fatores de crescimentos. Esses
componentes sdo determinantes para a diferenciacdo e manutencao do “cell fate” das células

que compdem aquele tecido (64).
11. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de peptideos com atividade anti-osteopordtica durante a
diferenciacdo e maturacdo Ossea ¢ durante a maturacdo de células da medula 6ssea em
osteoclastos, avaliar a citocompatibilidade de ligas de titanio-nidbio revestidas com fosfato de
calcio em osteoblastos e células-tronco mesenquimais humanas e produzir e avaliar scaffolds
a base de matriz extracelular de figado funcionalizados com nanomateriais durante a

maturagao 0ssea.
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CAPITULO 1: AVALIACAO DOS EFEITOS DE NOVAS MOLECULAS
INIBIDORAS DA CATEPSINA K PARA TRATAMENTO DA OSTEOPOROSE

1. Introducio

A osteoporose ¢ uma doenca metabolica, sist€émica e progressiva, caracterizada pela
redu¢do da massa Ossea e deterioracdo de sua microarquitetura. Na osteoporose, hd um
desequilibrio na atividade dos osteoblastos, que se sobressai a atividade dos osteoclastos,
refletindo no resultado final do processo de remodelamento 6sseo, tornando os 0ssos porosos
e mais susceptiveis a fratura. Os tratamentos farmacologicos da osteoporose focam nesse
desequilibrio, seja diminuindo a atividade dos osteoclastos, aumentando a atividade dos

osteoblastos, ou atuando em ambos (1, 2).

Os agentes farmacologicos ja aprovados e utilizados no tratamento da osteoporose sdo
classificados em agentes anti reabsortivos e agentes anabolicos. Os agentes anti reabsortivos
incluem os membros da familia dos bisfosfonatos, ranelato de estroncio, os SERMs e o
denosumabe. O agente anabdlico aprovado consiste no PTH, seus fragmentos e peptideos
analogos (3). Entretanto, apesar de haver ja medicamentos em clinica, ainda ndo encontramos
um farmaco isento de efeitos colaterais e ideal para uso prolongado e continuo. Além disso,
todos os medicamentos anti-reabsortivos atualmente aprovados causam uma redugdo paralela

na formacao ossea (3).

Um alvo promissor que vem despertando o interesse de pesquisadores na busca de
novas substincias ativas a serem usadas no combate da osteoporose € a catepsina K, uma
protease expressa em grandes quantidades nas células dos osteoclastos. Muitas pesquisas
relacionadas aos inibidores seletivos de catepsina K foram reportadas e estdo sendo

desenvolvidas por pesquisadores ao longo dos ltimos anos (4).

1. 2. Catepsina K

As proteases lisossomais foram identificadas pela primeira vez na década de 20 e sdo
denominadas catepsinas. A familia das catepsinas ¢ composta por 11 membros que se
diferenciam quanto a estrutura, mecanismos cataliticos e quais proteinas clivam. Dependo do
aminoacido no sitio ativo que medeia a atividade catalitica da enzima, a familia das catepsinas
sdo divididas em cisteina (catepsinas B, C, F, H, K, L, O, S, V, X e W), aspartato (catepsinas
D e E) e serina (catepsinas A e G) proteases (3). A familia das catepsinas apresenta uma dobra

estrutural e uma triade de residuos Cys-Asn-His conservada no local ativo (5).
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Especificamente, a catepsina K (CatK) contém 3 sitios ativos para interagdes enzima-
substrato denominados de S1, S2 e S3. O sitio S1 é o residuo catalitico da enzima. E
composto pelos residuos de aminoacidos Gly23, Ser24, Gly64 e Gly65, e Cys25. O sitio S2 ¢
altamente lipofilico e ¢ composto pelos residuos Met68, Alal33, Leul57, Alal60, Leu205 e
Tyr67. O sitio S3 compartilha o residuo Tyr67 com S2 e é formado predominantemente pelo
Asp61 (6).

A CatK ¢ uma cisteina protease lisossomal expressa pelos osteoclastos, com atividade
seletiva em pH acido, sendo capaz de degradar proteinas da matriz 6ssea incluindo o colageno
tipo I, que compde 90% da matriz organica do osso, colageno tipo II, osteopontina e
osteonectina, que compdem os outros 10% da matriz organica (7). A CatK ¢ capaz de clivar a
hélice tripla e os telopeptideos das fibras de colageno do tipo 1. Além disso, a CatK ¢ capaz de
clivar e ativar MMP-9, demonstrando ser uma protease fundamental na degradacdo da matriz

ossea (6, 7).

Dados mostram que uma reducdo significativa na expressdo da catepsina K ¢ bem
tolerada pelo organismo e apenas a perda total da atividade desta protease leva a condigdes
clinicas (8). A expressdo da CatK ¢ regulada pela via RANKL-RANK. A ativagdo da via de
sinalizagdo RANKL-RANK estimula a expressio do NFATcl, que por sua vez, inicia a
transcricdo de CatK (9). Camundongos com osteoclastos deficientes na expressdo de
catepsina K exibem desmineralizacdo dssea normal e apenas a reabsor¢ao da matriz 0ssea €
prejudicada. Individuos com picnodisostose (doencga recessiva rara que atinge o sistema
esquelético) apresentam osteoclastos com deficiéncia no gene da CatK (8). Os osteoclastos
sdo incapazes de degradar as proteinas da matriz 0ssea e, como consequéncia, 0s pacientes
com essa doenga apresentam uma matriz dssea altamente mineralizada e elevada DMO (8).
Semelhante aos individuos com osteopetrose, o osso dos pacientes com picnodisostose ¢ de
ma qualidade e esses individuos apresentam alto risco de fraturas por fragilidade. Dito isso,
antagonistas da catepsina K despertaram o interesse dos pesquisadores como terapia para a
osteoporose, contudo, até o momento, ainda ndao ha um medicamento inibidor da CatK

aprovado pela FDA.

1. 3. Inibidores da Catepsina K

De modo geral, os inibidores da CatK apresentam estruturas quimicas semelhantes
(Figura 1). Os inibidores se diferenciam um dos outros por meio de modificagdes nas

posigdes P1, P2 e P3 (Figura 1B). E comum encontrarmos grupos eletrofilicos na posicio P1,
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importantes na interagdo com o sitio 1 da enzima. Grupos aromaticos na posi¢do P3 (que
interagem preferencialmente com o sitio S3) se mostraram importantes na interagdo inibidor-
enzima e sao alvos de modificagdes na produgao de novos inibidores de CatK. Além do mais,
residuos hidrofébicos na posicao P2 sdo propostos para interagir com o sitio S2 e também sao
alvos de modificacdes (10-12). Neste trabalho, as moléculas utilizadas foram baseadas no
esqueleto molecular do Balicatib (firmaco utilizado para tratamento de osteoartrite e
osteoporose) (Figura 1A), e as modificacdes se deram nos grupos da posi¢cao P3, com objetivo
de avaliar se diferentes residuos aromaticos iriam afetar significativamente o potencial de

inibi¢do dessas substancias.
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Figura 1. Representaciio esquematica da interacdo dos inibidores com os sitios ativos da
catepsina K. A. Esqueletos moleculares de inibidores da catepsina K juntamente com seus sitios
ativos S1, S2 e S3 e as principais regides de modificacdo da molécula em P2 e P3. B. Esqueletos
moleculares de dipeptideos utilizados na producdo de seus derivados e esqueletos moleculares de
amino-oxadiazdis. Fonte: Talita Barbara Gontijo.

O principal foco das empresas farmacé€uticas € a porcdo tiol da cisteina de CatK. A
interacdo do farmaco com essa por¢dao devera inibir reversivelmente ou inativar
irreversivelmente a atividade proteolitica da CatK (5). O Odanacatib (ODN) ¢ o unico
inibidor da CatK candidato a fairmaco que demonstrou eficiéncia terapéutica em pacientes
com osteoporose pos-menopausa. Foi desenvolvido pela Merck & Co., os estudos clinicos
chegaram até¢ a Fase Il e o seu desenvolvimento foi interrompido pois apresentou efeitos
cardio-cerebrovasculares adversos. Esses dados indicam que o ODN atua de forma sistémica e

pode inibir a CatK em locais diversos, além do tecido 6sseo (5).

De forma geral, os agentes anti reabsortivos reduzem o numero de osteoclastos. Em
contrapartida, os inibidores da catepsina K sdo pensados para diminuir a fun¢do dos
osteoclastos, mantendo ou aumentando o numero de osteoclastos no nicho 6sseo. O principal
fator que incentiva as pesquisas nos inibidores da CatK ¢ a preservacdo da formagdo e da

sobrevivéncia dos osteoclastos com o uso desta terapia. Desta forma, ndo ha maior
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comprometimento do crosstalk entre osteoblastos e osteoclastos e ndo ha prejuizos evidentes
na formacdo e maturacdo dos osteoblastos e no remodelamento 6sseo. Dados mostram que a
delecdo da catepsina K, em camundongos, levou ao aumento da producdo de SIP
(esfingosina-1-fosfato) pelos osteoclastos mutantes. A S1P, um lisofosfolipideo
biologicamente ativo, controla o trafego de precursores de osteoclastos, sendo fundamental na
regulagdo da osteoclastogénese, além de estimular a migragdo e sobrevivéncia dos
osteoblastos (13, 14). As moléculas analisadas neste trabalho sdo extremamente atrativas para
o tratamento da osteoporose visto que foram sintetizadas objetivando a interagcdo com o sitio
ativo da CatK, inibindo sua atividade catalitica. Desta forma, as moléculas ndo comprometem
a viabilidade dos osteoclastos e o crosstalk entre essas células e os osteoblastos. Até o
momento, ndo ha farmacos inibidores da catepsina K aprovados pela FDA e este trabalho
propoe testar os efeitos na manutencao da atividade osteoblastica e na atividade osteoclastica

de 17 moléculas inéditas desenhadas para se comportarem como inibidoras da catepsina K.

2. Objetivo
2.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de derivados dipeptideos e amino-oxadiaz6is baseados em
inibidores da catepsina K durante a maturacdo de osteoblastos e osteoclastos de roedores e

durante a diferenciag¢@o osteogénica de células-tronco mesenquimais humanas.

2.2. Objetivos Especificos

- Avaliar a viabilidade e diferencia¢do de hASC na presenga das moléculas inibidoras
da catepsina K;

- Avaliar a viabilidade e matura¢do de rOB e mOB na presenca das moléculas
inibidoras da catepsina K;

- Avaliar a viabilidade de HSC durante a osteoclastogénese na presenga das moléculas
inibidoras da catepsina K;

- Avaliar a osteoclastogénese de HSC na presenga das moléculas inibidoras da
catepsina K;

3. Material e Métodos

3.1. Novas moléculas inibidoras da catepsina K

As moléculas analisadas neste trabalho foram produzidas durante o doutorado da aluna
Talita Barbara Gontijo, sob orientacdo da professora Dra. Rossimiriam Pereira de Freitas, do

departamento de Quimica, da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
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A sintese das moléculas foi realizada de modo que estas se comportassem como
inibidoras da CatK. Para isso, foram realizadas modificacdes nos esqueletos moleculares de

dipeptideos e amino-oxadiazois (Figura 2).

( )
P2
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Figura 2. Estruturas gerais dos compostos testados neste trabalho. Os compostos
utilizados neste trabalho receberam modificagdes (representadas por R) na regido P3 dos esqueletos
moleculares de dipeptideos e amino-oxadiazois.

3.2. Comité de Etica

Os ensaios de citocompatibilidade, maturagdo celular e diferenciagdo in vitro foram
realizados com a cultura primdria de osteoblastos extraidos do calvario de ratos Wistar (n=5),
camundongos C57/bl6 (n=5) neonatos com 3 a 5 dias de idade (15) e com células-tronco
mesenquimais humanas extraidas de tecido adiposo (15). O uso dos osteoblastos oriundos dos
ratos Wistar foi aprovado pela Comissao de ética no uso de animais (CEUA) da pro-reitoria
de pesquisa da Universidade Federal de Sao Jodao del-Rei (UFSJ) sob protocolo 009/2018. O
uso dos osteoblastos oriundos dos camundongos C57/bl6 foi aprovado pela Comissdo de ética
no uso de animais (CEUA) da pro-reitoria de pesquisa da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) sob protocolo 288/2014. O uso das células-tronco mesenquimais foi
aprovado pelo comité de ética da pro-reitoria de pesquisa da Universidade Federal de Minas

Gerais (UFMG) sob Certificado de Apresentagio de Apreciacio Etica (C.A.A.E) 266.925.
3.3. Extracao de osteoblastos

Ratos Wistar neonatos de 3 a 5 dias e camundongos C57bl/6 foram eutanasiados por
dose letal de Cloridrato de Lidocaina a 2% (Cristalia). Em seguida, foi feito um recorte
bilateral das peles dos animais, a partir da rima ocular até as orelhas, possibilitando a

exposicao das calvarias. Apds a retragdo da pele, as calvarias foram recortadas na regiao de
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sutura ao redor dos 0ssos parietais, destacadas e armazenadas em tampao fosfato salino (PBS)
contendo 1000 unidades/mL de penincilina (Gibco®) e 1mg/mL de estreptomicina (Gibco®).
Posteriormente, as calvarias foram fragmentadas com o auxilio de uma tesoura e submetidas a
tratamento enzimatico em 1% de tripsina-EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético)
(Gibco®) por 10 min. Em seguida, as amostras foram incubadas com 2% de colagenase
(Millipore®), em 4 banhos sequenciais, por 20 min cada a 37 °C. Os ultimos trés banhos de
colagenase foram centrifugados e o pellet foi ressuspenso em meio Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium — DMEM (Gibco®) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB -
Gibco®), penicilina (100 UI / ml - Gibco®) e estreptomicina (100 mg / ml - Gibco®) e
transferido para frascos de cultura de células T25. As células foram levadas a crescer em uma
incubadora a 37 ° C em uma atmosfera de 5% de CO,. Todos os experimentos foram

conduzidos na quinta passagem celular.

3.4. Extracdo de células-tronco mesenquimais humanas derivadas do tecido

adiposo (hASC)

As células-tronco mesenquimais humanas derivadas do tecido adiposo (hASC) foram
extraidas de lipoaspirado de paciente do sexo masculino, de 42 anos, 115 quilos, 183
centimetros de altura, que se submeteu ao procedimento de lipoaspiragdo. A clinica
responsavel pelo procedimento foi a Clinica Patricia Leite, e as cirurgias foram realizadas no
Hospital LifeCenter, localizada no bairro Serra, em Belo Horizonte e coordenada pela Dra.
Patricia Leite e os procedimentos foram seguidos de acordo com as normas aprovadas pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (Parecer n°
ETIC - 0107.0.203.000-10). O material foi cedido ao Laboratorio de Sinalizagdo Celular e
Nanobiotecnologia da UFMG.

O lipoaspirado foi retirado dos flancos direito e esquerdo e regides infra e
supraumbilical, transferido para recipientes de 200 mL de vidros contendo 1 mg/mL de
estreptomicina (Gibco®), 1000 unidades/mL de penincilina (Gibco®) e 3 pg/ mL de
gentamicina (Gibco®) transportado para o Laboratorio de Sinalizagdo Celular e
Nanobiotecnologia para processamento em fluxo laminar, em condigdes estéreis, conforme
descrito por Zuk et al. (16). O lipoaspirado foi separado em porgdes de aproximadamente 20
mL em tubos falcon estéreis de 50 mL e lavado com meio de cultura Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium — DMEM (Gibco®) sem soro sobre centrifugacao de 252x g por 6 minutos a
temperatura ambiente (16). Apos a centrifugagdo, a por¢do superior contendo a gordura foi

separada e submetida a digestdo com colagenase do tipo I (Millipore®) em uma concentragao
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de 0,1% em PBS, pH 7.4, na proporcao de 1:1 para digerir a matriz extracelular. Os tubos
foram mantidos a 37°C, 5% COz por duas horas e a cada 15 minutos, os tubos foram agitados
vigorosamente. Seguida as duas horas de digestao, os tubos foram centrifugados 252 g por 6
minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante contendo a fracao adipocitaria foi descartado
e a por¢do estromal foi ressuspendida em meio DMEM completo (10% SFB (Gibco®), 1000
unidades/mL de penicilina (Gibco®), 1 mg/mL de estreptomicina (Gibco®) e 3 pg/ mL de
gentamicina (Gibco®)). O meio de cultura foi substituido a cada dois dias para retirada de

goticulas de gordura, células sanguineas e células nao aderentes.
3.5. Grupos Experimentais

O fluxograma abaixo sintetiza os grupos experimentais utilizados neste capitulo em

osteoblastos de ratos e camundongos ¢ em hASC.
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Fluxograma 1. Resumo dos grupos experimentais utilizados neste capitulo.

3.6. Teste de citocompatibilidade em osteoblastos e hASC
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O fluxograma abaixo sintetiza os experimentos realizados neste capitulo em

osteoblastos de ratos e camundongos e em hASC, obedecendo a ordem cronologica e os

passos seqiienciais dos mesmos.
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Fluxograma 2. Resumo dos experimentos realizados neste capitulo com osteoblastos de ratos

e hASC.
3.6.1. Viabilidade celular

Os osteoblastos foram semeados na concentragio de 5x10° em cada amostra com meio

de cultura DMEM (Gibco®) suplementado. O meio de cultura foi renovado a cada 2-3 dias e,

nos dias 3, 7 e 14, 10% (v / v) do Reagente Resazurina (Sigma-Aldrich) foi adicionado aos

pocos. Por sua vez, as células-tronco mesenquimais humanas derivadas do tecido adiposo
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humano (hASC) foram semeadas na concentragdo de 5x10° células em cada amostra com
meio de cultura DMEM (Gibco®) suplementado ¢ meio de cultura DMEM (Gibco®)
enriquecido com fatores indutores de diferenciacdo osteogénica (1uM de Dexametasona
(Calbiochem), 100 mM de B-glicerol-fosfato (Sigma-Aldrich) e 0,2 mM de acido ascorbico
(Merck)). O meio de cultura foi renovado a cada 3-4 dias e, nos dias 7, 14 ¢ 21 10% (v / v) do
Reagente Resazurina (Sigma-Aldrich) foi adicionado aos pogos. Apds a adi¢ao do reagente,
as placas foram mantidas a 37°C, 5% CO: por quatro horas. Em seguida, a densidade 6tica foi
mensurada no comprimento de onda de 600nm no espectrofotdmetro para microplacas

(Spectramax 190 — Molecular Device®).
3.6.2. Atividade da Fosfatase Alcalina

A atividade da fosfatase alcalina (ALP) foi avaliada usando o ensaio BCIP-NBT (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate/ nitro blue tetrazolium) (Invitrogen). 300ul dos
sobrenadantes de cada pogo foram removidos nos dias 3, 7 e 14, nos experimentos com
osteoblastos e nos dias 7, 14 e 21, nos experimentos com hASC e armazenados em
Eppendorfs de 1,5 mL. Os pogos foram lavados com PBS e, em seguida, 200 ul de solucao
BCIP-NBT, que foi preparada de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante, foram
adicionados aos sobrenadantes de cada pogo. Apds 2 horas de incubagdo a 37 °C em uma
atmosfera de 5% de CO-, a densidade optica foi mensurada no comprimento de onda em 595

nm no espectrofotdmetro para microplacas (Spectramax 190 — Molecular Device®) (17).
3.6.3. Producio de colageno

Nos dias 3, 7, 14 e 21, os sobrenadantes foram coletados para avaliar a producao de
colageno pelas células durante a maturagdo e diferenciacdo das células. As andlises foram
realizadas pelo ensaio colorimétrico usando o corante Direct Red 80 (Sigma-Aldrich). Para
isso, 25 pL do meio de cultura foram transferidos para Eppendorfs de 1,5 mL e
posteriormente foram adicionados em 200 pl. de uma solucao do reagente (1% em solugdo
aquosa saturada de acido picrico (Vetec) e acido picrico solido (Vetec)) por 1 hora, sob leve
agitacdo, a temperatura ambiente e protegido da luz. Apos 1 hora, a solucdo foi centrifugada a
10000 r.p.m. e o pellet foi lavado em uma solucdo de 0,1 mol/L de acido acético (Sigma-
Aldrich). Em seguida, o pellet foi solubilizado pela adi¢ao de 150ul de NaOH (Vetec) 0,1
mol/L. Em seguida, densidade Optica foi mensurada no comprimento de onda em 550 nm no
espectrofotometro para microplacas (Spectramax 190 — Molecular Device®). O colageno

extraido das caudas dos ratos foi utilizado para realizar a curva padrao.
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3.6.4. Coloraciao por Alizarin red S

Para avaliar a deposi¢ao de calcio nas amostras e, conseqiientemente, a diferenciacao
celular, apos os 14 dias, para os osteoblastos e ap6s 21 dias de cultivo, no caso das hASC,
realizou-se incubagdo das culturas com Alizarin Red S (Sigma-Aldrich). O meio de cultura foi
retirado e as células foram fixadas com PFA (paraformaldeido) 4% (Sigma-Aldrich) gelado
por 20 min. Em seguida, as células foram lavadas com agua destilada estéril duas vezes e
coradas 30 minutos com 500 pL de Solugdo de Alizarin Red S (Sigma-Aldrich). O excesso de
corante foi retirado por lavagens sucessivas e a coloragdo dos depositos minerais de calcio foi

registrada em microscopio Optico (Primovert, Zeiss, German).
3.6.5. Coloraciao por Von Kossa

Apo6s os 14 e 21 dias de cultivo, a mineralizagao foi avaliada pela coloragdo de Von
Kossa. O meio foi retirado e as células foram fixadas com PFA (Sigma-Aldrich) 4% gelado
por 20 min. Em seguida, as células foram lavadas com 4gua destilada estéril duas vezes e
foram adicionados 500 pL de nitrato de prata (Vetec) 5% (p/v) e a placa foi exposta a luz UV
por 60 minutos. A placa foi entdo lavada por 10 minutos com PBS e imersa em tiossulfato de
sodio (Sigma-Aldrich) 5% (p/v), por 3 minutos. O excesso de corante foi retirado por
lavagens sucessivas e a coloragdo dos depositos minerais foi registrada em microscopio optico

(Primovert, Zeiss, German).
3.6.6. Coloraciao por Sirius red

No tultimo dia de ensaio, as células foram fixadas com PFA (Sigma-Aldrich) 4% e
coradas para visualizagdo da produ¢do de colageno pelas células. Apds a fixacdo, as células
foram lavadas e coradas com uma solu¢do de vermelho Sirius (1% em solugdo aquosa
saturada de acido picrico (Vetec) e acido picrico solido (Vetec)) por 1 hora, sob leve
movimento a temperatura ambiente e protegida da luz. Apos a coloracdo, o sobrenadante foi
removido e as células foram lavadas com acido cloridrico (HCI) (Sigma-Aldrich) 0,01 mol/L
para remoc¢do do excesso de corante. A coloracdo do coldgeno produzido foi registrada em

microscopio optico (Primovert, Zeiss, German).
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3.7. Isolamento dos precursores de osteoclastos

Os precursores de osteoclastos foram isolados segundo protocolo estabelecido por
Marino et. al (18) (Figura 3). Resumidamente, camundongos C57bl/6 neonatos foram
eutanasiados e limpos com alcool 70% e solugdo de iodopovidona (Bioquimica). Os membros
posteriores foram recolhidos e transferidos para uma placa de Petri estéril no gelo, onde foram
cuidadosamente removidos os tecidos moles. Os ossos limpos foram colocados em uma nova
placa de Petri preenchida com meio de cultura DMEM (Gibco®) e armazenada por 30
minutos em uma incubadora (5% CO2, 37° C) para permitir atingir o pH e temperatura
corretos. Em seguida, os ossos foram cortados na regido da epifise, colocados em um
Eppendorf de 500ul, no qual o fundo foi previamente removido. O Eppendorf de 500 ul foi
colocado dentro de um Eppendorf de 1,5 ml e centrifugado por 30s a 10000 g a temperatura
ambiente. O pellet foi suspenso em tampao de lise. A suspensdo de células da medula 6ssea
foi centrifugada em 300 g por 3 min, o sobrenadante descartado ¢ o sedimento ressuspenso
em | ml de meio de cultura e as células foram armazenadas em placas de cultura sem

tratamento.
Extracio a partir de Medula Ossea

Amnestesiar o animal Descartar
Retirar a tibia e o fémur

a —— Centrifugar
- 8 E 10000xg
i 30 segundos
ele
Cortar a epifise Colocar o osg0 em
do osso um Eppendorf

Osteoclastogénese

25 ng/ml de m-CSF \
100 ng/ml de RANKL

Figura 3. Processo de extracdo dos precursores de osteoclastos. Os osteoclastos foram
extraidos da medula dssea de tibias de camundongos C57b1/6 de acordo com Marino et. al (18).
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O fluxograma abaixo sintetiza os experimentos realizados neste capitulo em células

precursoras de osteoclastos de camundongos C57bl6, obedecendo a ordem cronoldgica e os

passos seqiienciais dos mesmos.
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Fluxograma 3. Resumo dos experimentos com células precursoras de osteoclastos de
camundongos C57bl6 utilizados neste capitulo.

3.8. Diferenciacio osteoclastica
Foram semeados 5x10° células precursoras de osteoclastos em placas de 48 wells e

cultivadas por 7 dias com meio DMEM (Gibco®) suplementado e enriquecido com 25 ng/ml

de m-CSF (Bioalbra) e 10 ng/ml de RANKL (Bioalbra). Metade do meio de cultura foi
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renovado a cada 48 horas. Durante a diferenciagdo dos osteoclastos, foram adicionados os
peptideos selecionados juntamente com 10ng/ml de osteoprotegerina (OPG) (Biolegend) (18).
A OPG atua como controle negativo, visto que a OPG impede a ligagdo do RANK ao seu

ligante RANKL e, conseqiientemente, inibe a formacao e a atividade dos osteoclastos.

3.9. Coloracao por TRAP

Apo6s os 7 dias de diferenciagdo, os osteoclastos foram fixados com PFA (Sigma-
Aldrich) 4% por 20 min a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas 2x
com PBS e os pogos foram secos. Apos a secagem, as c€lulas foram incubadas durante 30 min
com 100 pl de substrato TRAP (substrato fosfatase, cat # P4744, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) em tampao contendo 50 mM de citrato de s6dio/ 10 mM de tartarato de sodio (Sigma-
Aldrich), pH 4,6. Ap6s 30 min foi adicionado 100 pl de NaOH (Vetec) 0,1 N e a absorbancia
foi mensurada em 410 nm em espectrofotometro de microplacas (Spectramax 190 —
Molecular Device®). Para observar a formacdo de células multinucleadas, as células foram
fixadas com PFA (Sigma-Aldrich) 4% por 20 min e posteriormente as células foram coradas
durante 4 horas com 200 pL de solucdo de reagdo TRAP (5 mg de fosfato de naftol AS-MX
(Sigma-Aldrich) dissolvido em 0,5 ml de N, N-dimetilformamida (Sigma-Aldrich))
solubilizados em 50 ml de tampao composto por 100mM de acetato de s6dio/S50mM de
tartarato de sodio (Sigma-Aldrich) pH 5,0 e 30 mg de Fast Violet LB (Sigma-Aldrich). Foram

consideradas células diferenciadas as cé€lulas com trés ou mais nucleos (19).

3.10. Ensaio de co-cultura

Foram semeadas 5x10° osteoblastos de camundongos C57bl/6 em placas de 96 wells.
Apbs 24 horas, 5x10° células precursoras de osteoclastos foram semeados nesses mesmos
pocos e ambas as células foram cultivadas por 7 dias com meio DMEM (Gibco®)
suplementado e enriquecido com 25 ng/ml de m-CSF (Bioalbra) e 100 ng/ml de RANKL
(Bioalbra). Apds os 7 dias de cultivo, foram avaliados a viabilidade dessas células e a
atividade da fosfatase acida. Os pogos foram corados por TRAP e pela coloracdo Von Kossa

(Conforme descrito anteriormente) (20, 21).
3.11. Analise qualitativa das fotomicrografias.

As analises qualitativas das coloragdes Alizarin Red S, Von Kossa e Sirius Red foram
realizadas na objetiva por meio de um Score elaborado, utilizando o parametro definido na

tabela 1.
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Tabela 1. Legenda do score da intensidade das coloracdes utilizadas para comparacio
entre as diferentes amostras utilizadas:

Score Intensidade da coloracio nas células
- Auséncia
+ Minimo
++ Pouco
+++ Moderada
++++ Elevada

3.12. Analises estatisticas

Todos os dados quantitativos foram representados pela média + o desvio padrdao. A
significancia estatistica foi determinada usando o teste t de Student’t ndo pareado e o teste
ANOVA utilizando-se GraphPad Prism versdao 7.00 para Windows, Software GraphPad, La
Jolla California, USA.

4. Resultados

4.1. Selecao das moléculas

Foram produzidas 17 amostras para o estudo. A fim de selecionar as amostras mais
promissoras e padronizar a concentragdo ideal de cada amostra durante os ensaios
subsequentes, foi realizado um ensaio de viabilidade, utilizando os osteoblastos de ratos
neonatos Wistar (rOB), as células-tronco mesenquimais humanas derivadas do tecido adiposo
(hASC) e os osteoblastos de camundongos neonatos C57bl/6 (mOB). Todas as células foram
expostas aos compostos durante 48 horas e, apds o periodo de exposi¢do, a viabilidade foi
mensurada. Os dados foram normalizados para porcentagem e a viabilidade das células que
nao foram expostos as amostras (ou seja, as células que receberam a concentragdao de Ong) foi
considerada os controles positivos (100%). As amostras nas quais as células apresentaram
viabilidade inferior a 90% foram consideradas amostras citotdxicas. As amostras nas quais as
células apresentaram viabilidade inferior a 120% ndo foram consideradas amostras
promissoras, visto que as amostras aumentaram a atividade metabolica das células. As
amostras foram identificadas como: T10, T15, T18, T20, T23, T24, T27, T28, T30, T32, T35,
T38, T44, T45, T46, T47 e T48.

Primeiramente, os rOB foram expostos as concentragdes de 0, 25, 50, 75 e 100 ng/ml

de cada amostra. Apos 48 horas de exposi¢do, a viabilidade dos rOB foi mensurada utilizando
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o reagente resazurina e a concentracao de cada amostra foi estabelecida (Tabela 2). Tendo em
vista os resultados, a amostra 47 (destacado em vermelho) ndo foi considerada uma amostra
promissora, pois apresentou viabilidade inferior a 120% em todas as concentragdes amostrais
e, portanto, foram excluidas do nosso estudo (Tabela 2).

Tabela 2. Viabilidades das rOB apo6s 48 horas de exposicdo as amostras. Os dados de

viabilidade foram normalizados para porcentagem (%). Os dados sdo expressos com a média = SEM,
n=3.

Amostras Concentracao

Ong| 25ng 50 ng 75 ng 100 ng
T10 100 | 189,812 207,752| 185,915| 225,251
T15 100 | 212,295 243,862 | 214,095| 237,372
T18 100 | 211,242 24424 | 209,224 | 245,141
T20 100 217,54| 231,169 200,278 | 219,161
T23 100 | 231,555 265,722| 209,955| 246,835
T24 100 | 202,029 226,137| 218,522 237,212
T27 100 | 226,822 | 252,894| 231,371 246,768
T28 100 | 209,955 244,652| 222,677 242,79
T30 100 | 171,149 226,44| 197,331| 206,737
T32 100 | 164,728 | 239,822| 187,046 204,359
T35 100 | 186,626 222,07 | 184,851 204,87
T38 100 | 212,042 | 215,243 | 204,483 251,22
T44 100 | 90,6543 | 127,698 | 120,251 120,63
T45 100 | 103,858 | 120,163 | 97,8285| 95,6783
T46 100 | 195,992| 250,011| 224,338 209,663
T47 100 | 116,007 | 109,128 | 112,801 104,109
T48 100 | 236,269 | 223,192| 254,642 237,866

Em seguida, as hASC foram expostas as concentragdes de 0, 25, 50, 75 ¢ 100 ng/ml
das amostra. Apos 48 horas de exposicao, a viabilidade das hASC foi mensurada por meios
do reagente resazurina e a concentracdo de cada amostra foi estabelecida (Tabela 3). As
amostras 23 e 28 (destacadas em azul) foram excluidas do nosso estudo, pois apresentaram
viabilidade inferior a 90% e, portanto, foram consideradas citotoxicas. Além do mais, as
amostras 15, 18 e 24 (destacado em vermelho) ndo foram consideradas moléculas
promissoras, pois apresentaram viabilidade inferior a 120% e, portanto, foram excluidas das

nossas analises (Tabela 3).
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Tabela 3. Viabilidades das hASC apdés 48 horas de exposicio as amostras. Os dados de
viabilidade foram normalizados para porcentagem (%). Os dados sdo expressos com a média = SEM,

n=3.
Amostras Concentracio

Ong | 25ng 50 ng 75 ng 100 ng
T10 100 | 128,3191 | 144,9534 | 134,2009 | 78,69234
T15 100 |95,68092 | 98,02066 | 100,2935 | 98,65898
T18 100 |91,62641 | 106,1404 | 81,52422 | 68,92776
T20 100 |106,5594 |104,3222 | 136,058 | 103,0877
T23 100 | 73,0323 |81,56377 |77,03402 | 88,17926
T24 100 |104,7984 (91,43018 | 76,06127 | 94,12458
T27 100 |93,09399 | 120,2327 | 81,4265 |65,82021
T28 100 |70,50416 |79,78329 | 87,61451 | 57,58783
T30 100 |76,33788 | 120,782 |123,0628 |90,11284
T32 100 | 135,0044 | 123,5051 | 141,5256 | 118,3334
T35 100 |132,0557(120,8824 | 133,493 | 80,93476
T38 100 | 131,232 |147,7498 | 142,239 | 100,8459
T44 100 | 39,7957 |94,78666 | 133,0625 | 61,13697
T45 100 |73,98035|137,7537 |100,9897 | 99,47226
T46 100 |56,51068 | 144,3336 | 61,06066 | 85,43026
T48 100 | 117,9596 | 133,2463 | 118,3324 | 71,82707

Em seguida, os mOB foram expostos as concentragdes de 0, 25, 50, 75 e 100 ng/ml das

amostra. Apds 48 horas de exposicdo, a viabilidade dos osteoblastos de camundongos (mOB)

foi mensurada por meio do reagente resazurina e a concentracdo de cada amostra foi

estabelecida (Tabela 4). Tendo em vista a viabilidade das amostras serem superior a 120%,

todas as amostras foram consideradas promissoras.
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Tabela 4. Viabilidades das mOB apés 48 horas de exposicio as amostras. Os dados de
viabilidade foram normalizados para porcentagem (%). Os dados sdo expressos com a média + SEM,

n=3.
Amostras Concentracio
Ong| 25ng 50 ng 75 ng 100 ng
T10 100 117,76 | 119,996 | 91,1113 | 128,763
T20 100 | 135,767 164,265 88,1121 79,049
T27 100 | 142,768 143,31 | 88,3023 | 200,385
T30 100 162,22 | 147,366( 111,971| 234,106
T32 100 | 111,619 81,074 | 95,5737| 140,684
T35 100 | 128,864 | 148,429| 117,039 | 180,495
T38 100 | 189,247 171,243 | 134,666 2,04467
T44 100 143,71| 114,865| 125,241| 232,378
T45 100 | 112,119 162,588 | 103,725| 184,964
T46 100 | 212,553 | 130,989 | 138,405| 214,311
T48 100 | 173,328 | 198,925| 173,868 | 197,484

A partir dos ensaios de viabilidade, foi determinada a concentragdo que cada molécula

seria utilizada nos ensaios seguintes conforme Tabela 5.

Tabela 5. Concentracio de uso de cada molécula selecionada por modelo celular.

Amostras| Concentracao Uso

rOB hASC | mOB
T10 100ng | 50ng | 100 ng
T20 50ng | 75ng 50 ng
T27 50 ng 50ng | 100 ng
T30 50ng | 75ng | 100 ng
T32 50ng | 75ng | 100 ng
T35 50ng | 75ng | 100 ng
T38 100ng | 50ng | 25ng
T44 50ng | 75ng | 100 ng
T45 50 ng 50ng | 100 ng
T46 50 ng 50ng | 100 ng
T48 75 ng 50 ng 50 ng

Determinado a concentragdo ideal de cada molécula nos tipos celulares especificos, foi

avaliado inicialmente o potencial osteogénico de cada molécula nos rOB.



62

4.2. Potencial osteogénico das moléculas nos osteoblastos de ratos Wistar (rOB)

Para avaliar o citotoxicidade em tempo prolongado de exposi¢do as amostras, avaliou-
se a viabilidade celular com 7 e 14 dias de cultura. Apds 7 dias de cultivo, observamos uma
menor viabilidade nos osteoblastos cultivados com as amostras T44 quando comparadas aos
controles (Figura 6A). No final de 14 dias de cultivo, os osteoblastos cultivados com as
amostras T32 e T44 apresentaram menor viabilidade quando comparados aos controles
(Figura 6B). Esses resultados sugerem que os compostos T32 e T44 sdo citotoxicos para esse
modelo celular.

A

150+

100tp==g 4 }-E-----pEn-py- - ---------

Viabilidade celular
(%)

0
G'i'R T10 T20 T27 T30 T32 T35 T38 T44 T45 T46 T48

L[ e I B T

Viabilidade celular
(%)

0
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Figura 6. Viabilidade dos rOB. Viabilidade dos rOB em exposicdo aos compostos
sintetizados durante A. 7 dias ¢ B. 14 dias de cultivo. Os dados sdo expressos com a média = SEM,
n=3. Foi aplicado one-way ANOVA com Dunnett's Multiple Comparison Test, p < 0,05. b:
significativamente menor que o controle (CTR).

Para avaliar se as amostras influenciavam a atividade da ALP liberada, os rOB foram
cultivados e mantidos por 3, 7 e 14 dias de exposicdo as amostras. Apos 3 dias de cultivo,
observamos uma maior atividade da fosfatase alcalina (ALP) nos osteoblastos expostos com a
amostra T27, T32 e T45 quando comparados aos controles (Figura 7A). Em 7 dias de cultivo,
ndo foi encontrado diferencas significativas entre as amostras (Figura 7B). Apos 14 dias, os

osteoblastos cultivados com a amostra T10 apresentaram atividade da ALP significativamente



63

maior quando comparados aos controles (Figura 7C). Esses dados mostram que os compostos

T10 e T45 apresentam potencial osteoindutor.
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Figura 7. Atividade da ALP em rOB. Atividade da fosfatase alcalina em rOB em exposi¢ao
aos compostos sintetizados durante A. 3 dias, B. 7 dias e C. 14 dias de cultivo. Foi aplicado one-way

ANOVA com Dunnett's Multiple Comparison Test, p < 0,05. a: significativamente maior que o
controle (CTR).

Para verificar a atividade da ALP nos rOB frente as amostras, analisou-se
qualitativamente a atividade da ALP por microfotografias do precipitado apos 14 dias de
cultura, foram capturadas pelo microscopio invertido (Primovert, Zeiss, German) (Figura 8).

Foi observado que todos os osteoblastos expostos as amostras apds 14 dias apresentavam
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qualitativamente atividade da ALP semelhante aos controles (Figura 8). As andlises

semiquantitativas foram resumidas na Tabela 6.

CTR T10 T20 T27

Figura 8. Fotomicrografia do precipitado resultado da atividade da fosfatase alcalina em
rOB expostos aos compostos sintetizados apés 14 dias de cultivo. A ALP metaboliza o reagente
NBT/BCIP produzindo um precipitado roxo. O experimento foi realizado em duplicata. Aumento
100X.

Para verificar a maturacdo dos rOB por avaliagdo da formagdo de nodulos de
mineralizagcdo, as células foram coradas com Alizarin Red S e as fotomicrografias foram
capturadas pelo microscopio invertido (Primovert, Zeiss, German) (Figura 9). Foi observado

que todos os osteoblastos expostos as amostras T35, T44 e T46 coraram moderadamente
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quando comparados aos controles (Figura 9). As andlises semiquantitativas foram resumidas

na Tabela 6.

CTR T10 T20

Figura 9. Fotomicrografia da coloracdo por Alizarin Red S em rOB expostos aos
compostos sintetizados apos 14 dias de cultivo. Os depdsitos de calcio sdo corados em vermelho e
representam a formacao de nodulos de mineralizagdo. Aumento 40X.

Para verificar a maturacdo dos rOB por avaliagdo da deposi¢cdo de calcio, os rOB
foram corados pela coloracdo Von Kossa e as fotomicrografias foram capturadas pelo
microscopio invertido (Primovert, Zeiss, German) (Figura 10). Foi observado que apenas os
osteoblastos expostos aos compostos T46 coraram moderadamente quando comparados aos

controles (Figura 10). As andlises semiquantitativas foram resumidas na Tabela 6.
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CTR T10 T20 T27

Figura 10. Fotomicrografia da coloracio por Von kossa em rOB expostos aos compostos
sintetizados apés 14 dias de cultivo. Os depodsitos de calcio sdo corados em preto e ¢ utilizada para
quantificar a mineraliza¢@o na cultura de células. Aumento 200X.

Para verificar a maturagdo dos rOB por avaliagdo da sintese de matriz organica, a
produgdo de colageno pelos rOB foi quantificada (Figura 11). Apos 3 dias, os rOB cultivados
com as amostras T27 apresentaram maior produc¢do de coldgeno quando comparadas aos
controles (Figura 11A). Apos 7 dias de cultivo, os rOB cultivados com as amostras T27, T30
e T44 apresentam maior producdo de colageno quando comparadas aos controles (Figura
11B). Em contrapartida, os rOB cultivados com as amostras T32 apresentam menor produgao

de colageno quando comparadas aos controles (Figura 11B). Aos 14 dias, os rOB cultivados
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com as amostras T20 apresentam maior produg¢do de coldgeno quando comparados aos
controles (Figura 11C). Esses dados sugerem que os compostos T20, T27, T30, T44 e T45

auxiliam a maturacao de rOB.

Colageno (uglul)

0
C'Il'R T10 T20 T27 T30 T32 T35 T38 T44 T45 T46 T48

Colageno (ug/ul)

0
CTR T10 T20 T27 T30 T32 T35 T38 T44 T45 T46 T48

Colageno (uglul)
-

0
C'i'R T10 T20 T27 T30 T32 T35 T38 T44 T45 T46 T48

Figura 11. Quantificaciao de colageno nos rOB. Quantificacdo de colageno produzidos pelos
rOB expostos aos compostos sintetizados durante A. 3 dias, B. 7 dias e C. 14 dias de cultivo. Os dados
sdo expressos com a média £ SEM, n=3. Foi aplicado one-way ANOVA com Dunnett's Multiple
Comparison Test, p < 0,05. a: significativamente maior que os controles; b: significativamente menor
que os controles.

Para verificar a maturagao dos rOB por avaliacdo da deposicao de matriz organica, os
rOB foram corados pelo reagente sirius red para verificar a produ¢do de colageno pelos rOB e
as fotomicrografias foram capturadas pelo microscopio invertido (Primovert, Zeiss, German)
(Figura 12). Foi observado que as amostras T10, T27, T38 e T46 coraram fracamente quando
comparadas aos controles (Figura 12). As analises semiquantitativas foram resumidas na

Tabela 6.
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CTR T10 T20 T27

T44 T45 T46 T48

Figura 12. Fotomicrografia da deposicao de coligeno em rOB expostos aos compostos
sintetizados apos 14 dias de cultivo. O coladgeno depositado pelos rOB cora-se em vermelho/rosa.
Barra de escala: 200um

As analises semiquantitativas das coloragdes utilizadas para verificar a maturagdo dos

rOB foram resumidas na abaixo (Tabela 6).
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Tabela 6. Score das analises semiquantitativas das coloracdes utilizadas para verificar a
maturacao de rOBs.

Coloracao

Amostras | ALP | Alizarin Red S | Von Kossa | Sirius Red

T10 ++++ ++++ ++++ ++
T20 ++++ ++++ ++++ ++++
T27 +4+++ +4+++ ++++ ++
T30 ++++ ++++ ++++ ++++
T32 ++++ ++++ ++++ ++++
T35 +4+++ +++ ++++ ++++
T38 ++++ ++4++ ++++ ++
T44 ++++ +++ ++++ ++++
T45 +4+++ +4+++ ++++ ++++
T46 ++++ +++ +++ ++
T48 ++++ ++++ ++++ ++++
CTR | ++++ ++++ ++++ ++++

Apos os ensaios de viabilidade e maturagdo celular, foi decidido excluir as amostras
T32 e T44. As amostras em questao apresentaram menor viabilidade celular, aos 14 dias de
ensaio, quando comparadas com os controles (Figura 6). Apesar de ndo apresentarem
diferengas significativas nos ensaios de maturacao celular, quando comparadas aos controles,
as amostras T32 e T44 ndo foram consideradas moléculas promissoras. Em conjunto, os
dados mostraram que os demais compostos foram eficientes em promover a maturagdo dos

rOB e a sua eficiéncia em promover a osteogénese em hASC foi testada subsequente.

4.3. Potencial osteogénico das moléculas nas células-tronco mesenquimais

humanas (hASC)

A fim de avaliar se as amostras podem afetar outros modelos celulares, foram
utilizado células-tronco mesenquimais humanas (hASC) visando a sele¢do dos melhores
farmacos para aplicacdo clinica em humanos. O potencial osteogénico de cada molécula foi

avaliado em hASC que foram expostas as moléculas T10, T20, T27, T30, T35, T38, T45, T46
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e T48 durante 21 dias. Além da exposi¢do aos compostos, as hASC receberam meio de
diferenciagdo osteogénica enquanto os controles receberam apenas meio basal. Quando
analisamos as hASC que receberam meio basal, observamos que as amostras T10, T20, T27,
T30, T45, T46 e T48 auxiliaram a viabilidade das hASCs ap6s 7 dias de cultivo (Figura 13A).
Apos 14 dias, as hASCs que foram expostas as amostras T30, T45 e T48 apresentaram maior
viabilidade celular (Figura 13B). Apenas as amostras T20 e T27 auxiliaram a viabilidade das

hASC ap6s 21 dias (Figura 13C).

Entre as hASC cultivadas com meio osteogénico, observamos que as amostras T46-D
e T48-D auxiliaram a viabilidade das hASCs ap6s 7 dias de cultivo (Figura 12A). Apos 14
dias, as hASCs que foram expostas as amostras T30-D, T38-D, T45-D, T46-D e T48-D
apresentaram maior viabilidade celular (Figura 12B). Apenas a amostra T48-D auxiliou a
viabilidade das hASC apds 21 dias enquanto as hASC expostas a amostra T30-D apresentou
menor viabilidade ap6s 21 dias (Figura 13C).

Apo6s 7 dias de cultivo, observamos diferencas significativas entre a viabilidade das
hASC indiferenciadas (meio basal) e das hASC diferenciadas (meio osteogénico) que
receberam as amostras T10, T20, T30 e T45 (Figura 12D). Apdés 14 dias observamos
diferengas significativas entre a viabilidade de todas as amostras (Figura 13E). E apos 21 dias,
apenas as amostras T48 ndo apresentaram diferencas significativas na sua viabilidade (Figura

13F).
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Figura 13. Viabilidade das hASC. Viabilidade das hASC em exposi¢cdo aos compostos
sintetizados durante A. 7 dias, B. 14 dias e C. 21 dias de cultivo comparados aos controles. Foi
aplicado one-way ANOVA com Dunnett's Multiple Comparison Test, p < 0,05. Comparagdo da
viabilidade entre as hASCs expostas aos mesmos compostos durante D. 7 dias, E. 14 dias ¢ F. 21 dias
de cultivo. Foi aplicado one-way ANOVA com Bonferroni’s Multiple Comparison Test, p < 0,05. Os
dados sao expressos com a média + SEM, n=3. a: significativamente maior comparado aos controles
que receberam meio basal. b: significativamente menor comparado aos controles que receberam meio
basal. ¢: significativamente maior comparado aos controles que receberam meio osteogénico. d:
significativamente menor comparado aos controles que receberam meio osteogénico.

A fim de evidenciar a diferenciagdo celular das hASC, a atividade da ALP foi
quantificada. As hASC que receberam meio basal apresentaram maior atividade de ALP
quando expostas as amostras T10, T20, T27 e T35 apds 7 dias de cultivo (Figura 14A). Apds
14 dias, as hASC expostas as amostras T10, T38, T45 e T46 apresentaram maior atividade de
ALP (Figura 14B). Apds 21 dias ndo observamos diferencgas significativas na atividade de

ALP (Figura 14C).

Entre as hASC cultivadas com meio osteogénico, observamos uma maior atividade de
ALP na amostra T38-D apds 7 dias de cultivo (Figura 14A). Apoés 14 (Figura 14B) e 21
(Figura 14C) dias observamos maior atividade de ALP nas amostras T27-D, T35-D e T38-D.
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Aos 14 dias, as amostras T30-D apresentaram menor atividade de ALP, entretanto aos 21 dias
a atividade da ALP nesta amostras se encontrava maiores que os controles de meio

osteogénico (Figura 14C).

Apo6s 7 dias de cultivo, observamos diferengas significativas entre atividade da ALP
das hASC indiferenciadas (meio basal) e as hASC diferenciadas (meio osteogénico) que
receberam as amostras T20, T27, T35 e T46 (Figura 14D). Apos 14 dias, a exposicao a todas
as amostras acarretou diferencas significativas na atividade da ALP entre os grupos meio
basal e meio osteogénico (Figura 14E). E ap6s 21 dias, apenas os grupos que receberam as
amostras T20, T46 e T48 ndo apresentaram diferencas significativas na atividade da ALP

(Figura 14F).
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Figura 14. Atividade da ALP em hASC. Atividade da fosfatase alcalina em hASC em
exposi¢do aos compostos sintetizados durante A. 7 dias, B. 14 dias e C. 21 dias de cultivo comparados
aos controles. Foi aplicado one-way ANOVA com Dunnett's Multiple Comparison Test, p < 0,05.
Comparagdo da atividade da fosfatase alcalina entre as hASC expostas aos mesmos compostos durante
D. 7 dias, E. 14 dias e F. 21 dias de cultivo. Foi aplicado one-way ANOVA com Bonferroni’s
Multiple Comparison Test, p < 0,05. Os dados sdo expressos com a média £+ SEM, n=3. a:
significativamente maior comparado aos controles que receberam meio basal. b: significativamente
menor comparado aos controles que receberam meio basal. ¢: significativamente maior comparado aos
controles que receberam meio osteogénico. d: significativamente menor comparado aos controles que
receberam meio osteogénico.
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A fim de verificar a diferenciacdo das hASC, analisou-se qualitativamente a atividade
da ALP por fotomicrografias do precipitado apo6s 21 dias de cultura foram capturadas pelo
microscopio invertido (Primovert, Zeiss, German) (Figura 15). Foi observado que os grupos
T10, T20, T27, T30, T30-D, T35-D, T38, T38-D, T45, T45-D T46-D e T48-D apresentavam
a atividade da ALP qualitativamente elevada (Figura 15). As andlises semiquantitativas foram

resumidas na Tabela 7.

CTR DIF T10 T10-D

T20 T20-D T27 T27-D

T30 T30-D T35 T35-D

T38 T38-D T45 T45-D

T46 T46-D T48 T48-D

Figura 15. Fotomicrografia do precipitado resultado da atividade da fosfatase alcalina
em hASC expostas aos compostos sintetizados apo6s 21 dias de cultivo. A ALP metaboliza o
reagente NBT/BCIP produzindo um precipitado roxo. O experimento foi realizado em duplicata.
Aumento 100X.
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As hASC foram coradas pela coloragdo Alizarin red e as fotomicrografias foram
capturadas pelo microscopio invertido (Primovert, Zeiss, German) (Figura 16). Apenas as
amostras T46-D e T48-D apresentaram coloracdo qualitativamente elevada. As hASC
indiferenciadas expostas as demais amostras obtiveram coloracdo qualitativamente fraca. As
hASC diferenciadas expostas as demais amostras obtiveram coloracdo qualitativamente

moderada (Figura 16). As andlises semiquantitativas foram resumidas na Tabela 7.

CTR T10 T10-D

T27-D

T30-D T35 T35-D

T38 T38-D T45 T45-D

T48-D

Figura 16. Fotomicrografia da coloracido por Alizarin Red S em hASC expostos aos
compostos sintetizados apos 14 dias de cultivo. Os depositos de calcio sdo corados em vermelho e
representam a formacao de nddulos de mineralizagao. Aumento 40X.
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Para verificar a diferenciagdo das hASC por avaliagdo da deposicdo de calcio, as
células foram coradas pela coloragdo Von Kossa e as fotomicrografias foram capturadas pelo
microscopio invertido (Primovert, Zeiss, German) (Figura 17). Foi observado que os grupos
T10, T20, T27, T30, T38, T45 e T46 apresentaram coloracdo qualitativamente elevada. Os
demais grupos apresentaram coloragdo qualitativamente semelhante aos controles (Figura 17).

As andlises semiquantitativas foram resumidas na Tabela 7.

CTR DIF T10

Figura 17. Fotomicrografia da coloracdo por Von kossa em hASC expostos aos
compostos sintetizados apds 14 dias de cultivo. Os depositos de célcio sdo corados em preto e €
utilizada para quantificar a mineralizagéo na cultura de células. Aumento 100X.

Para verificar a diferenciacdo celular das hASC, a sintese de coldgeno no meio de

cultura foi avaliada. Apds 7 dias de cultivo (Figura 18A), as amostras T20, T27, T30 e T48
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apresentaram menor concentragdo de colageno quando comparadas aos controles basal. As
amostras T27-D, T30-D, T45-D, T46-D e T48-D apresentam maior concentracao de colageno
enquanto a amostra T38-D apresentaram menor concentragdo de colageno quando

comparadas ao controle de meio osteogénico (Figura 18A).

Apo6s 14 dias de cultivo (Figura 18B), a amostra T27 apresentou menor producdo de
colageno quando comparadas ao controle basal. Em contrapartida, as amostras T10-D, T20-D,
T27-D, T30-D e T46-D apresentam maior concentragdo de colageno quando comparadas ao

controle de meio osteogénico (Figura 18B).

Apbs 21 dias de cultivo (Figura 18C), observamos uma maior concentragdo de
colageno nas amostras T20, T27, T30, T35, T45, T46 e T48 enquanto a amostra T38
apresentou menor concentragdo de colageno quando comparadas ao controle basal. Por sua
vez, as amostras T38-D, T45-D e T48-D apresentam maior concentracao de colageno quando

comparadas ao controle de meio osteogénico (Figura 18C).

Apo6s 7 dias de cultivo, observamos diferencas significativas na sintese de coldgeno
das hASC indiferenciadas (meio basal) e as hASC diferenciadas (meio osteogénico) expostas
a todas as amostras, exceto a amostra T10 (Figura 18D). Apds 14 dias observamos diferengas
significativas na sintese de colageno entre os grupos que receberam apenas a amostra T27
(Figura 18E). E apds 21 dias, observamos diferencas significativas na sintese de colageno

entre os grupos celulares de todas as amostras (Figura 18F).
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Figura 18. Quantificacao de colageno em hASC. Quantificagdo de colageno em hASC em
exposi¢do aos compostos sintetizados durante A. 7 dias, B. 14 dias e C. 21 dias de cultivo comparados
aos controles. Foi aplicado one-way ANOVA com Dunnett's Multiple Comparison Test, p < 0,05.
Comparagao da producdo de colageno pelas hASC expostas aos mesmos compostos durante D. 7 dias,
E. 14 dias e F. 21 dias de cultivo. Foi aplicado one-way ANOVA com Bonferroni’s Multiple
Comparison Test, p < 0,05. Os dados sdo expressos com a média + SEM, n=3. a: significativamente
maior comparado aos controles que receberam meio basal. b: significativamente menor comparado
aos controles que receberam meio basal. ¢: significativamente maior comparado aos controles que
receberam meio osteogénico. d: significativamente menor comparado aos controles que receberam
meio osteogénico.

Apds 21 dias, as hASC foram coradas pelo reagente Sirius Red para verificar a
produg¢do de coldgeno por essas células e as fotomicrografias foram capturadas pelo
microscopio invertido (Primovert, Zeiss, German) (Figura 19). Nao foi observada coloragao
positiva nas células indiferenciadas. Em contrapartida, as hASC que receberam meio

osteogénico coraram-se levemente pelo reagente (Figura 19).
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T30 T30-D T35 T35-D

T38 T38-D T45 T45-D

T46 T46-D T48 T48-D

Figura 19. Fotomicrografia da deposicio de colageno em rOB expostos aos compostos
sintetizados apos 14 dias de cultive. O coldgeno depositado pelos rOB cora-se em vermelho/rosa.
Aumento: hASC indiferenciadas 200x, hASC diferenciadas: 100x.

As andlises semiquantitativas das coloragdes utilizadas para verificar a maturagdo dos

rOB foram resumidas na abaixo (Tabela 7).
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Tabela 7. Score das anailises semiquantitativas das coloracées utilizadas para
verificar a diferenciacao de hASCs.

Coloracao
Amostras | ALP | Alizarin Red S | Von Kossa | Sirius Red
T10 ++++ ++ ++++ -
T1I0-D | +++ +++ +++ +
T20 ++++ ++ ++++ -
T20-D | +++ ++ +++ +
T27 ++++ ++ ++++ -
T27-D | +++ ++ +++ +
T30 ++++ ++ ++++ -
T30-D | ++++ +++ +++ +
T35 +++ ++ +++ -
T35-D | ++++ +++ +++ +
T38 ++++ ++ ++++ -
T38-D | ++++ +++ +++ +
T45 ++++ ++ ++++ -
T45-D | ++++ +++ +++ +
T46 +++ ++ ++++ -
T46-D | ++++ ++++ +++ +
T48 +++ ++ +++ -
T48-D | ++++ ++++ +++ +
CTR +++ ++++ +++ -
DIF +++ ++++ +++ +

Apo0s os ensaios de viabilidade e diferenciacao celular nas hASC, foi decidido excluir
a amostra T48. A amostra nao beneficiou a diferenciacdo das hASC quando comparadas com
os controles (Figura 13) e, desta forma, ndo foi considerada uma molécula promissora. Em

conjunto, os dados mostraram que os demais compostos foram eficientes em promover a
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diferenciagdo celular das hASC, com destaque para as moléculas T10, T27, T30, T35, T38,
T45 e T46.

Os proximos passos deste trabalho foram avaliar o potencial anti-osteoclastogénico
dos compostos. Os experimentos in vitro foram realizados com células de camundongos
C57/bl6. Esse modelo foi escolhido por serem animais isogénicos, ¢ um modelo amplamente
utilizado em ensaios imunologicos e de toxicologia, além do fato de nosso grupo de pesquisa
possuir uma colonia deste modelo animal. Entretanto, como seria utilizado outro modelo
celular para avaliar o potencial anti-osteoclastogénico dos compostos, era de extrema
importancia avaliar o efeito desses compostos nos osteoblastos extraidos da calvaria de
camundongos C57/bl6 (mOB). Portanto, em seguida, nds avaliamos a viabilidade e maturagao

celular dos mOB.

4.4. Potencial osteogénico das moléculas nos osteoblastos de camundongos

C57bl/6 (mOB)

Apds 3 dias de cultivo, observamos uma maior viabilidade celular dos osteoblastos
cultivados com a amostra T10 quando comparados aos controles (Figura 20A). Em 7 dias de
cultivo, observamos uma maior viabilidade celular dos osteoblastos cultivados com a amostra
T38 quando comparados aos controles (Figura 20B). Apds 14 dias, os osteoblastos cultivados
com a amostra T20 apresentaram menor viabilidade celular quando comparados aos controles,
enquanto os osteoblastos cultivados com a amostra T46 apresentaram maior viabilidade

celular quando comparados aos controles (Figura 20C).
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Figura 20. Viabilidade dos mOB. Viabilidade dos mOB expostos aos compostos durante A.
3 dias B. 7 dias e C. 14 dias de cultivo. Os dados sdo expressos com a média + SEM, n=3. Foi
aplicado one-way ANOVA com Dunnett's Multiple Comparison Test, p < 0,05. a: significativamente
maior quando comparadas ao CTR. b: significativamente menor quando comparado ao CTR.

Ap6s 3 dias de cultivo, ndo observamos diferencas significativas na atividade da ALP
nos osteoblastos cultivados com os compostos quando comparados aos controles (Figura
21A). Em 7 dias de cultivo, os osteoblastos cultivados com os compostos T30, T38 e T46
apresentaram maior atividade da ALP quando comparados aos controles (Figura 21B). Apos
14 dias, os osteoblastos cultivados com a amostra T20, T27, T30, T35, T38 e T45
apresentaram menor atividade da ALP quando comparados aos controles (Figura 21C). Estes
dados sugerem que, em longos periodos, os compostos T20 sdo citotoxicos para os mOB e os

compostos T27, T30, T35, T38 e T45 auxiliam a maturacdo dos mOB.
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Figura 21. Atividade da ALP nos mOB. Atividade da fosfatase alcalina em mOB em
exposicdo aos compostos sintetizados durante A. 3 dias, B. 7 dias e C. 14 dias de cultivo. Os dados sao
expressos com a média = SEM, n=3. Foi aplicado one-way ANOVA com Dunnett's Multiple
Comparison Test, p < 0,05. a: significativamente maior que os controles. b: significativamente menor
que os controles.

Para verificar a maturacio dos mOB por avaliacio da formag¢dao de nodulos de
mineralizagdo, as células foram coradas com Alizarin Red S e as fotomicrografias foram

capturadas pelo microscopio invertido (Primovert, Zeiss, German) (Figura 22). Foi observado
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que todos os osteoblastos expostos as amostras coraram-se qualitativamente moderado

(Figura 22). As andlises semiquantitativas foram resumidas na Tabela 8.

CTR T10 T20

T27 T30 T35

Figura 22. Fotomicrografia da coloracdo por Alizarin Red em mOB expostos aos
compostos sintetizados apos 14 dias de cultive. Os depdsitos de célcio s@o corados em vermelho e
representam a formacao de nddulos de mineralizagdo. Aumento 40X.

Para avaliar a maturacdo dos mOB por avaliacdo da deposicdo de calcio, os mOB
foram corados pela coloragdo Von Kossa e as fotomicrografias foram capturadas pelo
microscopio invertido (Primovert, Zeiss, German) (Figura 23). Foi observado que os

osteoblastos expostos as amostras T27, T35, T38 e T45 obtiveram coloragdo qualitativamente
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moderada, enquanto os demais apresentaram coloragdo elevada (Figura 23). As andlises

semiquantitativas foram resumidas na Tabela 8.

Figura 23. Fotomicrografia da coloracio por Von kossa em mOB expostos aos compostos
sintetizados apos 14 dias de cultivo. Os depdsitos de calcio sdo corados em preto e esta coloragdo é
utilizada para quantificar a mineralizacdo na cultura de células. Aumento 100X.

Para verificar a maturacdo dos mOBs por avaliacdo da deposi¢do de matriz organica,
os mOB foram corados com sirius red para visualizar a producdo de colageno e as
fotomicrografias foram capturadas pelo microscopio invertido (Primovert, Zeiss, German)
(Figura 24). Foi observado que os osteoblastos expostos as amostras T10, T27, T30, T45, T46
obtiveram coloragdo qualitativamente moderada, enquanto as demais a coloragdo foi
qualitativamente elevada (Figura 24). As andlises semiquantitativas foram resumidas na

Tabela 8.
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Figura 24. Fotomicrografia da deposicdo de colageno em mOB expostos aos compostos
sintetizados apos 14 dias. O colageno depositado pelos mOB cora-se em vermelho/rosa. Aumento:
100x.

Para verificar a maturagdo dos mOBs por avaliacdo da sintese de matriz organica, a
produgdo de colageno por essas células foi quantificada (Figura 25). Apos 3 dias de cultivo,

os osteoblastos cultivados com os compostos T20 e T27 apresentaram maior produgdo de
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coldgeno quando comparados aos controles (Figura 25A). Em 7 dias de cultivo, os
osteoblastos cultivados com os compostos T20, T27, T30, T35, T45 e T46 apresentaram
maior producdo de coldgeno comparados aos controles (Figura 25B). Os osteoblastos
cultivados com o composto T10 apresentaram menor produg¢do de coldgeno quando
comparados ao grupo controle (Figura 25B). Apos 14 dias, os osteoblastos cultivados com os
compostos T20, T30 e T45 apresentaram maior produgdo de coldgeno quando comparados
aos controles (Figura 25C). Os osteoblastos cultivados com os compostos T27, T35 e T46

apresentaram menor producdo de coldgeno quando comparados aos controles (Figura 25C).

Colageno (ug/ul)

T20 T27 T30 T35 T38 T45 T46

Colageno (ugl/ul)

0
CTR Ti0 T20 T27 T30 T35 T38 T45 T46

O

Colageno (ug/ul)

c L
CTR T10 T20 T27 T30 T35 T38 T45 T46

Figura 25. Producao de colageno em mOB. Producio de colageno em mOB em exposigdo
aos compostos sintetizados durante A. 3 dias, B. 7 dias e C. 14 dias de cultivo. Os dados sdo expressos
com a média = SEM, n=3. Foi aplicado one-way ANOV A com Dunnett's Multiple Comparison Test, p
< 0,05. a: significativamente maior que o controle; b: significativamente menor que o controle.
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As analises semiquantitativas das coloragdes utilizadas para verificar a maturacdo dos mOB

foram resumidas na tabela abaixo (Tabela 8).

Tabela 8. Score das analises semiquantitativas das coloracdes utilizadas para verificar a
diferenciacdo de mOB.

Coloracgao

Amostras | Alizarin Red S | Von Kossa | Sirius Red

T10 +++ ++++ +++
T20 +++ ++++ ++++
T27 +++ +++ +++
T30 + ++ ++++ +++
T35 +++ +++ ++++
T38 +++ +++ ++++
T45 +++ +++ +++
T46 +++ ++++ +++
CTR +++ ++++ ++++

Apo6s os ensaios de viabilidade e maturacao celular nos mOB, foi decidido excluir a
amostra T20. O uso cronico desta molécula interferiu de forma negativa na viabilidade dos
mOB e além de nao beneficiar a atividade da fosfatase alcalina e acelerar a maturagao dos
osteoblastos quando comparados com os controles (Figura 20) e, desta forma, ndo foi
considerada uma molécula promissora. Em conjunto, os dados mostraram que os demais
compostos foram eficientes. Em seguida avaliamos a influéncia das moléculas selecionadas
(T10, T27, T30, T35, T38, T45 e T46) durante a diferenciacao de precursores de osteoclastos

extraidos da medula dssea de camundongos C57bl/6.

4.5. Potencial anti-osteoclastogénico das moléculas nos precursores de

osteoclastos de camundongos C57bl/6

Apo6s a selecdo das moléculas com as células rOB, hASC e mOB, foi avaliado o
potencial osteoclastogénico dessas moléculas durante a diferenciagdo de células precursoras
de osteoclastos. Primeiramente, os osteoclastos foram extraidos da medula 6ssea, de acordo
com Marino et. al (18) (Figura 5). Os precursores de osteoclastos foram cultivados com 25

ng/ml de m-CSF até atingirem a confluéncia de 95%.
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Apo6s a expansdo dos precursores de osteoclastos, as células foram expostas em dois
grupos: A) exposi¢do das células a 25 ng/ml de m-CSF, 10 ng/ml de RANKL e os compostos
na concentracdo pré-estabelecida ou B) exposicao das células a 25 ng/ml de m-CSF, 10 ng/ml
de RANKL, 10ng/ml de OPG e os compostos na concentragdo pré-estabelecida; sendo ambos
grupos mantidos por 7 dias em cultura e a viabilidade e diferenciagdo avaliadas no 7° dia de
cultura. Os grupos controles (CTR) receberam apenas meio basal suplementado acrescido de
25 ng/ml de m-CSF e 10 ng/ml de RANKL enquanto os controles OPG (CTR-OPG)
receberam meio basal suplementado acrescido de 25 ng/ml de m-CSF, 10 ng/ml de RANKL e
10ng/ml de OPG (Figura 26A).

A fim de verificar o sucesso da diferenciacdo osteoclastogénica, as fotomicrografias
por microscopia de contraste de fase foram capturadas pelo microscopio Evos FL (Life
Technologies) e os osteoclastos foram contra corados com DAPI para visualizagdo dos
nucleos como mostra a Figura 26A. Podemos observar nos controles (CTR) a presenca de
células grandes e multinucleadas (trés ntcleos ou mais) com diversas ramificacdes (setas
pretas). Em contrapartida, os precursores que receberam a OPG apresentam células alongadas
e menos de trés nucleos por célula (Figura 26A). Ainda para verificar a eficiéncia da
diferenciagdo osteoclastogénica, as células foram coradas por TRAP. Os osteoclastos foram
corados em marsala destacado pela seta preta (Figura 26B). Concomitantemente, as células
foram expostas ao substrato da fosfatase para verificar a atividade da fosfatase acida tartarato-
resistente (TRAP). O resultado final ¢ um produto soluvel de coloracdo amarela e pode ser

lido espectrofotometricamente a 405 nm (Figura 26B).
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CTR CTR - OPG

CTR CTR - OPG

Figura 26. Cultura de osteoclastos. A. Imagens dos osteoclastos em microscopia de
contraste de fase contracorados com DAPI. Barra de escala: 100um. B. Coloragao por TRAP
(em marsala destacado pela seta preta) e coloragdo da atividade da fosfatase (em amarelo
destacado pela seta branca). Aumento de 100x.

A fim de verificar a toxicidade dos compostos durante a diferenciacdo das HSCs em
osteoclastos, apds 7 dias a viabilidade das células foi quantificada (Figura 27). Quando
comparadas as amostras CTR (m-csf+RANKL), os osteoclastos expostos as amostras T27 e
T30 apresentaram maior viabilidade celular. Quando comparadas ao CTR-OPG (m-
csf+tRANK-L) apenas a amostra T30 apresentou viabilidade celular significativamente maior
(figura 27A). Ao expor as culturas as amostras foi possivel verificar que as amostras T10-

OPG apresentaram maior viabilidade celular quando comparadas as amostras T10 (figura

27B).
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Figura 27. Viabilidade dos osteoclastos apés 7 dias de exposicio aos compostos. A.
Comparagdo com os controles. Foi aplicado one-way ANOVA com Dunnett's Multiple Comparison
Test, p < 0,05 B. Comparagdo entre as células expostas a mesma amostra. Foi aplicado one-way
ANOVA com Bonferroni’s Multiple Comparison Test, p < 0,05. Os dados sdo expressos com a média
+ SEM, n=3. a: significativamente menor que os controle.

A fim de avaliar a diferenciacdo das HSC, a atividade da fosfatase acida tartarato-
resistente (TRAP) foi quantificada (Figura 28). Nao foram observadas diferencas
significativas na atividade da TRAP em osteoclastos expostos aos compostos quando

comparados aos osteoclastos controles (figura 28).
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Figura 28. Atividade da fosfatase acida tartarato-resistente (TRAP) em osteoclastos
expostos aos compostos. A. Comparagcdo com os controles. Foi aplicado one-way ANOVA com
Dunnett's Multiple Comparison Test, p < 0,05 B. Comparagdo entre as células expostas a mesma
amostra. Foi aplicado one-way ANOVA com Bonferroni’s Multiple Comparison Test, p < 0,05. Os
dados sdo expressos com a média + SEM, n=3.

Em seguida, os osteoclastos foram corados por TRAP (coloragdo em marsala)
concomitantemente a exposicdo ao substrato da fosfatase para verificar a atividade da TRAP
(coloragdo amarela) (Figura 29). Os osteoclastos expostos aos compostos T10 e T38
apresentaram coloracdo positiva para TRAP, além da presenca de células gigantes e
multinucleadas, semelhante as encontradas nos controles (CTR) (Figura 29). Os osteoclastos

expostos aos compostos T27, T30, T35, T45 e T46 coraram positivamente pelo TRAP,
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entretanto, nao foi possivel encontrar células gigantes nestas amostras (Figura 29). Todas as

amostras apresentaram a fosfatase acida ativa (Figura 29).

T10 T10 - OPG T27 T27 - OPG

T30 T30 - OPG T35 T35 -OPG

T38 T38 -OPG T45 T45 - OPG

T46 - OPG CTR - OPG

Figura 29. Coloracao por TRAP dos osteoclastos apds 7 dias de exposicao aos compostos.
Coloragdo da TRAP em marsala. A atividade da fosfatase 4cida produz um precipitado soluvel
amarelo. Aumento: 100x.

Na figura 30 € possivel observar as fotomicrografias por microscopia de contraste de
fase dos osteoclastos que foram contra corados com DAPI para visualizacdo dos nucleos
celulares. Foi observada a formagdo de células multinucleadas além de véarios aglomerados

celulares (Figura 30).
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T10 T10 - OPG T27 - OPG

T30 - OPG T35 - OPG

T45 -OPG

T38 - OPG

T46 - OPG CTR - OPG

Figura 30. Osteoclastos. Imagens dos osteoclastos em microscopio de contraste de fases
contra corados com DAPI. Barra de escala: 200um.

4.6. Potencial anti-osteoclastogénico das moléculas em cocultura de osteoclastos e

osteoblastos de camundongos C57bl/6 (mOB)

Foram cultivados 1x10° osteoblastos de camundongos C57bl/6 em cocultura com
1x10° osteoclastos de camundongos C57bl/6 e apos 7 dias de exposi¢do a 25 ng/ml de m-
CSF, 10 ng/ml de RANKL e os compostos na concentracio pré-estabelecida ou 25 ng/ml de
m-CSF, 10 ng/ml de RANKL, 10ng/ml de OPG e os compostos na concentragdo pré-

estabelecida a viabilidade das células foi quantificada (figura 31).

Nao foram observadas diferencas significativas na viabilidade celular dos osteoblastos

cultivados em cocultura com os osteoclastos e expostos durante 7 dias de cultivo (Figura 31).
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Figura 31. Viabilidade dos osteoclastos em co-cultura com os mOB apé6s 7 dias de
exposicao aos compostos. A. Comparacdo com os controles. Foi aplicado one-way ANOVA com
Dunnett's Multiple Comparison Test, p < 0,05 B. Comparacdo entre as células expostas a mesma
amostra. Foi aplicado one-way ANOVA com Bonferroni’s Multiple Comparison Test, p < 0,05. Os
dados sdo expressos com a média + SEM, n=3.

Quando comparadas as amostras CTR, os osteoblastos cultivados em conjunto com o0s

osteoclastos expostos as amostras T10 e T45 apresentaram maior atividade da ALP (figura
32).
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Figura 32. Atividade da fosfatase alcalina dos mOB em co-cultura com os osteoclastos
apos 7 dias de exposi¢ao aos compostos. A. Comparagdo com os controles. Foi aplicado one-way
ANOVA com Dunnett's Multiple Comparison Test, p < 0,05 B. Comparagdo entre as células expostas
a mesma amostra. Foi aplicado one-way ANOVA com Bonferroni’s Multiple Comparison Test, p <
0,05. Os dados sdo expressos com a média = SEM, n=3.

Quando comparadas as amostras CTR, os osteoblastos cultivados em conjunto com os
osteoclastos expostos as amostras T10 e T45 apresentaram menor producao de colageno aos 7
dias de cultivo. Em contrapartida, os osteoblastos cultivados em conjunto com os osteoclastos
expostos as amostras T35, T35-OPG e T38 apresentaram maior produgdo de colageno quando
comparadas as amostras CTR aos 7 dias de cultivo. Quando comparadas ao CTR-OPG os
osteoblastos cultivados em cocultura com os osteoclastos expostos as amostras T35
apresentaram maior producdo de coldgeno enquanto os osteoblastos expostos as amostras
T10, T10-OPG, T30, T45 e T46 apresentaram menor producdo de colageno aos 7 dias de
cultivo (figura 33).
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Figura 33. Produciao de coliageno pelos mOB em co-cultura com os osteoclastos apos 7
dias de exposicdo aos compostos. A. Comparacdo com os controles. Foi aplicado one-way ANOVA
com Dunnett's Multiple Comparison Test, p < 0,05 B. Comparagdo entre as células expostas a mesma
amostra. Foi aplicado one-way ANOVA com Bonferroni’s Multiple Comparison Test, p < 0,05. Os
dados sdo expressos com a média + SEM, n=3.

Foi observado que os osteoclastos e os osteoblastos cultivados em co-cultura

apresentavam a fosfatase acida ativa mesmo apos 7 dias de exposi¢cdo aos compostos (Figura
34).
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T10 T10 - OPG T27 T27 - OPG

T30 T30 -OPG T35 T35 -0OPG

T38 T38 - OPG T45 T45 - OPG

T46 - OPG CTR - OPG

Figura 34. Coloracio da atividade da fosfatase acida (TRAP) em osteoclastos cultivados
em co-cultura com os mOB apoés 7 dias de exposi¢ao aos compostos. A atividade da fosfatase acida
produz um precipitado solivel amarelo. Aumento: 100x.

A fim de verificar a maturacdo dos osteoblastos cultivados em co-cultura com os
osteoclastos, apos 7 dias de cultivo, a co-cultura foi fixada e as células foram coradas pela
coloragdo Von Kossa. As amostras T27, T35 e T38 juntamente com seus pares que receberam
a OPG apresentaram fraca coloragdo pelo Von Kossa (figura 35). Em contrapartida, as
amostras T10, T30, T45 e T46 apresentaram varios pontos e regides de sais de célcio corados

em preto (figura 35).
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T10 T10 - OPG T27 T27 - OPG

T45 - OPG
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T46 T46 - OPG CTR CTR - OPG

Figura 35. Coloraciao por Von Kossa dos mOB em co-cultura com osteoclastos apos 7
dias de exposigiio aos compostos. Os depositos de calcio sdo corados em preto.

Em conjunto, nossos dados indicam que os compostos T10, T30, T45 e T46 sdo
moléculas promissoras para o tratamento da osteoporose, visto os bons resultados nos
diferentes modelos celulares. Em contrapartida, as moléculas T27 e T35 ndo apresentaram
efeitos satisfatorios nas culturas com osteoclastos, € o composto T38 ndo apresentou

resultados positivos neste estudo realizado.
5. Discussiao

Nosso estudo € pioneiro ao testar 17 novas moléculas inibidoras da catepsina K em
trés modelos celulares diferentes. Pela primeira vez, foi testado os efeitos dos inibidores da
catepsina K na atividade dos osteoblastos e na diferenciacdo de células-tronco mesenquimais
humanas. A intervencao terapéutica como tratamento da osteoporose leva em consideracao os
resultados do teste de DMO além de vérios fatores de risco (22). Os agentes farmacoldgicos
utilizados no tratamento da osteoporose podem ser classificados em agentes anabolicos, que
atuam na formagdo Ossea estimulando a atividade dos osteoblastos e em agentes anti-
reabsortivos, que tem como principal mecanismo de ac¢do a redugdo da reabsorcao Ossea, por

meio da inibicdo da atividade dos osteoclastos (23). Os melhores medicamentos para
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osteoporose devem atuar inibindo a atividade dos osteoclastos enquanto a atividade dos

osteoblastos deve permanecer intacta ou melhorada.

Dito isso, nossos primeiros experimentos objetivaram estabelecer a dose ideal de cada
composto em cada tipo celular além de promover uma rdpida selecdo de moléculas
promissoras ¢ vidveis em células de origem osteoblastica (rOB e mOB) e células com
potencial para se tornarem células dsseas (hASC) (Tabelas 2-4). Na medula 6ssea hd uma
variedade de populagdes celulares (hematopoiéticas ¢ nao hematopoiéticas) que, juntas,
formam um microambiente responsavel pelo bom funcionamento do tecido 6sseo (24) e, por

isso, € de extrema relevancia testar os compostos em varios tipos celulares.

Depois de estabelecida as concentragdes ideais para cada tipo celular, noés avaliamos
inicialmente a influéncia dos compostos na viabilidade e atividade de pré-osteoblastos
extraidos da calvaria de ratos Wistar (rOB), visto que este modelo celular apresenta
caracteristicas importantes que podem ser extrapoladas para o humano. Ratos Wistar ¢ a
linhagem mais utilizada em modelos osteoporéticos decorrente de imobilizacdo temporaria
ou permanente (25). Nossos dados mostram que os compostos T32 e T44 ndo sao moléculas
atrativas como tratamento para osteoporose visto que apds 14 dias, as amostras apresentaram-
se citotoxicas (Figura 6). A duracdo do tratamento com os agentes anti-osteopordticos esta
diretamente relacionado com a seguranga e eficacia do farmaco em longo prazo (26, 27).
Dados recentes relacionam a eficiéncia na redugdo do risco de fratura ao tratamento
prolongado com agentes anti-reabsortivos ou agentes anabodlicos. Em contrapartida, o uso
prolongado de qualquer farmaco aumenta a probabilidade de surgirem efeitos colaterais (26,
27). A Terapatida, por exemplo, ¢ um agente anabdlico com uso continuo limitado ha 24

meses (26).

Apesar de apresentarem menor viabilidade, a atividade da ALP dos rOB expostos as
amostras T32 e T44 sdo similares as encontradas nas amostras controle (CTR) (Figura 6). Os
osteoblastos utilizados no experimento sao células imaturas (pré-osteoblastos) e, no decorrer
do cultivo, vao se tornando células maduras, com caracteristicas de ostedcitos. No inicio do
processo de diferenciacdo dos osteoblastos, a expressao do gene RUNX2 se encontra elevada,
culminando na alta expressdao da ALP (28). A ALP ¢ um dos primeiros genes a serem
expressos durante o processo de mineralizacao e, no tecido 6sseo, ¢ encontrado na membrana
celular dos osteoblastos e nas membranas de vesiculas na matriz extracelular. E responsavel

pela hidrolise de pirofosfato inorganico (PPi) produzindo fosfato inorganico (Pi) para a
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producdo de hidroxiapatita (28, 29). Em conjunto, nossos dados mostram que os compostos
T32 e T44 ndo interferem na atividade da fosfatase alcalina quando comparados aos controles

e, desta forma, nao interferem no inicio da mineraliza¢ao o0ssea dessas células.

Apo6s a maturagdo celular, os osteoblastos secretam colageno que formard o ostedide
(28, 30). O colageno I ¢ inicialmente secretado pelas células como procolageno trimérico
soluvel. O pro-colageno ¢ secretado no espago extracelular onde os propeptideos dos
terminais N e C sdao clivados por proteinases resultando no colageno de hélice tripla
monomérico que ¢ incorporado em fibrilas de colageno insoliveis que, posteriormente, serao
mineralizados pela deposi¢do de cristais de hidroxiapatita (31). Dito isso, o colageno
secretado pelos osteoblastos pode ser quantificado (Figura 11) no meio de cultura enquanto o
colageno incorporado pode ser visualizado pela coloracdo Sirius Red (Figura 12). Desta
forma, nossos dados mostraram que o composto T27 apresentou niveis significativamente

maiores de secrecdo de colageno a partir de 3 dias de cultivo (Figura 11).

Em conjunto, nossos dados mais uma vez demonstram que, nas rOB, os compostos
T32 e T44 foram consideradas amostras inviaveis enquanto as amostras T10, T20, T27, T30,
T44 e T45 sao promissoras pois apresentaram elevada atividade da ALP e elevada secregdo de
colageno sugerindo serem compostos que aumentam a atividade metabolica dos osteoblastos

auxiliando de forma positiva a mineralizacdo 6ssea e a producdo de matriz extracelular.

Nao ha na literatura, até o momento, estudos que avaliem o efeito de novos inibidores
da catepsina K em células-tronco mesenquimais humanas, tornando este trabalho pioneiro. O
uso deste modelo celular no presente trabalho explorou a capacidade dos novos compostos em
interferir tanto na diferenciacdo quanto na citotoxicidade, sendo um modelo altamente
relevante e determinante para continuidade dos estudos com perspectiva de realizar testes
futuros em humanos. As células-tronco mesenquimais sdo células estromais com capacidade
de se autorenovar e diferenciar em varios tipos celulares (24, 32). Podem ser obtidas de
diferentes tecidos, como o corddo umbilical, a polpa dentaria, a medula 6ssea e o tecido
adiposo (32). As células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo (hASC) sao
facilmente isoladas do tecido adiposo em um protocolo simples e apresentam alto potencial
osteogénico (33). Os osteoblastos sdo derivados de células mesenquimais e compartilham a
mesma origem embrionaria que as hASC (33) e, teoricamente, esse fato favorece a
diferenciagdo osteogénica das hASC. De fato, o protocolo de diferenciagdo das hASC em

células oOsseas ¢ relativamente simplificado e rapido (32). O acréscimo de dexametasona
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(Dex), B-glicerofosfato (B-GP) e acido ascorbico ao meio sdo suficientes para induzir a

diferenciagdo que ¢ comprovada pelo acumulo de célcio e pela atividade da ALP (32).

Durante a diferenciacdo das hASC, as células recebem meios de cultura contendo
diferentes fatores ocasionando a interrup¢do do processo de proliferagdo para dar-se inicio a
diferenciagdo em osteoblastos. Em contrapartida, as hASC indiferenciadas recebem apenas
meio basal suplementado e permanecem em constante expansdo. NOs observamos que 0s
compostos T10, T20 e T46 estimulam a viabilidade das hASC indiferenciadas em 7 dias de
cultivo enquanto os compostos T27, T30, T45, T48 estimulam a proliferacdo das hASC
indiferenciadas apds o cultivo prolongado (14 e 21 dias) (Figura 13). Exposi¢des subcronicas
e/ou cronicas a determinados compostos podem levar a auto-regulacdo celular que cessa a
resposta biologica apos prolongado estimulo (34). H4 farmacos com atividades anti-
osteoporoticas, como os bisfosfonatos aminados e o denosumab, que sdo utilizados por
periodos prolongados embora os dados sobre a eficicia anti-fratura e a seguranca desses
compostos apos 5 anos de uso sejam escassos e conflitantes (34, 35). Dito isso, ¢ de extrema
importancia testar os efeitos citotoxicos de drogas recém sintetizadas por longos periodos e

em diferentes tipos celulares, principalmente em células humanas.

Todos os compostos testados nas hASC apresentaram potencial osteogénico (figura
14). No final dos 21 dias de diferenciacdo, as amostras T20, T46 e T48 apresentaram maior
atividade da ALP quando comparadas aos controles que receberam o meio osteogénico
indicando sua maior eficiéncia na diferenciacdo das hASC. Em contrapartida, as hASC
expostas aos compostos T27, T30, T35 e T38 cultivadas com meio osteogénico apresentaram
maior atividade da ALP quando comparadas aos controles que receberam o meio osteogénico
indicando que esses compostos auxiliaram a diferenciacao osteogénica das hASC. A atividade
da ALP ¢ um dos primeiros sinais de sucesso na diferenciacao osteogénica visto que a ALP ¢
um dos primeiros genes a serem expressos durante o processo de mineralizagdo dssea (28).
Em conjunto, nossos dados mostram que, nas hASC, o composto T48 foi considerado inviavel
enquanto as amostras T20, T27, T30, T35, T38 e T46 sdo promissoras pois auxiliam a

diferenciagdo osteogénica das hASC.

Os proximos passos para selecionar o melhor composto com atividade anti-
osteoporotica foi testar a eficiéncia dos compostos T10, T27, T30, T35, T38, T45 e T46
durante a maturacdo de osteoblastos de camundongos C57bl/6 e durante a osteoclastogénese

de pré-osteoclastos de camundongos C57bl/6.
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Nossos dados indicam que o composto T20 se comportou de modo citotdxico para os
mOB apos uso prolongado, visto que a viabilidade destas células ¢ significativamente menor
quando comparados aos controles (Figura 20). Possiveis efeitos citotoxicos nos osteoblastos
durante o tratamento da osteoporose afeta diretamente a eficiéncia do tratamento da doenga,
podendo agravar ainda mais o quadro clinico do paciente (22, 36). Sendo assim, para os

ensaios com os osteoclastos, foi decidido excluir o composto T20 das andlises.

Conforme figura 26 demonstra, nossos dados indicam que os compostos T10, T27,
T30 e T38 auxiliam a viabilidade dos precursores de osteoclastos, enquanto os precursores de
osteoclastos cultivados com os compostos T45 apresentaram menor viabilidade quando
comparados aos grupos controles. Entretanto, todos os precursores apresentaram a fosfatase
acida ativa semelhante aos controles. A catepsina K ¢ a principal protease nos osteoclastos
responsavel pela degradacdo do colageno desmineralizado dentro da lacuna de reabsorc¢ao
(37). Além disso, ja se sabe que a CatK ¢ responsavel por ativar a TRAP (37). Zenger et al
fornecem evidéncias de que o processamento e o transporte intracelular de TRAP ¢ regulado
pela catepsina K em uma subpopulacio de osteoclastos metafisarios (38). Os autores
correlacionam a auséncia da CatK as alteragdes na expressao, no processamento proteolitico e
na secre¢ao da TRAP (38). O processamento proteolitico da TRAP ¢ importante na regulagao
da atividade catalitica da enzima (37, 38). Nos osteoclastos, a TRAP ¢ sintetizada como um
polipeptideo Unico com baixa atividade enzimatica. A CatK cliva a TRAP em duas
subunidades: um fragmento de N-terminal de 21 a 23 kDa e um fragmento C-terminal ligado
ao dissulfeto de 16 kDa e com elevada atividade catalitica (37, 38). Nossos compostos foram
sintetizados objetivando a inibi¢do da CatK. Sendo assim, os resultados deste trabalho
indicam que os compostos T10, T35, T45 e T46 foram capazes de inibir a CatK e, devido a
essa inibicdo, a atividade da fosfatase acida nos precursores de osteoclastos expostos aos

compostos selecionados € semelhante a atividade nos grupos controles-OPG.

Em contrapartida, nossos dados de coloragdo demonstram que apenas os compostos
T10 e T38 apresentam células gigantes, multinucleadas e TRAP positivas, semelhante aos
controles (CTR), apesar de todos os compostos apresentarem células TRAP positivas.
Janckila et al relataram que a proteina TRAP e a atividade TRAP nem sempre se
correlacionaram (39), semelhante aos achados do presente trabalho. Os autores observaram
que as isoformas estavam presentes no soro de pacientes com reumatismo e doengas renais

enquanto apenas a isoforma 5b estava presente nos 0ssos (39).
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Ensaios in vivo demonstram que a expressdo de RANKL e OPG pelos osteoblastos ¢
coordenada, atuando no controle da reabsor¢do ¢ densidade mineral dssea via ativacdo de
RANK em osteoclastos (9). Sendo assim, avaliamos os efeitos dos compostos em ensaios de
co-cultura com osteoblastos e precursores de osteoclastos. Nossos dados mostram que os
osteoblastos cultivados com as amostras T10 e T45 apresentaram maior atividade da ALP,
coloracdo positiva de depdsitos de célcio e menor produgdo de coldgeno, indicando que os
compostos favorecem a maturacao 6ssea dos osteoblastos em co-cultura com os osteoclastos,
mantendo os osteoblastos ativos € em prolongado periodo de maturagdo 6ssea. In vivo, a ALP
¢ produzida no inicio da mineralizagdo 6ssea e participa ativamente da deposi¢do de calcio
durante o processo de mineralizagdo, sendo a sua expressdo regulada com o aumento da
expressdao de osteocalcina (28). Em conjunto, os ensaios de co-cultura apresentam os

compostos T10, T35, T45 e T46 como moléculas promissoras no tratamento da osteoporose.

De modo geral, o presente estudo ¢ pioneiro ao testar novos compostos baseados no
esqueleto molecular do Balicatib, desenhados para atuar como inibidores da catepsina K. Foi
realizado uma série de selecdes desses novos compostos em células désseas de ratos e
camundongos, em células humanas com potencial osteogénico e com precursores de
osteoclastos derivados da medula 6ssea de camundongos. Os compostos T32 ¢ T44 se
apresentaram como compostos citotoxicos para os osteoblastos de ratos Wistar quando
utilizados em longos periodos na cultura e, portanto, foram excluidos dos nossos estudos. O
composto T48 ndo promoveu beneficio as células-tronco mesenquimais humanas derivadas

do tecido adiposo.
6. Conclusao

Sendo assim, com este trabalho podemos concluir que os compostos T10, T35, T45 e
T46 sdo moléculas promissoras no tratamento da osteoporose com agdo inibitoria em
osteoclastos e boa ativacdo osteoblastica. Ainda assim, novos ensaios sao necessarios para
elucidar a interagdo entre os compostos produzidos e a catepsina K visando a aplicacao in

VIivo.
7. Perspectivas

« Analisar as moléculas em ensaios de reabsorc¢ao.
% Avaliar a expressdo génica do gene da catepsina K em precursores de osteoclastos e

osteoclastos expostos aos compostos.
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« Andlises da formagdo de anéis de f-actina em osteoclastos expostos as moléculas
selecionadas, pelos ensaios de imunofluorescéncia.

« Analisar os efeitos das moléculas selecionadas em osteoclastos cultivados em matriz
de colageno tipo .

¢ Testar os efeitos das moléculas promissoras in vivo em modelo animal higido e

osteoporatico.

« Associar as moléculas promissoras a biomateriais para recuperagdo Ossea € entrega

direcionada.
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CAPITULO 2: AVALIACAO DOS EFEITOS DE DERIVADOS bis-1,2,3-trizélicos NA
OSTEOGENESE E OSTEOCLASTOGENESE

1. Introducao

Apos diagnosticada, a osteoporose e estabelecido os riscos de fratura ¢ necessario
iniciar o tratamento profilatico e/ou curativo da osteoporose. O tratamento para osteoporose
inclui a administragdo de farmacos classificados como anti-reabsortivos ou anabdlicos. Os
farmacos anti-reabsortivos sdo os mais utilizados atualmente em terapias anti-osteoporose,
como abordado no capitulo anterior deste trabalho. Estes agentes atuam no processo de
reabsorc¢do dssea inibindo principalmente a agdo dos osteoclastos, por diferentes mecanismos
(1). Dentre os farmacos classificados como anti-reabsortivos, os bisfosfonatos sao atualmente
a classe de droga recomendada como primeira linha de medicamentos para o tratamento de

pacientes com osteoporose (2).

Os bisfosfonatos (BFs) possuem uma estrutura quimica geral no qual apresentam um
dtomo de carbono central tetraédrico ligado a dois grupos fosfonatos e grupos R! e R?
variados (2, 3). As varia¢des nos grupos R! e R? irdo influenciar a atividade e o mecanismo de
acdo dos BFs, entretanto, a ligagdo P-C-P ¢ a principal responsavel pela afinidade dos
bisfosfanatos aos cristais de hidroxiapatita (2, 4). Depois de adsorvidos nos minerais 0sseos,
os BFs sdo lentamente eliminados pelo organismo, pois ficam aprisionados nas lacunas de

reabsorcao sendo constantemente liberados e readsorvidos nos cristais de hidroxiapatita (5).

Apesar de serem os farmacos da primeira geracdo, essenciais no tratamento da
osteoporose e os mais utilizados no tratamento desta doenga, os BFs causam diversos efeitos
colaterais, como irritagdo no esofago e problemas gastrointestinais (6), osteonecrose de
mandibula (7) e fibrilacdo atrial (8). A fim de minimizar os efeitos colaterais causados pelas
terapias em uso no mercado, pesquisas destinada a sintese de novos compostos anti-
osteoporoticos tornaram-se promissoras. Dentre esses grupos, os compostos contendo o anel-

1,2,3-triazélico tém chamado atengdo pelos seus efeitos anti-osteoclastogénico (9).

1.1 Derivados bis-1,2,3-trizolicos

O anel-1,2,3-triazdlico ¢ um composto sintético, ndo encontrado na natureza e desde a
sua producdo vem sendo empregado na sintese de novos compostos € funcionalizagdo com
diferentes substincias com conhecida atividade antimicrobiana, antifungica e anticancerigena

(9). O anel-1,2,3-triazdlico ¢ um forte candidato a agente bioldgico visto que apresenta alta
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estabilidade metabolica, podem se comportar como bioisostero e aceptor de ligacdo de
hidrogénio, podendo ser aplicados em estratégias de hibridacdo molecular, potencializando

compostos que ja possuem atividade comprovada (10, 11).

Os 4cidos bisfosfonicos constituem uma classe de compostos que exibem uma ampla
variedade de atividades bioldgicas. Contudo, a meia-vida esquelética destes compostos ¢
prolongada e nao ha dados sobre a sua seguranga com o uso continuo (8, 9). Um campo de
estudos que tém se destacado na sintese desses novos compostos ¢ a substituicao de grupos
fosfonatos pelo nucleo triazélico visando a produ¢do de novos compostos bioativos (8, 9, 12).
Marshall ez. al (2013) sintetizaram compostos contendo o anel 1,2,3-bis-triaz6is derivados de
acidos carboxilicos com variacdo do tamanho da cadeia alquilica. In vitro, os compostos
foram capazes de inibir a osteoclastogénese, com uma eficiéncia duas vezes maior que a

osteoprotegerina (OPG) (8).

Dito isso, cresceu o interesse na sintese de novos compostos derivados de 1,2,3-bis-
triazois simétricos e assimétricos contendo espagadores oriundos de dialcinos ou diazidas
entre os pesquisadores da quimica geral. O uso de diferentes espacadores na producdo dos
compostos altera a solubilidade, atividade e conformacdo dos compostos obtidos. Nosso
trabalho buscou testar a eficiéncia anti-osteoclastogénica de novos compostos 1,2,3-bis-
triazolicos com diferentes espagadores e substituintes contendo grupos acidos carboxilicos,
objetivando eleger o composto mais eficiente em testes in vitro, como promissores compostos

para o tratamento da osteoporose.

2. Objetivo Geral
Avaliar os efeitos de derivados bis-1,2,3-trizolicos durante a maturacdo de
osteoblastos e osteoclastos de roedores e durante a diferenciacdo de células-tronco

mesenquimais humanas em osteocitos

2.1 Objetivos Especificos
- Avaliar a viabilidade e maturacdo de rOB e mOB na presenca de derivados bis-1,2,3-

trizolicos;

- Avaliar a viabilidade de mOB em co cultura com os osteoclastos na presenca de

derivados bis-1,2,3-trizélicos;

- Avaliar a osteoclastogénese de HSC na presencga de derivados bis-1,2,3-trizélicos;
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3. Materiais e Métodos

3.1. Derivados bis-1,2,3-trizolicos

As moléculas analisadas neste trabalho foram produzidas durante o doutorado do
aluno Wallace Junio Reis, sob orientacdo da professora Dra. Rossimiriam Pereira de Freitas,
do departamento de Quimica, da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Foram
sintetizados 16 derivados 1,2,3-bistriazolicos-1,4-dissubstituidos contendo diferentes
espacgadores (Figura 1), identificadas por W17, W24, W30, W31, W32, W33, W34, W35,
W36, W53, W54, W56, W62, W64, W70 ¢ W82 com atividades anti-osteoclastogénica.

Nicleo 1,2 3-triazol Espacador , Espacadores: é-ﬁ._ ,D% {—t‘h
. PPN, [ o Tl ou -
N-N N.-H‘N : _ it .

N\—":'J LH_‘{/ : n=3 n=,6,9,10,12
i R R} R=fenila, amina, tiofeno, alquila, &ster, nitro.
Nucleo 1,2,3-triazol Espagador Espagadores: ( #o;l
' b nenn ! o St . oy - -

N 'N"“LN : n=3 n=6.9,10,12

\= s/ |
i . . R_ .} R= acidos carboxilicos, acidos carboxilicos de cadeia longa

Figura 1. Esqueletos moleculares dos 1,2,3-bistriazélicos-1,4-dissubstituidos contendo
diferentes espacadores. A. Compostos do tipo 1,2,3-bis-triazéis contendo espacadores alifaticos e
oxigenados, diversamente funcionalizados. B. Compostos 1,2,3-bis-triazois derivados de acidos
carboxilicos. Os nucleos 1,2,3-triaz6is sdo funcionalizados com os radicais representados por R (em
vermelho). Os espacadores utilizados estdo discriminados em azul.

3.2. Comité de Etica

Os ensaios de citocompatibilidade, matura¢do celular e diferencia¢do in vitro foram
realizados com a cultura primdria de osteoblastos extraidos do calvario de ratos Wistar (n=5),
camundongos C57/bl6 (n=5) neonatos com 3 a 5 dias de idade (13) e com células-tronco
mesenquimais humanas extraidas de tecido adiposo (13). O uso dos osteoblastos oriundos dos
ratos Wistar foi aprovado pela Comissao de ética no uso de animais (CEUA) da pro-reitoria
de pesquisa da Universidade Federal de Sao Jodo del-Rei (UFSJ) sob protocolo 009/2018. O
uso dos osteoblastos oriundos dos camundongos C57/bl6 foi aprovado pela Comissao de ética

no uso de animais (CEUA) da pro-reitoria de pesquisa da Universidade Federal de Minas
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Gerais (UFMG) sob protocolo 288/2014. O uso das células-tronco mesenquimais foi
aprovado pelo comité de ética da pro-reitoria de pesquisa da Universidade Federal de Minas

Gerais (UFMG) sob Certificado de Apresentacio de Apreciagio Etica (C.A.A.E) 266.925.
3.3. Extracio de osteoblastos

Ratos Wistar neonatos de 3 a 5 dias e camundongos C57bl/6 foram eutanasiados por
dose letal de Cloridrato de Lidocaina a 2% (Cristalia). Em seguida, foi feito um recorte
bilateral das peles dos animais, a partir da rima ocular até as orelhas, possibilitando a
exposicdo das calvarias. Apds a retragcdo da pele, as calvarias foram recortadas na regido de
sutura ao redor dos 0ssos parietais, destacadas e armazenadas em tampao fosfato salino (PBS)
contendo 1000 unidades/mL de penincilina (Gibco®) e Img/mL de estreptomicina (Gibco®).
Posteriormente, as calvarias foram fragmentadas com o auxilio de uma tesoura e submetidas a
tratamento enzimatico em 1% de tripsina-EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético)
(Gibco®) por 10 min. Em seguida, as amostras foram incubadas com 2% de colagenase
(Millipore®), em 4 banhos sequenciais, por 20 min cada a 37 °C. Os ultimos trés banhos de
colagenase foram centrifugados e o pellet foi ressuspenso em meio Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium — DMEM (Gibco®) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB -
Gibco®), penicilina (100 UI / ml - Gibco®) e estreptomicina (100 mg / ml - Gibco®) e
transferido para frascos de cultura de células T25. As células foram levadas a crescer em uma
incubadora a 37 ° C em uma atmosfera de 5% de CO,. Todos os experimentos foram

conduzidos na quinta passagem celular.

3.4. Extracdo de células-tronco mesenquimais humanas derivadas do tecido

adiposo (hASC)

As células-tronco mesenquimais humanas derivadas do tecido adiposo (hASC) foram
extraidas de lipoaspirado de paciente do sexo masculino, de 42 anos, 115 quilos, 183
centimetros de altura, que se submeteu ao procedimento de lipoaspiragdao. A clinica
responsavel pelo procedimento foi a Clinica Patricia Leite, e as cirurgias foram realizadas no
Hospital LifeCenter, localizada no bairro Serra, em Belo Horizonte e coordenada pela Dra.
Patricia Leite e os procedimentos foram seguidos de acordo com as normas aprovadas pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (Parecer n°
ETIC - 0107.0.203.000-10). O material foi cedido ao Laboratério de Sinalizagdo Celular e
Nanobiotecnologia da UFMG.
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O lipoaspirado foi retirado dos flancos direito e esquerdo e regides infra e
supraumbilical, transferido para recipientes de 200 mL de vidros contendo 1 mg/mL de
estreptomicina (Gibco®), 1000 unidades/mL de penincilina (Gibco®) e 3 pg/ mL de
gentamicina (Gibco®) transportado para o Laboratorio de Sinalizagdo Celular e
Nanobiotecnologia para processamento em fluxo laminar, em condigdes estéreis, conforme
descrito por Zuk et al. (14). O lipoaspirado foi separado em por¢des de aproximadamente 20
mL em tubos falcon estéreis de 50 mL e lavado com meio de cultura Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium — DMEM (Gibco®) sem soro sobre centrifugacao de 252x g por 6 minutos a
temperatura ambiente (14). Apos a centrifugagdo, a por¢do superior contendo a gordura foi
separada e submetida a digestdo com colagenase do tipo I (Millipore®) em uma concentragdo
de 0,1% em PBS, pH 7.4, na proporcao de 1:1 para digerir a matriz extracelular. Os tubos
foram mantidos a 37°C, 5% CO; por duas horas e a cada 15 minutos, os tubos foram agitados
vigorosamente. Seguida as duas horas de digestdo, os tubos foram centrifugados 252 g por 6
minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante contendo a fragao adipocitaria foi descartado
e a por¢do estromal foi ressuspendida em meio DMEM completo (10% SFB (Gibco®), 1000
unidades/mL de penicilina (Gibco®), 1 mg/mL de estreptomicina (Gibco®) e 3 pg/ mL de
gentamicina (Gibco®)). O meio de cultura foi substituido a cada dois dias para retirada de

goticulas de gordura, células sanguineas e c€lulas nao aderentes.
3.5. Grupos Experimentais

O fluxograma abaixo sintetiza os grupos experimentais utilizados neste capitulo em
osteoblastos de ratos e camundongos.
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Ratos Wist 3 i 1
atos Wistar Controle ( 5x10° Osteoblastos cultivados com meio basal
- - )
ala CIR
N=3 5x10% Osteoblastos cultivados com meio basal
Osteoblastos (rOB) Tratamento +
T Amostras sintetizadas (n=3)
Camundongos 5x10? Osteoblastos cultivados com meio basal
C57/bl6 Controle (n=3)
t B
N=3 5x10% Ostecoblastos cultivados com meio basal
Osteoblastos (mOB) Tratamento +
Tx Amostras sintetizadas (n=3)

Meio Basal: Meio DMEM + 10% SFB + 1% streptomicina, 1% penincilina

Fluxograma 1. Sintese dos grupos experimentais com osteoblastos utilizados neste capitulo.
3.6. Teste de citocompatibilidade em osteoblastos e hASC

O fluxograma abaixo sintetiza os experimentos realizados neste capitulo em
osteoblastos de ratos e camundongos, obedecendo a ordem cronologica e o0s passos
seqiienciais dos mesmos. Foram realizados ensaios de viabilidade celular, atividade da
fosfatase alcalina e producdo de coldgeno. Além disso, foram realizadas coloragdes por
Alizarin Red, Von Kossa e Sirius Red. Os ensaios citados estdo detalhadamente descritos no

capitulo 1 deste trabalho.
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Selegao dos compostos

+»» Ensaios de Viabilidade Celular Concentragties:

1° - Osteoblastos de ratos 0, 25, 50, 75 e 100 ng
2° - Células-tronco mesenguimais humanas Tempo:
3° - Osteoblastos de camundongos SSlioiEs
Superior a 120%: promissoras Inferior & 90%: toxicidade
Destinadas aos préximos testes Inferior @ 120%: ndo promissoras
v
Avaliag&o do potencial osteogénico
\ 4
Ensaios Quantitativos
) S Tempos:
« Ensaios de viabilidade celular Osteaoblastos
% Atividade da ALP ?ﬂ?“
& I = - ias
% Quantificacdo de colageno 14 dias
Coloragtes
+ Fosfatase Alcalina
% Alfizarin Red Tempos:
& Von Kossa Osteoblastos
* 14 dias

% Sitius Red

Fluxograma 2. Sintese dos experimentos realizados neste capitulo em osteoblastos de ratos e
camundongos, obedecendo a ordem cronolégica e os passos seqiienciais dos mesmos.

3.7. Isolamento dos precursores de osteoclastos

Os precursores de osteoclastos foram isolados segundo protocolo estabelecido por
Rucci et. al (12). Resumidamente, camundongos C57/BL6 neonatos de 3 a 5 dias foram
eutanasiados e limpos com alcool 70% e solucao de iodopovidona. Os membros posteriores
foram coletados e transferidos para uma placa de petri estéril contendo meio basal. Em
seguida, os tecidos moles foram cuidadosamente removidos do membros € os 0ssos limpos

foram colocados em uma placa de petri com meio basal. Os ossos foram finalmente cortados,
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expondo a medula dssea que foi mecanicamente isolada dos fragmentos dsseos. O meio basal
contendo as células da medula 6ssea foi coletado e centrifugado a 300 g por 3 min. O
sobrenadante foi descartado e o pellet contendo as células foram ressuspensas em novo meio

basal e semeadas em garrafa de cultura.

O fluxograma abaixo sintetiza os experimentos realizados neste capitulo em células
precursoras de osteoclastos de camundongos C57bl6, obedecendo a ordem cronoldgica e os

passos seqiienciais dos mesmos.

Grupo Experimental

CTR ou Tx )
3x10° Precursores de Osteoclastos cultivados m-CSF+RankL
TS leerencmgéo . + .
C57/bl6 osteoclastica compostos sintetizados (n=3)
N=5 I
Precursores de Diferenciagao 5x10° Precursores de Osteoclastos cultivados m-CSF+RankL
Osteoclastos + 1 OPG +
OPG compostos sintetizados (n=3)
CTR OPG
ou
TxOPG
Ensaios Experimentais
<+ Viabilidade T .
< Exposicéo ao substrato TRAP ;";'i’aoss'
< Coloracdo por TRAP
Grupo Experimental
CTR on Tx
PN S 5x10% Osteoblastos +
3 Diferenciagéo 5x10° Precursores de Osteoclastos cultivados m-CSF+RankL +
C57/ble 3 —y . .
osteoclastica compostos sintetizados (n=3)
N=5 I
Osteoblastos + i e
Precursores de Diferenciagdio 5x10% Osteoblastos +
Osteoclastos + =P | 5x10° Precursores de Osteoclastos cultivados m-CSF+RankL +
OPG OPG + compostos sintetizados (n=3)
CTR OPG
ou
Tx-OPG

Ensaios Experimentais

+“ Viabilidade

+» Atividade da fosfatase alcalina 5
N . Tempos:

+» Concentracdo de colageno 7 dias

+ Coloracdo por TRAP

+ Coloragdo por Von Kossa

Fluxograma 3. Sintese dos experimentos realizados neste capitulo em células precursoras de
osteoclastos de camundongos C57bl6, obedecendo a ordem cronoldgica e os passos seqiienciais dos
mesmos.
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3.8. Diferenciacao osteoclastica

Foram semeados 5x10° células precursoras de osteoclastos em placas de 48 wells e
cultivadas por 14 dias com meio DMEM suplementado e enriquecido com 25 ng/ml de m-
CSF e 10 ng/ml de RANKL. Metade do meio foi renovado a cada 48 horas. Durante a
diferenciagdo dos osteoclastos foram adicionados os peptideos selecionados juntamente com
10ng/mL de osteoprotegerina (OPG). A OPG atua como controle negativo, visto que a OPG
impede a ligacdo do RANK ao seu ligante RANKL e, consequentemente, inibe a formacgao e a

atividade dos osteoclastos.

3.9. Coloragiao por TRAP

Ap6s os 5 dias de diferenciagdo, os osteoclastos foram fixados com PFA 4% por 20
min a T.A. Em seguida, as células foram lavadas 2x com PBS e os pocos foram secos. Apos a
secagem, as células foram incubadas durante 30 min com 100 pl de substrato TRAP
(substrato fosfatase, cat # P4744, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) em tampao contendo 50 mM
de citrato de so6dio/ 10 mM de tartarato de sodio, pH 4,6. Ap6s 30 min foi adicionado 100 pl
de NaOH 0,1 N ¢ a absorbancia foi mensurada em 410 nm. Para observar a formacdo de
c¢lulas multinucleadas, as células foram fixadas com PFA 4% por 20 min e posteriormente as
células foram coradas durante 4 horas com 200 pL de solugcdo de reagdo TRAP (5 mg de
fosfato de naftol AS-MX (Sigma-Aldrich) dissolvido em 0,5 ml de N, N-dimetilformamida)
solubilizados em 50 ml de tampdo composto por 100mM de acetato de s6dio/S0mM de
tartarato de sodio pH 5,0 e 30 mg de Fast Violet LB (Sigma-Aldrich). Foram consideradas

células diferenciadas as células com trés ou mais nucleos (12).
3.10. Ensaio de co-cultura

Foram semeadas 5x10° osteoblastos de camundongos c¢57/bl6 em placas de 96 wells.
Apds 24 horas, 5x10° células precursoras de osteoclastos foram semeados nesses mesmos
pocos e ambas as células foram cultivadas por 5 dias com meio DMEM suplementado e
enriquecido com 25 ng/ml de m-CSF e 100 ng/ml de RANKL. Apos os 5 dias de cultivo, as
células foram cultivadas e foram avaliados a viabilidade dessas células e a atividade da

fosfatase alcalina. Os pogos foram corados por TRAP e pela coloragdo Alizarin Red S (15).
3.11. Analise qualitativa das fotomicrografias.

As analises qualitativas das coloracdes Alizarin Red S, Von Kossa e Sirius Red foram
realizadas na objetiva por meio de um Score elaborado, utilizando o parametro definido na

tabela 1.



116

Tabela 1. Legenda do score da intensidade das coloracoes utilizadas para
comparacio entre as diferentes amostras utilizadas.

Score Intensidade da coloracio nas
células
- Auséncia
+ Minimo
++ Pouco
+++ Moderada
++++ Elevada

3.12. Analises estatisticas

Todos os dados quantitativos foram representados pela média + o desvio padrdao. A
significancia estatistica foi determinada usando o teste t de Student’t ndo pareado e o teste
ANOVA utilizando-se GraphPad Prism versao 7.00 para Windows, Software GraphPad, La
Jolla California, USA.

4. Resultados

4.1. Selecao dos compostos

A fim de selecionar as amostras mais promissoras dentre as 16 amostras e padronizar a
concentracao ideal de cada amostra durante os ensaios subsequentes, foi realizado um ensaio
de viabilidade, utilizando os osteoblastos de ratos Wistar (rOB), as células-tronco

mesenquimais humanas (hASC) e os osteoblastos de camundongos C57/bl6 (mOB).

Os modelos celulares OB, hASC e mOB (Tabela 2, 3 e 4 respectivamente) foram
expostos as concentragdes de 0, 25, 50, 75 e 100 ng/ml de cada amostra, identificadas por
W17, W24, W30, W31, W32, W33, W34, W35, W36, W53, W54, W56, W62, W64, W70 e
W82. Apds 48 horas de exposi¢do, a viabilidade das células foi mensurada por meio do
reagente resazurina € a concentragdo de cada amostra foi estabelecida. Os dados foram
normalizados para porcentagem e a viabilidade dos rOB que receberam ndo foram expostos as
amostras (concentragdo de 0 ng) foram considerados os controles positivos (100%). Todas as
amostras foram consideradas promissoras para as rOB e hASC, visto que todas apresentaram
viabilidade superior a 120% (Tabela 2 e 3). Em contrapartida, os mOB quando expostos por
48hs as amostras W34, W53, W62, W64, W70 e W82 apresentaram viabilidades inferiores a
120% e, assim, estas amostras ndo foram consideradas moléculas promissoras e, portanto,

foram excluidas das nossas analises (Tabela 4).
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Tabela 2. Viabilidades dos rOB apés 48 horas de exposi¢ao as amostras. Os dados
de viabilidade foram normalizados para porcentagem (%). Os dados sdo expressos com a média +

SEM, n=3.

Amostras

W17
W24
W30
W31
W32
W33
W34
W35
W36
W53
W54
W56
W62
W64
W70
W82

0 ng
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Concentracao

25 ng
177,308
181,814
177,576
200,887
218,253
197,319
229,532
226,46
215,582
182,367

166,2
214,927
206,365
219,708
221,607
149,139

50 ng
141,341
237,551
208,989
234,365
247,264
206,739
238,132
235,859
227,415
226,413
207,476
244716
225,162
230,993
228,092
154,931

75 ng
133,034
211,497
200,632
203,698
246,131
201,227
203,53
225,111
208,858
213,755
186,997
238,996
212,346
216,71
198,349
133,738

100 ng
106,905
207,187
193,17
205,988
200,492
212,776
207,437
228,815
205,041
216,567
226,936
226,492
202,622
213,746
225,581
127,32
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Tabela 3. Viabilidades das hASC apds 48 horas de exposicao as amostras. Os
dados de viabilidade foram normalizados para porcentagem (%). Os dados sdo expressos com a média

+ SEM, n=3.

Amostras

W17
W24
W30
W31
W32
W33
W34
W35
W36
W53
W54
W56
W62
W64
W70
W82

0 ng
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

Concentracio

25 ng
142,139
140,48
157,872
147,969
138,288
147,349
153,649
166,347
176,949
148,65
128,672
150,96
139,517
149,405
156,016
165,367

50 ng
150,931
131,606
139,205
108,703
136,356
126,781
143,449
143,557
145,904
130,239
122,055
129,782
153,726
156,348
134,337
139,289

75 ng
131,738
122,999
129,274
115,611
143,808
126,059
123,604
140,278
139,402
139,299
121,712
135,06
129,432
138,311
136,997
147,516

100 ng
124,32
163,401
154,222
166,889
169,783
168,7
154,805
154,639
174,784
143,972
158,014
172,848
151,297
170,594
174,789
126,095
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Tabela 4. Viabilidades das mOB apds 48 horas de exposicdo as amostras. Os dados
de viabilidade foram normalizados para porcentagem (%). Os dados sdo expressos com a média +
SEM, n=3.

Amostras Concentracio

0 ng 25ng S0ng 75ng 100 ng
W17 100 | 130,123 125,575 109,775 | 115,787
W24 100 | 84,7612 84,6652 95,0625 119,556
W30 100 | 147,411 146,213 136,618 | 171,8
W31 100 98,7957 104,662 111,807 | 127,328
W32 100 91,4192 104,685 99,7635 139,633
W33 100 115,177 115,309 101,237 134,732
W34 100 84,552 ' 92,509 83,1732 99,2844
W35 100 114,575 120,471 112,415 121,286
W36 100 133,398 135,933 129,168 | 123,925
W53 100 101,656 104,008 100,111 92,7257
W54 100 96,916 93,1685 91,933 119,335
W56 100 99,7003 119,25 100,653 | 106,621
W64 100 | 83,9396 89,9416 93,4804 105,416
W70 100 | 100,287 111,497 110,482 | 99,7602
W82 100 91,7827 92,9405 81,7348 78,7955

A partir dos ensaios de viabilidade, foi determinada a concentragdo que cada molécula

seria utilizada nos ensaios seguintes conforme demonstrado pela Tabela 5.

Tabela 5. Concentracio de uso de cada molécula selecionada para cada modelo
celular.

Amostras| Concentracao de Uso
rOB | hASC | mOB

W17 25 ng 50ng | 25ng
W24 50ng | 100ng | 100 ng
W30 50 ng 25ng | 100 ng
W31 50ng | 100ng | 100 ng
W32 50ng | 100ng | 100 ng
W33 100ng | 100 ng | 100 ng
W35 50 ng 25ng | 100 ng
W36 50 ng 25 ng 50 ng
W54 100ng | 100ng | 100 ng
W56 50ng | 100ng | 50 ng
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Determinado a concentracgao ideal de cada molécula nos tipos celulares especificos, foi

avaliado o potencial osteogénico de cada molécula nos rOB.
4.2 Potencial osteogénico das moléculas nos rO

Apo6s 14 dias de ensaio, ndo foram observadas diferencas significativas na viabilidade
de rOB, atividade da ALP do meio de cultura e nos rOB cultivados com os compostos quando
comparada a viabilidade e atividade de ALP, tanto do meio quanto nas células, dos OB

cultivados apenas com meio basal (CTR) (Figura 2).

A

150+

Viabilidade celular
(%)

0
CTR W17 W24 W30 W31 W32 W33 W35 W36 W53 W54 W56

Atividade da
Fosfatase Alcalina (%)

0
CTR W17 W24 W30 W31 W32 W33 W35 W36 W53 W54 W56

O
g

8

Atividade da
Fosfatase Alcalina (%)
g

o
CTR W17 W24 W30 W31 W32 W33 W35 W36 W53 W54 W56

Figura 2. Efeito dos compostos nos osteoblastos de ratos Wistar. A. Viabilidade das rOB
em exposi¢do aos compostos sintetizados apds 14 dias de cultivo. B. Atividade da fosfatase alcalina do
meio de cultura de rOB em exposi¢cdo aos compostos sintetizados durante 14 dias de cultivo. C.
Atividade da fosfatase alcalina contida nos rOB em exposi¢dao aos compostos sintetizados durante 14
dias de cultivo. Os dados sdo expressos com a média = SEM, n=3. Foi aplicado one-way ANOVA
com Dunnett's Multiple Comparison Test, p < 0,05.
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Para verificar a atividade da ALP nos rOB frente as amostras, analisou-se
qualitativamente a atividade da ALP por microfotografias do precipitado apds 14 dias de
cultura, foram capturadas pelo microscopio invertido (Primovert, Zeiss, German) (Figura 3).
Foi observado que todos os osteoblastos expostos as amostras W17 e W31 apos 14 dias
apresentavam qualitativamente pouca atividade da ALP, as amostras W24, W32, W33, W35,
W36 e W56 apresentavam qualitativamente moderada atividade da ALP e as amostras W30,
W53 e W54 apresentavam-se qualitativamente semelhante aos controles (Figura 3). As

analises semiquantitativas foram resumidas na Tabela 6.

Figura 3. Fotomicrografia do precipitado resultado da atividade da fosfatase alcalina em
rOB expostos aos compostos sintetizados apés 14 dias de cultivo. A ALP metaboliza o reagente
NBT/BCIP produzindo um precipitado roxo. O experimento foi realizado em duplicata. Aumento
100X.
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Para verificar a maturacdo dos rOB por avaliagio da formagdo de nodulos de
mineralizagdo, as células foram coradas com Alizarin Red S e as fotomicrografias foram
capturadas pelo microscopio invertido (Primovert, Zeiss, German) (Figura 4). Foi observado
que todos os osteoblastos expostos as amostras W30, W35, W36 e W56 coraram pouco, as
amostras W17, W24, W32, W53 e W54 coraram moderadamente e as amostras W31 e W33
apresentam elevada coloracdo quando comparados aos controles (Figura 4). As andlises

semiquantitativas foram resumidas na Tabela 6.

CTR W17

Figura 4. Fotomicrografia da coloracio por Alizarin Red em rOB expostos aos
compostos sintetizados apos 14 dias de cultivo. Os depositos de calcio sdo corados em vermelho e
representam a formagdo de nddulos de mineralizagdo. Aumento 40X.
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Para verificar a maturagdo dos rOB por avaliagdo da deposi¢do de matriz organica, os
rOB foram corados pelo reagente sirius red para verificar a produ¢do de colageno pelos rOB e
as fotomicrografias foram capturadas pelo microscopio invertido (Primovert, Zeiss, German)
(Figura 5). Foi observado que os osteoblastos expostos as W17, W33, W53 e W56 obtiveram
coloracdo qualitativamente moderada, enquanto as demais amostras coraram qualitativamente

pouco (Figura 5). As andlises semiquantitativas foram resumidas na Tabela 6.

Figura 5. Fotomicrografia da deposicao de colageno em rOB expostos aos compostos
sintetizados apos 14 dias de cultivo. O colageno depositado pelos rOB coram-se em vermelho/rosa.
Barra de escala: 200pm

As analises semiquantitativas das coloragdes utilizadas para verificar a maturagdo dos

rOB foram resumidas na abaixo (Tabela 6).
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Tabela 6. Score das analises semiquantitativas das coloracdes utilizadas para verificar a

maturacio de rOBs.

Amostras Coloracao - Score
ALP Alizarin Red S | Sirius Red
17 ++ +++ +++
24 +++ ++ + + +
30 ++++ ++ ++
31 + 4 ++++ ++
32 +++ ++ + + +
33 +++ +4+++ +++
35 +++ ++ ++
36 +++ ++ ++
53 ++++ +++ +++
54 +4+++ +++ ++
56 +++ ++ +++
CTR ++++ ++++ +++

Em conjunto, os dados indicam que nenhum dos compostos ¢ prejudicial para a

viabilidade e maturagdo de osteoblastos de ratos Wistar e, portanto, todos eles foram

considerados compostos promissores para os demais ensaios. Assim como no capitulo

anterior, os ensaios da atividade antiosteoclastogénica foram realizados em HSC de

camundongos C57/bl6. Sendo assim, o proximo passo foi avaliar a viabilidade e maturacao

celular dos osteoblastos extraidos da calvaria de camundongos C57/bl6.

4.3. Potencial osteogénico das moléculas nos osteoblastos de camundongos

C57/bl6 (mOB)

A viabilidade dos mOB foi verificada apos 3, 7 e 14 dias de cultivo. Nao foram

encontradas diferencas significativas na viabilidade dos osteoblastos cultivados com os

compostos quando comparada a viabilidade dos mOB controle, independente do periodo de

cultivo (Figura 6).
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Figura 6. Viabilidade dos compostos em mOB durante A. 3 dias, B. 7 dias e C. 14 dias de
cultivo. Os dados sdo expressos com a média + SEM, n=3. Foi aplicado one-way ANOVA com
Dunnett's Multiple Comparison Test, p < 0,05. b: significativamente menor que o controle.

Ap6s 3 dias de cultivo, ndo observamos diferencas significativas na atividade da ALP
nos osteoblastos cultivados com os compostos quando comparados aos controles (Figura 7A).
Em 7 dias de cultivo, os osteoblastos cultivados com os compostos W17 e W54 apresentaram
maior atividade da ALP quando comparados aos controles (Figura 7B). Apds 14 dias, os
osteoblastos cultivados com a amostra W24, W31, W35, W53, W54 ¢ W56 apresentaram

maior atividade da ALP quando comparados ao grupo controle (Figura 7C).
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Figura 7. Atividade da fosfatase alcalina em mOB. Atividade da fosfatase alcalina em mOB
em exposi¢do aos compostos sintetizados durante A. 3 dias, B. 7 dias e C. 14 dias de cultivo. Os dados
sdo expressos com a média £ SEM, n=3. Foi aplicado one-way ANOVA com Dunnett's Multiple
Comparison Test, p < 0,05. a: significativamente maior que o controle.

Para verificar a maturacdo dos mOB por avaliagdo da formacdo de nddulos de
mineralizagcdo, as células foram coradas com Alizarin Red S e as fotomicrografias foram
capturadas pelo microscopio invertido (Primovert, Zeiss, German) (Figura 8). Foi observado
que todos os osteoblastos expostos as amostras W31, W32, W33, W36 e W56 coraram
qualitativamente pouco, enquanto as demais obtiveram coloragdo qualitativamente moderada

(Figura 8). As analises semiquantitativas foram resumidas na Tabela 6
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Figura 8. Fotomicrografia da coloracio por Alizarin Red S em mOB expostos aos
compostos sintetizados apos 14 dias de cultivo. Os depdsitos de calcio sdo corados em vermelho e
representam a formacdo de nodulos de mineralizagdo. Aumento 40X.

Para verificar a maturacdo dos mOB por avaliacdo da deposi¢do de célcio, os rOB
foram corados pela coloragdo Von Kossa e as fotomicrografias foram capturadas pelo
microscopio invertido (Primovert, Zeiss, German) (Figura 9). Foi observado que todos os
osteoblastos expostos as amostras W31 e W54 apresentavam coloragdo qualitativamente

moderada, enquanto as demais amostras obtiveram coloragdo qualitativamente elevada

(Figura 9).
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w17 W24

Figura 9. Fotomicrografia da coloracio por Von kossa em rOB expostos aos compostos
sintetizados apos 14 dias de cultivo. Os depositos de calcio sdo corados em preto e € utilizada para
quantificar a mineraliza¢do na cultura de células. Aumento 200X.

Para verificar a maturagdo dos mOB por avaliagdo da deposi¢dao de matriz organica, os
mOB foram corados pelo reagente sirius red para verificar a produ¢do de colageno pelos
mOB e as fotomicrografias foram capturadas pelo microscopio invertido (Primovert, Zeiss,
German) (Figura 10). Foi observado qualitativamente que os osteoblastos expostos as
amostras W17, W24, W31, W53 e W56 obtiveram coloragdo elevada, enquanto as demais

obtiveram coloracdo qualitativamente moderada (Figura 10).
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CTR W17 W24 W30
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Figura 10. Fotomicrografia da deposicio de coligeno em mOB expostos aos compostos
sintetizados apos 14 dias de cultivo. O colageno depositado pelos mOB coram-se em vermelho/rosa.
Barra de escala: 200pm

As andlises semiquantitativas das coloragdes utilizadas para verificar a maturacao dos

rOB foram resumidas na abaixo (Tabela 7).
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Tabela 7. Score das analises semiquantitativas das coloragdes utilizadas para verificar a

maturacio de mOBs.

Amostras Coloracao - Score
Alizarin Red S | Von Kossa | Sirius Red
17 +++ +4++ +4++
24 +++ +4++ +4++
30 +4++ ++++ +++
31 ++ +++ + 44+
32 ++ + 44+ +++
33 ++ 44+ +4+
35 + 4+ + 44+ +++
36 ++ + 44+ +++
53 +++ 44+ +4+
54 + 4+ +++ + 44+
56 ++ + 44+ + 44+
CTR +++ ++++ +++

Para verificar a maturagdo dos mOB por avaliacdo da sintese de matriz organica, a

producdo de colageno pelos mOB foi quantificada (Figura 11). Apds 3 dias de cultivo, os

osteoblastos cultivados com os compostos W36 apresentaram maior produ¢do de colageno

quando comparados aos controles (Figura 11A). Os osteoblastos cultivados com os compostos

W17 apresentaram menor producdo de coldgeno quando comparados aos controles (Figura

11A). Em 7 dias de cultivo, os osteoblastos cultivados com os compostos W24 e W31

apresentaram maior producdo de colageno comparados aos controles (Figura 11B). Apos 14

dias, os osteoblastos cultivados com os compostos W24, W31, W32, W35 e W56

apresentaram maior produ¢do de colageno quando comparados aos controles (Figura 11C). Os

osteoblastos cultivados com os compostos W17, W33, W36, W53 e W54 apresentaram menor

producao de colageno quando comparados aos controles (Figura 11C).
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Figura 11. Producao de coligeno pelos mOB. Producao de colageno pelos mOB expostos
aos compostos sintetizados durante A. 3 dias; B. 7 dias e C. 14 dias. Os dados sdo expressos com a
média £ SEM, n=3. Foi aplicado one-way ANOVA com Dunnett's Multiple Comparison Test, p <
0,05. a: significativamente maior que o controle; b: significativamente menor que ocontrole.

4.4. Potencial anti-osteoclastogénico das moléculas nos precursores de
osteoclastos de camundongos C57/bl6

Apos a selecdo das moléculas com as células rOB, hASC e mOB, foi avaliado o
potencial osteogénico dessas moléculas durante a diferenciagdo de células precursoras de
osteoclastos. Primeiramente, os osteoclastos foram extraidos da medula 6ssea, de acordo com
Marino et. al (16) e detalhado no capitulo anterior. Os precursores de osteoclastos foram

cultivados com 25 ng/ml de m-CSF até atingirem a confluéncia de 95%.

Apoés a expansdo dos precursores de osteoclastos, as células foram expostas em dois

grupos: A) exposi¢do das células a 25 ng/ml de m-CSF, 10 ng/ml de RANKL e os compostos
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na concentracao pré-estabelecida ou B) exposicao das células a 25 ng/ml de m-CSF, 10 ng/ml
de RANKL, 10ng/ml de OPG e os compostos na concentracao pré-estabelecida; sendo ambos
grupos mantidos por 7 dias em cultura e a viabilidade e diferenciacdo avaliadas no 7° dia de
cultura. Os grupos controles (CTR) receberam apenas meio DMEM suplementado acrescido
de 25 ng/ml de m-CSF e 10 ng/ml de RANKL enquanto os controles OPG (CTR-OPG)
receberam meio DMEM suplementado acrescido de 25 ng/ml de m-CSF, 10 ng/ml de
RANKL e 10ng/ml de OPG (Figura 12A).

A fim de verificar o sucesso da diferenciacdo osteoclastogénica, as fotomicrografias
por microscopia de contraste de fase foram capturadas pelo microscopio Evos FL (Life
Technologies) e os osteoclastos foram contracorados com DAPI para visualizacdo dos nuicleos
(Figura 12A). Podemos observar nos controles (CTR) a presenca de células grandes e
multinucleadas (trés nucleos ou mais) com diversas ramificagdes (setas pretas). Em
contrapartida, os precursores que receberam a OPG apresentam células alongadas e menos de
trés nucleos por célula (Figura 12A). Ainda para verificar a eficiéncia da diferencia¢do
osteoclastogénica, as células foram coradas por TRAP. Os osteoclastos foram corados em
marsala destacado pela seta preta (Figura 12B). Concomitantemente, as células foram
expostas ao substrato da fosfatase para verificar a atividade da fosfatase acida tartaro-
resistente (TRAP). O resultado final ¢ um produto soluvel de coloragdo amarela e pode ser

lido espectrofotometricamente a 405 nm (Figura 12B).
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CTR CTR - OPG

CTR CTR - OPG

Figura 12. Cultura de osteoclastos. A. Imagens dos osteoclastos em microscopia de contraste
de fase contracorados com DAPI. B. Coloragdo por TRAP (em marsala destacado pela seta preta) e
coloracdo da atividade da fosfatase (em amarelo destacado pela seta branca). Barra de escala: 100um.

Nossos dados de viabilidade mostram que os osteoclastos e seus precursores
cultivados com o composto W17 obtiveram maior viabilidade quando comparados aos
controles. Em contrapartida, os compostos W36, W53 e W54 causaram uma diminui¢do na
viabilidade dos osteoclastos e seus precursores quando comparados ao grupo controle (CTR).
Os demais compostos ndo afetaram a viabilidade dos osteoclastos e seus precursores (Figura

13).
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Figura 13. Viabilidade dos osteoclastos apés 7 dias de exposicio aos compostos. A.
Comparagdo com os controles. Foi aplicado one-way ANOVA com Dunnett's Multiple Comparison
Test, p < 0,05 B. Comparacdo entre as células expostas a mesma amostra. Foi aplicado one-way
ANOVA com Bonferroni’s Multiple Comparison Test, p < 0,05. Os dados sdo expressos com a média
+ SEM, n=3. a: significativamente maior que os controle. b: significativamente menor que o controle.

Nossos dados de atividade da fosfatase acida mostram que os osteoclastos e seus

precursores cultivados com os compostos W30, W35 e W56 obtiveram menor atividade da

fosfatase acida quando comparados aos controles. Quando cultivados em conjunto com a

OPG e o composto W32, os osteoclastos e seus precursores apresentaram menor atividade da

fosfatase acida quando comparados ao grupo controle-osteoprotegerina (CTR-OPG) (Figura

14).
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Figura 14. Atividade da fosfatase dcida tartaro-resistente em osteoclastos apés 7 dias de
exposicao aos compostos. A. Comparacdo com os controles. Foi aplicado one-way ANOVA com
Dunnett's Multiple Comparison Test, p < 0,05 B. Comparacdo entre as células expostas a mesma
amostra. Foi aplicado one-way ANOVA com Bonferroni’s Multiple Comparison Test, p < 0,05. Os

dados sdao expressos com a média = SEM, n=3. a: significativamente maior que os controle. b:
significativamente menor que o controle.

Em seguida, os osteoclastos foram corados por TRAP (coloragdo em marsala)

concomitantemente a exposicao ao substrato da fosfatase para verificar a atividade da TRAP

(coloragdo amarela) (Figura 15).
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Figura 15. Coloraciao por TRAP dos osteoclastos apos 7 dias de exposicido aos compostos.
Coloragdo da TRAP em marsala. A atividade da fosfatase acida produz um precipitado soluvel
amarelo. Aumento: 100x
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4.5 Potencial anti-osteoclastogénico das moléculas em cocultura de osteoclastos e

osteoblastos de camundongos C57bl/6 (mOB)

1x10° osteoblastos de camundongos C57bl/6 foram cultivados em cocultura com
1x10° osteoclastos de camundongos C57bl/6 e apds 7 dias de exposi¢do a 25 ng/ml de m-
CSF, 10 ng/ml de RANKL e os compostos na concentracio pré-estabelecida ou 25 ng/ml de
m-CSF, 10 ng/ml de RANKL, 10ng/ml de OPG e os compostos na concentracdo pré-
estabelecida a viabilidade das células foi quantificada (figura 16). Ap6s 7 dias de cultivo, nds
observamos uma menor viabilidade dos osteoclastos cultivados em co-cultura com os
osteoblastos expostos aos compostos W17, W31, W33 e W53 quando comparados aos grupo
controle (Figura 16). Os osteoclastos cultivados em co-cultura os osteoblastos expostos aos
compostos W17, W31, W33 e W53 apresentaram menor viabilidade celular quando

comparados aos seus pares W17-OPG, W31-OPG, W33-OPG e W53-OPG (Figura 16).
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Figura 16. Viabilidade dos osteoclastos em co-cultura com os mOB apos 7 dias de
exposicao aos compostos. A. Comparagdo com os controles. Foi aplicado one-way ANOVA com
Dunnett's Multiple Comparison Test, p < 0,05 B. Comparacdo entre as células expostas a mesma
amostra. Foi aplicado one-way ANOVA com Bonferroni’s Multiple Comparison Test, p < 0,05. Os
dados sdao expressos com a média = SEM, n=3. a: significativamente maior que os controle. b:
significativamente menor que o controle.
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Ap6s 7 dias de cultivo, a atividade da ALP dos osteoblastos cultivados em co-cultura
com os osteoclastos foi quantificada (Figura 17). Foi observada uma maior produgdo de ALP
pelos osteoblastos cultivados em co-cultura com os osteoclastos e expostos aos compostos
W17, W31 e W53 quando comparados aos grupos controle. Estes mesmos grupos
apresentaram maior atividade da ALP quando comparados aos seus pares W17-OPG, W31-
OPG e W53-0PG, respectivamente. Apenas os osteoblastos expostos ao composto W33-OPG
apresentaram diferencas significativas na atividade da fosfatase alcalina quando comparados

aos controles-OPG (Figura 17).
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Figura 17. Atividade da fosfatase alcalina dos mOB em co-cultura com os osteoclastos
apos 7 dias de exposi¢ao aos compostos. A. Comparagdo com os controles. Foi aplicado one-way
ANOVA com Dunnett's Multiple Comparison Test, p < 0,05 B. Compara¢do entre as células expostas
a mesma amostra. Foi aplicado one-way ANOVA com Bonferroni’s Multiple Comparison Test, p <
0,05. Os dados sdo expressos com a média + SEM, n=3. a: significativamente maior que os controle.
b: significativamente menor que o controle.

Apos 7 dias de cultivo, a producdo de colageno pelos osteoblastos cultivados em co-
cultura com os osteoclastos foi quantificada (Figura 18). Foi observada uma maior produgao

de colageno pelos osteoblastos cultivados em co-cultura com os osteoclastos e expostos aos
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compostos W31 e W54 quando comparados aos grupos controle. Os osteoblastos cultivados
em co-cultura com os osteoclastos e expostos aos compostos W17, W31, W33 e W53
apresentaram menor producao de colageno quando comparados aos grupos controle. Quando
comparados aos controles-OPG apenas os osteoblastos expostos ao composto W54-OPG
apresentaram maior produ¢do de coldgeno. Os osteoblastos expostos aos compostos W17-
OPG, W24-OPG, W31-OPG, W33-OPG, W35-OPG e WS53-OPG apresentaram menor
producao de coldgeno quando comparados aos controles-OPG. A producao de colageno pelos
osteoblastos expostos aos compostos W17, W24, W31, W32, W35, W36 e W53 foi
significativamente diferente quando comparados aos seus pares W17-OPG, W24-OPG, W31-
OPG, W32-OPG, W35-OPG, W36-OPG e W53-OPG (Figura 18).

A [ m-csf+RANK-L
B m-csf+RANK-L+OPG

15+

]
o
310-
2
% b
& °
]
&)
cII‘I"II'IIIIIéI L L L L L L L L L L L
o ~ O T N O Yy O M «© OO0 000UV OLOLOVOLoOo
F D MO OO0 0o0Onnn
czzzzzzzzzzz 5565555588588
¥~ O &M ' ©m T D
F D OO0 00 n60nnn
cEszsTEgEEEs
B 3 m-csf+RANK-L

(3 m-csf+RANK-L+OPG

I

0
W17 W24 W30 W31 W32 W33 W35 W36 W53 W54 W56 CTR

154

109 s

Colageno (ug/ul)
I
' |
—
}

Figura 18. Producio de colageno pelos mOB em co-cultura com os osteoclastos apos 7
dias de exposicao aos compostos. A. Comparacdo com os controles. Foi aplicado one-way ANOVA
com Dunnett's Multiple Comparison Test, p < 0,05 B. Comparagdo entre as células expostas a mesma
amostra. Foi aplicado one-way ANOVA com Bonferroni’s Multiple Comparison Test, p < 0,05. Os
dados sdao expressos com a média = SEM, n=3. a: significativamente maior que os controle. b:
significativamente menor que o controle.
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Apds 7 dias de cultivo, a co-cultura foi fixada e as células foram coradas pela
coloracdo Alizarin Red para visualizar deposi¢do de calcio. As amostras W54 ¢ W56
juntamente com seus pares que receberam a OPG coraram fracamente pela alizarina,
demonstrando menor deposi¢cdo de calcio (figura 19). As amostras W17, W24, W30, W32,
W33 e W35 apresentaram varios pontos e regides coradas positivamente, mas com menor

intensidade quando comparadas aos controles (figura 19).
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Figura 19. Coloracdo por Alizarin Red dos mOB em co-cultura com os osteoclastos apos 7
dias de exposi¢do aos compostos.

Em conjunto, nossos dados indicam que dentre os 16 compostos avaliados, os
compostos W17, W31, W36 e W53 se apresentaram como moléculas promissoras para o
tratamento da osteoporose.
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5. Discussao

Entre as terapias anti-reabsortivas em uso, a mais utilizada sdo os amino bifosfonatos
(11). Os BFs se ligam aos minerais 6sseos, com o0 uso continuo se acumulam nos 0ssos, o que
eleva a meia-vida deste fArmaco e nao ha estudos que comprovem a sua seguranga em longo
prazo. Dito isso, recentes estudos tém focado na producdo de inibidores ndo bifosfonatos para
o tratamento da osteoporose (11). Estudos in vitro demonstram o alto potencial anti-
osteoclastogénico de dacidos graxos saturados Cl14-18 (11, 16), sendo a inibicao da
osteoclastogénese semelhante a inibicao causada pela OPG. Sugere-se que os acidos graxos
saturados e suas variantes se ligam ao receptor de superficie celular GPR120 e essa ligagao
seja a responsavel por inibir a osteoclastogénese (11, 16). Novos moléculas de 1,2,3-triazol
demonstraram atividade inibitéria na osteoclastogénese, dose dependente, induzida por
TNFSF11 em células RAW 264,7. O hibrido 1,2,3-triazol inibiu consideravelmente a
fosforilagdo de NF-kB (17-19).

Para o presente trabalho, foram desenvolvidos 16 derivados 1,2,3-bistriazolicos-1,4-
dissubstituidos contendo diferentes espacadores. Nossos primeiros experimentos objetivaram
estabelecer a dose ideal de cada composto em cada tipo celular além de promover uma rapida
selecao de moléculas promissoras e viaveis em células de origem osteoblastica (rOB e mOB)
e células com potencial para se tornarem ostedcitos maduros (hASC) (Tabelas 1-4). E
necessario que os novos farmacos produzidos para o tratamento da osteoporose atuem nos
osteoblastos promovendo a sua atividade e proliferagdo enquanto nos osteoclastos atuam
promovendo a inibicdo da sua atividade ou morte celular (4). Nesse primeiro experimento,
nossos dados mostraram que os compostos ndo interferem na viabilidade de rOB e nas hASC,
entretanto, nos mOB os compostos W34, W53, W64, W70 e W82 demonstraram-se
citotoxicos e, por isso, foram excluidos do nosso trabalho (Tabela 1-3). Dados mostram que
ha diferengas entre as cepas e géneros animais quando se trata de estudos de metabolismo de
drogas (20). Sendo assim, ¢ importante testar a viabilidade e os efeitos dos farmacos em
diferentes tipos celulares visando a sele¢do dos melhores farmacos para estudos
farmacocinéticos e toxicologicos in vivo (20). E importante lembrar que os ensaios pré-
clinicos de novos medicamentos sdo comumente realizados em animais projetando o
comportamento metabolico desses farmacos em humanos (21). Ao utilizar as hASC nos
ensaios prévios, nos conseguimos realizar uma breve selegdo dos compostos potencialmente

ndo citotoéxicos para humanos.
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Depois de estabelecido as concentra¢des ideais para cada modelo celular, foi avaliada
a influéncia dos compostos na viabilidade e atividade de pré-osteoblastos extraidos da
calvaria de ratos Wistar (rOB). Nossos dados demonstram que, neste modelo celular, todos os
compostos sao moléculas atrativas como tratamento para osteoporose ja que elas nao
influenciam negativamente na viabilidade e atividade dos osteoclastos. Na homeostase
esquelética, a reabsorcdo Ossea osteoclastica e a formagao 6ssea mediada por osteoblastos sdo
equilibradas (22, 23). A fragilidade esquelética observada na osteoporose ¢ resultado de um
desequilibrio na atividade relativa de osteoblastos e osteoclastos (24). As principais terapias
aprovadas e disponiveis atualmente atuam inibindo a reabsor¢do Ossea osteoclastica e nao

agem nos osteoblastos (25).

O proximo passo foi testar a eficiéncia e citotoxicidade dos compostos durante a
maturacdo de osteoblastos de camundongos C57bl/6 e durante a osteoclastogénese de pré-

osteoclastos de camundongos C57bl/6.

Os dados de viabilidade mostram que os compostos sdo viaveis em mOB (Figura 7).
Entretanto, quando avaliamos a atividade da ALP, os compostos W17 e W54 apresentaram
maior atividade da ALP aos 7 dias e apds 14 dias, os compostos W24, W31, W35, W53, W54
e W56 apresentaram maior atividade da ALP (Figura 8). Em relagdo a concentracao de
colageno, apds 3 dias de cultivo, as amostras W17 e W36 foram significativamente maiores.
Apos 7 dias de cultivo, os compostos W24 ¢ W31 apresentaram maior concentracdo de
colageno. Em 14 dias, as amostras W24 e W31 permaneceram com maior concentracdo de
colageno juntamente com as amostras W32, W35 e W56 enquanto as amostras W17, W33,
W36, W53 e W54 apresentaram menor concentragdo de colageno no meio de cultura (Figura
12). Em conjunto, esses dados indicam que os compostos W24, W31, W32, W35 e W56 sdo
moléculas promissoras para o tratamento da osteoporose. Embora nenhum dos compostos seja
considerado prejudicial para a viabilidade e atividade dos osteoblastos. O inicio da
diferenciagdo osteoblastica ¢ marcado pela elevada expressao dos genes RUNX2 e ALP (26).
Durante a mineralizagdo, a ALP ¢ um dos primeiros genes a serem expressos € a sintese da
ALP ¢ extremamente importante para este processo. A ALP estd diretamente relacionada a
producdo de hidroxiapatita, visto que ela é responsavel pela hidrélise de PPi produzindo Pi
(26, 27). Ja no final do processo de mineralizacdo Ossea, a expressao de RUNX2 e ALP
diminui enquanto a expressao e sintese de coldgeno aumentam. A secrecdo de colageno pelos

osteoblastos, in vivo, formara o ostedide (26, 28).
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Em seguida, foi testado a interferéncia dos compostos na viabilidade dos precursores
de osteoclastos durante a osteoclastogénese (Figura 15). Nossos dados indicam que os
compostos W17, W24, W36 ¢ W54 aumentam a viabilidade dos osteoclastos enquanto o
composto W53 diminuiu a viabilidade destas células. Em contrapartida, dentre esses
compostos citados anteriormente, apenas as células expostas ao composto W36 apresentaram
menor atividade da TRAP quando comparados aos controles. Além do W36, os compostos
W30, W31, W32, W33, W35 e W56 também apresentaram menor atividade da TRAP. Em
conjunto, os dados indicam os compostos W17, W31, W36 ¢ W53 como um bom candidato
ao tratamento da osteoporose visto que ele proporciona o aumento na viabilidade dos
precursores de osteoclastos, mas inibe a sua atividade. Manter a viabilidade dos precursores
de osteoclastos e dos proprios osteoclastos ¢ extremamente importante para a homeostase
O0ssea. Com sua atividade reduzida ou inibida, os osteoclastos sdo impedidos de
desmineralizar o osso e agravar o quadro osteoporotico. Além disso, compostos melhoram a
formagao, atividade e matura¢ao dos osteoblastos e, desta forma ndo had comprometimento do

crosstalk entre osteoblastos e osteoclastos, na formagao e maturagdo dos osteoblastos (29-31).

6. Conclusao

Sendo assim, com este trabalho podemos concluir que os compostos W17, W31, W36
e W53 sdo moléculas promissoras no tratamento da osteoporose com ag¢do inibitdria em
osteoclastos e boa ativacdo osteoblastica. Ainda assim, novos ensaios sdo necessarios para
elucidar a interacdo entre os compostos produzidos e a catepsina K visando a aplicacdo in

Vivo.
7. Perspectivas

« Analisar os efeitos das moléculas selecionadas em hASC.

< Analisar as moléculas em ensaios de reabsorcao.

« Andlises da formagdo de anéis de f-actina em osteoclastos expostos as moléculas
selecionadas, pelos ensaios de imunofluorescéncia.

< Analisar os efeitos das moléculas selecionadas em osteoclastos cultivados em matriz
de colageno tipo L.

% Testar os efeitos das moléculas promissoras in vivo em modelo animal higido e

osteoporotico.
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CAPITULO 3: AVALIACAO DA CITOCOMPATIBILIDADE DE LIGAS DE
TITANIO-NIOBIO REVESTIDAS COM FOSFATO DE CALCIO EM
OSTEOBLASTOS E CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS HUMANAS

1. Revisao Bibliografica

O reparo de fratura 6ssea requer um material com uma estrutura estavel capaz de
permitir o desenvolvimento de calosidades curativas. O constante aumento na populacdo e na
expectativa de vida propicia o aumento de lesdes com fraturas, o que acaba por movimentar o
mercado de implantes ortopédicos e ortodonticos. Segundo o site Fortune business insights,
estima-se que o mercado global de implantes ortopédicos movimentara cerca de 46,5 bilhdes
de dolares até 2024 enquanto que o mercado de implantes dentarios cresce cerca de 7, 9% por
ano ¢ tera um valor de mercado de cerca de 8,1 milhdes de dolares até 2024 (acessado em
02/03/2021). Os enxertos 6sseos podem ser aplicados em diversas areas, como oncologia,
cirurgias de coluna vertebral e traumatologia o que aumenta ainda mais a demanda por

biomateriais implantaveis.

Nos ultimos dois séculos, a expectativa de vida aumentou em cerca de 30 anos ao
mesmo tempo em que cresce o poder aquisitivo da populagdo. Somados, esses dois fatores,
expdem a populagdo a danos no qual ha a necessidade de investir em biomateriais melhores,
mais seguros e mais duradouros. Biomateriais de boa qualidade além de reduzirem o risco de

infeccdo também trazem beneficios muito maiores na qualidade de vida do paciente.
1.1. Biomateriais

Os biomateriais aplicados no reparo 6sseo devem apoiar a diferenciagdo osteogénica,
permitindo a fixac¢do celular, proliferacdo e diferenciagdo. Devemos lembrar que os materiais
implantados estdo em contato direto com o tecido do paciente participando de diversos

processos quimicos, fisicos ou bioldgicos.
1.1.1 Classificacao dos biomateriais

Os biomateriais podem ser classificados por diversas formas. Hudecki et al. classifica
os biomateriais simploriamente em biomateriais reabsorviveis e os ndo reabsorviveis (1, 2).
Os biomateriais reabsorviveis sdo aqueles que se desintegram e sdao absorvidos pelo
organismo. No local do enxerto, o biomaterial ¢ substituido por matriz extracelular tecido-

especifica. O biomaterial ndo reabsorvivel se mantém integro durante todo o tempo de uso

(D).
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Ainda, os biomateriais podem ser classificados de acordo com suas interacdes
biologicas com o organismo em tolerantes, inertes ou ativos. Os materiais biotolerantes sao
bem aceitos pelo organismo, mas nao permitem o crescimento celular e tecidual em suas
superficies. Essa caracteristica impede a fixacdo adequada da pega implantada, pois tecido
fibroso cresce em seu envolto e pode encapsular a pega (1). Sdo os materiais da primeira
geracdo, no qual o foco das pesquisas era produzir um material com respostas negativas
minimas. Dois exemplos bem conhecidos de materiais biotoleraveis sao o ouro € o ago

inoxidavel (3).

Os materiais bioinertes também sdo bem aceitos pelo organismo e permitem que
ocorra interacdo entre o organismo e o material. Os materiais bioinertes aplicados na
recuperacdo oOssea sdo capazes de promover a osteogénese e neoformagdo oOssea. Um
biomaterial bioinerte amplamente aplicado na odontologia ¢ o titanio (1). As ligas de titanio
comecaram a ser usadas em 1980 e desde entdo reduziu drasticamente a probabilidade de
rejeicdo de implantes ortopédicos sem comprometer a mecanica Ossea (3). Os materiais
bioativos sdo bem aceitos pelo organismo, permitem a adesdo e o crescimento celular em sua
superficie e efetuam ligagcdes quimicas entre o material e o organismo, induzindo trocas
ionicas ¢ o fortalecimento da interacdo. Entre esses materiais bioativos destacamos a

hidroxiapatita sintética (1).

Referindo-se a funcionalidade dos biomateriais, os mais interessantes para o reparo
0sseo sdo os materiais osteobiologicos. Esses materiais osteobiologicos podem ser
classificados em osteoinditiveis, osteocondutores e osteopromotores. Os osteoindutores
estimulam a diferenciacdo de células pluripotentes em células da linhagem osteogénica. Os
materiais osteocondutores permitem e auxiliam a adesdo e o crescimento das células
osteogénicas. E, materiais osteopromotores, liberam fatores que aumentam a formacao Ossea
indireta (4, 5). Geralmente, a biofungdo do material vai depender do material no qual ele é

composto e as condi¢des do seu processamento.

A engenharia tecidual busca a produ¢ao de um material ideal para enxertos 0sseos €
implantes que mimetize o tecido 0sseo, ou seja, um material que seja reabsorvido pelo
organismo somente no final do processo de reparo, que seja bioativo, osteoindutivel,

osteocondutor e osteopromotor.
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1.1.2 Propriedades mecanicas e fisico-quimicas

Os enxertos devem apresentar propriedades mecanicas semelhantes as do local no qual
serd posicionado de modo a fornecer funcionalidade imediata apos a implantagdo. A rigidez e
a topografia dos biomateriais sdo caracteristicas importantes capazes de influenciar na
diferenciagdo, maturacdo celular e nas atividades dos osteoprogenitores. Tratando-se dos
enxertos 0sseos, ¢ necessario que os biomateriais tenham determinada rigidez, apesar dos
enxertos macios se integrarem mais rapidamente aos tecidos dos hospedeiros comparados as
estruturas rigidas (6). O biomaterial implantado ndo pode ser deformado, indentado ou

penetrado em resposta a tensao (2).

Uma falha entre o implante e o osso, devido diferencas na resisténcia mecanica, cria espago
para crescimento de tecido cicatricial (tecido mole e fibroso) que acarretara no desprendimento da
peca (2). O biomaterial implantado ndo pode sofrer deformagdes quando submetido a uma tensao. Se o
moédulo de elasticidade do implante for diferente do osso, ele pode sobrecarregar o osso adjacente e
agravar a fratura. No 0sso, 0s estimulos mecanicos sdo percebidos pelos ostedcitos que sdo
responsaveis pela transducdo desses sinais biofisicos em respostas bioldgicas especificas,
como o remodelamento 6sseo. As células mantém uma comunica¢do interativa com o
microambiente no qual estd inserido (células e matriz extracelular), respondendo ¢ emitindo

sinais em uma relacdo bidirecional (6).

Outro fator importante que influi na resposta tecidual ¢ a topografia do material, pois
permite a transmissdo de sinais mecanicos especificos que podem ser transduzidos
diretamente pelas células circundantes no local implantado (no caso células do nicho 6sseo),
influenciando em processos bioldgicos como a adesdo, orientagdo, organizacao do
citoesqueleto e expressdo génica (6). Juntos, topografia e composi¢do do biomaterial
influenciam na forma celular, motilidade e polarizacdo celular. Ao aderir ao substrato, a
célula forma complexos pontos de adesdo focal que irdo influenciar diretamente a organizacao
do citoesqueleto. As células exercem forcas contrateis na superficie do material que estdao
aderidas e a resisténcia do material a essa for¢ca promove uma resposta celular conforme a
complacéncia do material. Um material de superficie irregular, normalmente, inibe a
formagdo de densas adesdes focais, resultando em menor tensdo no citoesqueleto, menor
formacao de fibras de estresse e uma reorganizagao do citoesqueleto que causara deformacgdes
nucleares, levando a alteracdo na expressdo génica. Dalby et al. demonstraram que padroes

altamente ordenados da matriz inibem a osteogénese, enquanto pequenas irregularidades
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(deformagdes de 50 nm) nesta matriz aumenta estatisticamente a expressdo de genes osteo-

especificos (7).
1.1.3 Biocompatibilidade

Independe da classificagdo e das caracteristicas do biomaterial, este deve ser,
obrigatoriamente, biocompativel. O biomaterial entrara em contato direto com o tecido e
qualquer incompatibilidade pode gerar um processo inflamatdrio severo e posterior rejei¢ao
do material. Sendo assim, os biomateriais devem ser compativeis com o sangue, nao toxicos,

nao-inflamatorios, ndo-pirogé€nicos, ndo-alérgicos e nao-cancerigenos (1).

O biomaterial deve ser resistente ao desgaste em processos de friccdo. O desgaste do
biomaterial libera pequenas particulas do material que podem se acumular em outros tecidos e
comprometer a saude do individuo (8). Além disso, quando o biomaterial ¢ projetado para ser
reabsorvido pelo organismo, a biodegradacdo deve ser controlada e os produtos secundarios
nao toxicos. Produtos de degradacao toxicos podem prejudicar ou retardar a osteogénese local
e ainda podem atuar sistemicamente em um local longe de onde foi instalado (3). Atualmente,

o biomaterial mais utilizado na ortopedia e ortodontia € o titanio.
1.2 Titanio

O titdnio ¢ um metal de transi¢do do grupo IV B, de niimero atdomico 22 com massa
atémica de 47,9 u e ponto de fusdo de 1668°C. E o quinto metal em abundéincia na crosta
terrestre e a forma mineral mais comum encontrada na natureza € a ilmenita (FeTiO3), um
minério extraido de areias aluviais e depdsitos rochosos. O titdnio pode ser encontrado na
forma de didxidos como rutilo (TiO: tetragonal), anastasio (TiO2z), broquita (TiO>
ortorrdmbico), entre outras formas como a perovskita (CaTiO3), “sphene" (CaTiSiOs), e

geiquielita (MgTiO3) (8).

O titdnio na sua forma pura foi produzido pela primeira vez em 1910, a partir do
aquecimento do tetracloreto de titanio e sodio. Este metal apresenta elevada resisténcia e
baixa densidade, caracteristicas que trazem elevado valor agregado e o torna um metal
bastante promissor para fins estruturais com aplicacdes nas industrias quimicas e

aeroespaciais e nas areas biomédicas (5, 7, 8).

O titanio apresenta duas formas alotrépicas em condigdes de equilibrio
termodindmico: a fase austenitica (fase o) de alta temperatura e a fase martensitica (fase §) de

baixa temperatura e cada modificagdo somente ¢ estavel dentro de uma faixa de temperatura
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especifica. Em temperaturas baixas, o Ti puro possui uma microestrutura hexagonal compacta
(HC), que também ¢ conhecida por fase alfa (o). Em altas temperaturas (882,5°C) ocorre a
transformagao alotropica do Ti-o em uma nova estrutura, agora com uma microestrutura

cubica de corpo centrado (CCC) e denominada de fase beta () (9, 10).

O titanio pode ser modificado formando ligas metéalicas com outros elementos. A
adicao de outros elementos modifica a temperatura de transformacao alotropica das ligas e sao
conhecidos como a-estabilizadores (aumentam a temperatura de transformagao alotrdpica) e
B-estabilizadores (diminuem a temperatura de transformagdo alotropica) (9, 10). As
propriedades das ligas sdo ditadas pelas caracteristicas dos p6s metalicos que formam aquela
matriz juntamente com as particulas de retencdo de espago que sdo utilizadas como
formadores de poros (11). Desta forma, os elementos das ligas devem ser selecionados sempre
pensando na sua aplicagdo, fungdo e os possiveis efeitos colaterais da liga. Elementos como o
zirconio (Zr), nidbio (Nb) e tantalo (Ta) s@o considerados seguros para serem aplicados in

vivo e na producdo de ligas para serem aplicadas ao tecido dsseo (10, 12).
1.2.1 Ligas de Titanio

As ligas de titanio podem ser classificadas de acordo com sua microestrutura em
quatro classes: ligas a, liga proximo de a (ligas near-a), ligas a+p e ligas B. As ligas a
apresentam alta resisténcia a corrosdo e a deformacdo. Podem ser encontradas em trés formas:
o titanio nao ligado (Ti puro), as ligas a e as ligas quase-a. Estas ligas apresentam B-transus
acima de 800°C, ndo permitindo a altera¢do da microestrutura com tratamentos térmicos. O Ti
puro € composto apenas por graos na fase o e apresenta elevada resisténcia a corrosdo. As
ligas-a ligadas recebem B-estabilizadores como o aluminio (Al), estanho (Sn), zirconio (Zr),
nitrogénio (N) e oxigénio (O), que aumentam a dureza da liga enquanto que o vanadio (V) e
molibdénio (Mo) sdo adicionadas as Ti-a ap6s tratamento térmico (10, 13). Ja as ligas quase-a
sdo compostas por uma fase o primdaria incorporada em uma matriz de fase § lamelar. As ligas
a + B permitem alteracdo da microestrutura por meio de tratamentos termomecanicos. Estas
ligas apresentam reten¢ao da fase P, pois possuem temperaturas de transicao alotrdpicas
relativamente baixas (11, 13, 14). As ligas B sdo aquelas nas quais ha a formagao de uma fase
B metaestavel e ndo ha transformacdo martensitica durante a diferenca de temperatura

(durante a témpera) (11, 13).

A metalurgia do po6 utiliza de duas técnicas principais para a producdo de ligas em

geral: a técnica pré-liga e a técnica Blended Elemental. Na técnica pré-liga, os elementos que
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serdo adicionados ao metal de base da liga sdo adicionados antes da liga ser atomizada na
forma de po. Os produtos desta técnica apresentam densidade semelhante as do metal fundido.
Na técnica Blended Elemental, ocorre uma mistura dos pos metalicos puros. Os pods sao
misturados e prensados a frio, mecanicamente ou isostaticamente, pela pressao de um gas ou
fluido, e a liga ja4 é moldada na forma desejada. A liga ¢ sintetizada a vacuo e apresenta uma
densidade menor do que a densidade dos metais fundidos. E um processo barato e simples, ¢ a

temperatura de sintese ¢ bem menor do que os pontos de fusdo dos elementos que a constitui

(10, 13).

A metalurgia do p6 apresenta boas vantagens em relagdo as outras técnicas de
producdo de ligas metalicas como o baixo custo de producdo, diminui¢do da temperatura na
producao, versatilidade do método e inimeras opgdes para a produgdo de amostras altamente
porosas. Tanto na técnica de pré-liga e a técnica Blended Elemental, os p6s metalicos podem
ser misturados com particulas que prendem o espago e podem ser removidas posteriormente.
Isso garante a produc¢do de amostras com porosidades de até¢ 70%, com baixos custos e sem

prejudicar a infraestrutura de fabricag¢do e o processamento da liga (10).
1.2.2 Porosidade

Os biomateriais 0sseos ideais mimetizam a estrutura interna do osso natural. Tratando-
se da arquitetura 3D, o osso natural € poroso em seu interior, em diferentes escalas (desde
microescala a nanoescala) permitindo o crescimento ideal das células e da arquitetura venular
(4). Poros na escala micrométrica (150-800 pm) fornecem espaco para o transporte de
nutrientes e metabolitos, permite o crescimento de novos vasos sanguineos e formagdo de
novo tecido 6sseo. Ainda na escala micrométrica (10-100 um) permite o crescimento de
capilares dentro do biomaterial, mantendo a nutri¢do e as trocas de metabolitos das células no
interior do biomaterial. Poros na escala nanométricas beneficiam a adesao celular ¢ a adsorcao

de proteinas (4).

Portanto, a fim de imitar o microambiente da ECM, os biomateriais 6sseos devem ter
uma estrutura porosa em vdrias escalas. A porosidade do material tem uma relacdo direta com
a biodegradabilidade do biomaterial. Os poros aumentam a superficie de contato dos
biomateriais, ampliando a possibilidade de interacdo entre o biomaterial e as células neles
cultivados ou na sua adjacéncia. Além disso, a porosidade do material possibilita a formagao e
migracdo de vasos sanguineos, permitindo uma neoangiogénese no local implantado e a

vascularizagdo ¢ vital para a consolidacdo 6ssea (3, 4).
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Nas ligas de titanio, os poros podem ser formados por varias metodologias, dentre as
quais podemos destacar a sintetizagdo de pd, muito utilizada na metalurgia do p6. Nesta
metodologia, as particulas de pd metalico, que formardo as ligas, sdo compactadas e
sintetizadas. Os poros formados sdo resultado do arranjo de particulas de p6 que formarao a
matriz metalica e a forma dos poros dependerd dos tamanhos e da forma destas particulas de
p6 iniciais. Neste método, a porosidade maxima alcangavel ¢ limitada a 35%. E possivel
ainda, adicionar particulas temporarias nestes pos metalicos, durante a sintese, que atuaram
como formadores de poros, em um método de suporte de espaco. Resumidamente, os
formadores de poros sdo misturados e compactados juntamente com as particulas de pod
metalico e sdo removidos antes ou durante a sinterizagdo. O local onde anteriormente era
preenchido pelas particulas inertes (formadores de pd) serdo os poros novos formados na
matriz metalica. A amonia (CH4N20), bicarbonato de amdnio (NH4HCO3) e cloreto de sodio

(NaCl) sdao exemplos de particulas inertes usadas como formadores de poros (5, 11).
1.2.3 Titanio-Nidbio

A produgdo de ligas de titdnio tem ganhado cada vez mais destaque. Pesquisadores
trabalham a fim de produzir uma liga com caracteristicas ideais para aplicagdes biomédicas e
neste contexto, as ligas de titdnio-niodbio (Ti-Nb) tendem a crescer e receber cada vez mais
investimentos. As ligas Ti-Nb combinam dois fatores importantes para o sucesso dos
materiais na area biomédica: biocompatibilidade e propriedades mecanicas (15). Ambos os
metais que compdem a liga sdo biocompativeis e quando unidos, na forma de ligas Ti-Nb,

apresentam modulo eldstico correspondente aos do osso humano (8, 15).

As ligas de Ti-Nb sdo estaveis nas fases solidas a (hexagonal compacta) ou B (cubica
de corpo centrado), contudo a fase solida da liga sera diretamente dependente da concentragao
de niobio na liga. Ligas Ti-Nb com até 3 % em massa atdmica de Nb apresentam-se estavel a
temperatura na fase a. A medida que aumentamos o teor de Nb na liga, maior a fragdo de fase

B nas ligas. A adi¢do de Nb torna as ligas estaveis na fase 3 em temperatura ambiente (8).

A concentragdo de Nb nas ligas de Ti estd diretamente relacionada ao moédulo de
elasticidade da liga (3, 15). Baixas concentragdes de Nb aproximam o mddulo de elasticidade
da liga a0 médulo de elasticidade do Ti puro (110 GPa). Ligas de Ti-Nb com cerca de 15% de

Nb na sua constituicdo apresentam modulo de elasticidade de cerca de 70 GPa (11).
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1.2.4 Fosfato de calcio como revestimento de biomateriais

Entre varios revestimentos de superficie, visando a osseointegracao, a hidroxiapatita
(HA), o fosfato de célcio e B-fosfato tricalcico (B-TCP) recebem maior atengdo. -fosfato
triclcico (B-TCP) e HA sdo aplicados aos biomateriais para aumentar a sua rigidez. Ambos
sdo capazes de modificar tanto a rigidez quanto a composi¢do bioquimica do biomaterial que
compde (6). Durante o processo de biomineralizacdo, grandes quantidades de fosfatos de
calcio sdo produzidas, cristalizadas e depositadas na matriz 6ssea. A principal forma mineral
encontrada no organismo ¢ a apatita biologica, que ¢ uma apatita deficiente em hidroxila e
rica em carbonato. Uma variedade de tipos de fosfato de calcio pode ser encontrada no
organismo, como os fosfatos de calcio amorfos (ACP), fosfato octacalcio (OCP), tricalcio
fosfato, hidroxiapatita e estes sdo classificados através da razao molar entre os atomos de
calcio e fosforo (razdo Ca/P). Nos ossos, a hidroxiapatita representa cerca de 70% do tecido
0sseo ¢ a razao Ca/P é de 1,67 (5, 16). A solubilidade do material ¢ de extrema importancia na
aplicagdo como biomaterial e de forma geral, quanto maior a razdo Ca/P, menor serd a

solubilidade do fosfato de calcio.

Modifica¢des na micro/nano topografia do biomaterial sdo suficientes para influenciar
a hidrofilia da superficie, auxiliando a adsor¢ao de proteinas ¢ adesao celular. Pensando nestes
beneficios e na produ¢do de um biomaterial de exceléncia, diversas técnicas com a capacidade
de modificar as superficies (internas e externas) dos materiais foram aprimoradas, como a
deposicao eletroforética, deposicao quimica, deposi¢ao de vapor e automontagem (5). Essas
técnicas focam no melhoramento da superficie dos materiais com substancias osteocondutoras
e osteoindutoras visando melhorar a osseointegragdo da superficie do titdnio bio-inerte.
Modifica¢des na composicao quimica da superficie influenciam diretamente a diferenciagdao

celular e a osteogénese de contato (5).

O método de revestimento biomimético ¢ uma técnica altamente promissora, com um
processo simples e barato que merece destaque. Resumidamente, a técnica se baseia na
imersao de substratos metalicos em uma solu¢do de fluido corporal simulado mantida a um
pH fisioldgico e a 37 © C por um periodo prolongado. Com o decorrer do tempo, fases de CaP
precipitam nas ligas de forma homogénea. A solucdo utilizada ¢ composta por concentragao
de ions que imita a concentracdo idnica do plasma humano, podendo ser utilizado tampdes
como o PBS e o HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution). Esta técnica permite a formacao de

hidroxiapatita carbonatada in vitro semelhante 8 HA do osso. Fosfatos de calcio podem ser
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sintetizados por precipitacio a partir de solugdes contendo ions Ca** e PO, Materiais
metalicos necessitam de um pré-tratamento com solugdes acidas (HCl ou HF) ou com
solucdes alcalinas (NaOH) antes de passar pelo revestimento biomimético para ativar a

superficie do substrato (17).

Quando mais similar ao microambiente 6sseo melhor serdo os biomateriais, pois assim
eles sdo capazes de fornecer um ambiente para que os osteoblastos se mantenham funcionais.
Um microambiente que permite o crescimento € a manutengdo de células 6sseas funcionais €
crucial para os estdgios iniciais de cicatrizagdo de fraturas ésseas e o inicio da formagdo de
0sso novo. Nosso trabalho demonstra notavel relevancia, visto ser o primeiro na literatura a
comparar o potencial osteogénico de ligas metéalicas com diferentes porosidades de Ti35Nb
formadas pela metalurgia do po e revestidas com fosfato de calcio pelo método biomimético,
utilizando duas culturas celulares primarias diferentes. Dito isso, ¢ emergente o
desenvolvimento de biomateriais resistentes, baratos e biocompativeis para o reparo de

fraturas Osseas.
2. Objetivo
2.1 Geral

Avaliar a citocompatibilidade de ligas de titdnio-niobio revestidas com fosfato de

calcio em osteoblastos e células-tronco mesenquimais humanas.
2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a citocompatibilidade das ligas de titdnio-nidbio revestidas com fosfato de

calcio rOB e hASC;

- Avaliar a maturag@o de rOB sobre as ligas de titdnio-nidbio revestidas com fosfato de
calcio

- Avaliar o potencial osteogénico das ligas de titdnio-nidbio revestidas com fosfato de
calcio

3. Materiais e Métodos

3.1 Ligas de Titinio-Nidbio revestidas com fosfato de calcio

As ligas de titanio-niobio foram cedidas pela Professora Dra. Roseli Marins Balestra,

da Universidade Federal de Sdo Jodo Del Rei (UFSJ). As ligas foram produzidas com
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estruturas macro (CMA) e microporosa (CMI), produzida via metalurgia do p6 e com
revestimento de fosfato de calcio (MA e MI), depositado pelo método biomimético, para

aplicacdo como biomaterial (18).

Os materiais foram pesados em balancga analitica Shimadzu, nas proporc¢des de Ti (65
% em massa) € Nb (35 % em massa). As amostras Macroporosas receberam 30 % em massa
de bicarbonato de Amodnio (BA) para conferir a porosidade desejada. Em sequéncia as
amostras CMA passaram por um tratamento térmico para elimina¢ao do formador de poros
BA, permitindo a formag¢ao da porosidade desejada. Desta forma, foram produzidas amostras
da liga Ti35Nb, cilindricas de 8 mm de didmetro e 3,5 mm de altura com duas porosidades
distintas e por isso denominadas de Microporosa e Macroporosa. Como procedimento final da
producdo das ligas, as amostras, tanto Micro quanto Macroporosas, foram sinterizadas em
forno do tipo Astro da marca Thermal Technology, sob uma atmosfera de argdnio e
temperatura de 1300 °C por 2 h, sendo o aquecimento a 10 °C/min e resfriamento natural até a
temperatura ambiente dentro do forno. Com as imagens obtidas via MEV (Figuras 1) foi
possivel verificar a morfologia dos graos e dos poros das ligas, assim como a microestrutura
formada no processo de sintese. Ambas as ligas possuem microporos, caracteristicos do
processo de metalurgia do pd e de grande relevancia para uma melhor adesdo implante-osso.
Para a liga CMI os poros sdo da ordem de 15,98 um (+ 11,63), ja para a liga CMA estes
microporos sdo da ordem de 14,44 pm (= 10,29). Além de microporos, a liga CMA possui
macroporos da ordem de 285,22 pum (x 195,54), que sdo produzidos gracas a adicao do
formador de poros, BA (18).

Figura 1. Microestrutura das ligas com uma amplificagcdo de 200x (a) Microporosa (CMI); (b)
Macroporosa (CMA). Foto: Goulart, F.F. et al (2020).
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Apos o processo de sintese das amostras, as mesmas foram lavadas em uma sequéncia
de banhos ultrassonicos, em sabdo neutro, alcool etilico, acetona e agua destilada e em
seguida secas em estufa a 60 °C por no minimo 1 h. Em seguida, as amostras passaram por
um tratamento quimico com NaOH 1M em autoclave a 130 °C por 24 h, seguido de um
tratamento térmico por 1 h a 200 °C. A seguir temos imagens (Figura 2) da superficie de
amostras Micro e Macroporosas tratadas quimica e termicamente (pés TQT). Em ambas ¢
possivel verificar uma modificacdo na textura da superficie, quando comparadas com as ligas
antes do TQT (Figura 1). Podemos observar nas imagens de MEV a presenca de particulas
brancas espalhadas de forma aleatoria, algumas em forma lamelar e outras em formas
arredondadas, sendo ambas associadas a formac¢do de uma camada de Titanato de sddio

(Figura 2) (18).

Figura 2. Microestruturas das ligas apoés o TQT com uma amplificacdo de 1.000x. (a)
Microporosa (MI_TQT); (b) Macroporosa (MA TQT). Foto: Goulart, F.F. et al (2020).

Como etapa subsequente, foi realizado o processo biomimético de deposi¢do de
revestimento de fosfato de calcio (CaP). Para isso, foi preparado uma Solu¢do Simplificada
(SS) de 2,5 Mm de cloreto de célcio dihidratado e o 2,0 Mm de fosfato dissédico dihidratado,
em agua destilada (19). As amostras MI e MA foram imersas na SS durante 21 dias, a 37 °C,
sendo que a solucdo foi renovada a cada 2 dias. Apds 21 dias, as amostras foram drenadas e
cuidadosamente lavadas com dgua destilada, para remocdo do excesso de SS. Em seguida,
foram secas a 37 °C em estufa por 12 horas. Imagens de MEV demonstram pontos e
aglomerados brancos distribuidos de forma aleatoria pelas amostras, inclusive nos poros.
Além disto, as texturas das superficies se tornam diferentes das encontradas anteriormente ao

processo de deposi¢do do revestimento (18).
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Figura 3. Microestruturas das ligas ap6s revestimento de 21 dias com uma amplificacdo de
1.000x. (a) Microporosa (ML TQT 21); (b) Macroporosa (MA_TQT 21). Foto: Goulart, F.F. et al
(2020).

O fluxograma abaixo resume os ensaios realizados neste capitulo da tese.

Amostras |

Macroporosas <

Com revestimento de CaP —

Microporosas <

Com revestimento de CaP — @

Ensaios de Molhabilidade |

Testes de citocompatibilidade \

Osteoblastos — rOB | 3dias

7 dias
< Viabilidade Celular 14 dias
< Atividade da fosfatase alcalina — ALP
+ Concentragéo de colageno Cultivo:
« Microscopia eletrénica de Varredura - MEV | meio basal |
Células-tronco — hASC | 7 dias
' 14 dias
% Viabilidade Celular 21 dias
+» Atividade da fosfatase alcalina — ALP
+» Concentrag&o de colageno Cultivo:

+ Microscopia eletrénica de Varredura - MEV| meio basal ou
\ Meio osteogenico /

Fluxograma 1: Resumo dos ensaios realizados neste capitulo da tese.
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3.2 Teste de Molhabilidade

O angulo de contato entre as ligas de titanio-niobio ¢ a dgua foi medido usando o
programa ImageJ a partir de imagens obtidas pela cadmera (CoolPix P600, Nikon). Foi
aplicado o método de queda séssil e, para isso, uma goticula de dgua destilada com volume
constante de 10 ul para confirmar a mudanca nas propriedades de molhabilidade das ligas de
titanio CMA, MA, CMI e MI (20, 21). As medi¢des foram repetidas com trés amostras

preparadas independentemente para cada condicao.
3.2  Testes de citocompatibilidade

As ligas de titanio-niobio revestidas com fosfato de célcio foram esterilizadas por
meio do calor imido sob pressdo e, em seguida, foram realizados os ensaios de viabilidade
celular, utilizando-se o Reagente resazurina, atividade da Fosfatase Alcalina, utilizando-se a
solugdo de BCIP-NBT e a produgdo de coldgeno pelo ensaio colorimétrico usando o kit
Sircol™ Soluble Collagen Assay (Biocolor), de acordo com o protocolo detalhado

anteriormente no capitulo 1.
Condigoes de cultivo

Para os ensaios de maturagdo, 1x10° osteoblastos foram semeados no topo das
amostras e, em seguida, as amostras foram totalmente cobertas com 400 uL de meio basal.
Para os ensaios de diferenciacio celular, 1x10° células-tronco mesenquimais humanas (hASC)
foram semeados no topo das amostras e, em seguida, as amostras foram totalmente cobertas
com 400 uL de meio basal, a fim de manter as células indiferenciadas ou com 400 uL de meio

osteogénico, a fim de estimular a diferenciag@o das células-tronco em osteoblastos.
3.3  Microscopia Eletronica de Varredura

As estruturas e disposicao dos poros e c€lulas nas ligas Ti35Nb foram observadas por
imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) que foram realizadas no equipamento
FEI Quanta 450 FEG, localizado no Centro de Caracterizagdo em Nanotecnologia para

Materiais e Catalise (CENANO), no Instituto Nacional de Tecnologia (INT).
3.4  Analise estatistica

Todos os dados quantitativos foram representados pela média + o desvio padrdo. A

significancia estatistica foi determinada usando o teste t de Student’t ndo pareado e o teste
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ANOVA utilizando-se GraphPad Prism versdo 7.00 para Windows, Software GraphPad, La
Jolla California, USA.

4. Resultados
4.1 Teste de molhabilidade

Nos ensaios de molhabilidade, foi mensurado o angulo de contato entre as ligas e a
agua pelo método da gota séssil (20, 21). Para evitar a influéncia da evaporagdo da gota, as
medidas dos angulos foram padronizadas e as imagens utilizadas foram capturadas
imediatamente apos a colocag@o da gota. Nao foi observado diferengas significativas entre os
angulos formados nas ligas macroporosas CMA (57,59° £+ 0,72°) e MA (56° + 1,3°). Nao foi
observado diferencas significativas entre os angulos formados nas ligas microporosas CMI
(48,53° £ 3,68°) e MI (46° *1,41°) (figura 4). Quando avaliamos as ligas controles
macroporosas CMA (57,59° £ 0,72°) e controle microporosas CMI (48,53° + 3,68°),
encontramos diferengas significativas nos angulos de contato. O mesmo ocorre quando
comparamos as amostras revestidas macroporosas MA (56° £ 1,3°) e microporosas MI (46° +

1,41°).

Figura 4. Ensaio de molhabilidade. O angulo de contato entre a gota e as ligas de titanio-
niobio foi mensurado pelo Imagel. A. Ligas de titdnio-nidbio com macroporos. B. Ligas de titanio-
niébio com macroporos e revestimento de fosfato de calcio C. Ligas de titanio-nidbio com
microporos. D. Ligas de titdnio-nidobio com microporos e revestimento de fosfato de calcio. Os dados
sdo expressos com a média = SEM, n=3. Foi aplicado one-way ANOVA, pds teste Tukey, p < 0,05.
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4.2. Testes de citocompatibilidade em rOB
4.2.1 Ensaios de Viabilidade Celular

No terceiro dia de cultivo dos osteoblastos, foi observada uma menor viabilidade nas
ligas CMA e MA quando comparadas ao grupo controle (Figura 5A). Aos 7 dias de cultivo, as
ligas CMA e MA continuaram apresentando menor viabilidade enquanto que a liga MI
demonstrou aumento na viabilidade quando comparadas aos controles (Figura 5B). Ao final
dos 14 dias de cultivo, ndo foram observadas diferencas significativas entre as ligas e o grupo
controle (Figura 5C). Quando comparamos as ligas entre si, observamos que ndo ha
diferencgas significativas entre as ligas da mesma classe: macroporosas (CMA x MA) e
microporosas (CMI x MI) durante todo o experimento. Em contrapartida, observamos
diferengas significativas entre os grupos de ligas macroporosas e microporosas nos dias 3 e 7
de cultivo (Figura 5D e E). Em 14 dias de cultivo, observamos diferencgas significativas

apenas entre os grupos controles das ligas macroporosas e microporosas (CMA x CMI)

(Figura 5F).
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Figura 5. Avaliacdo da viabilidade dos osteoblastos nas ligas de titinio-niébio durante a
maturacdo dssea. A. Comparacdo com os controles em 3 dias B. 7 dias e C. 14 dias de cultivo.
Comparagéo entre as ligas de Titanio-nidobio em D. 3 dias, E. 7 dias e F. 14 dias de cultivo. Foi
aplicado one-way ANOVA com Bonferroni’s Multiple Comparison Test, p < 0,05. Os dados sdo
expressos com a média + SEM, n=3. *significativamente menor; **significativamente menor.
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4.2.2 Atividade da Fosfatase Alcalina

As anélises da atividade da ALP nos osteoblastos cultivados nas ligas de titdnio-nidbio
demonstraram menor atividade da enzima nos grupos de ligas macroporosas (CMA e MA),
quando comparadas aos grupos controles, durante todo o experimento (Figura 6A). Quando
comparamos as ligas entre si, observamos que os osteoblastos cultivados na liga MA

apresentam menor atividade da fosfatase alcalina durante os 14 dias de experimento (Figura
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Figura 6. Sintese de fosfatase alcalina pelos osteoblastos cultivados nas ligas de titinio
durante a maturacio 6ssea. A. Comparagdo com os controles em 3 dias B. 7 dias e C. 14 dias de
cultivo. Comparagao entre as ligas de Titanio-nidbio em D. 3 dias, E. 7 dias ¢ F. 14 dias de cultivo.
Foi aplicado one-way ANOVA com Bonferroni’s Multiple Comparison Test, p < 0,05. Os dados sdo
expressos com a média + SEM, n=3. *significativamente menor.

4.2.3 Produciao de Colageno

As andlises da concentracao de colageno produzido pelos osteoblastos demonstraram
ndo haver diferengas significativas entre as ligas nos dias 3 e 7 de cultivo, quando comparados
aos controles. Entretanto, apds 14 dias de cultivo, os osteoblastos cultivados na liga CMI
produziram menos colageno quando comparado ao grupo controle (Figura 7A). Comparadas

entre si, as amostras nao apresentaram diferengas significativas nos dias 3 e 7. No final do



162

ensaio, aos 14 dias, observamos uma producdo de colageno significativamente menor nas

ligas CMI quando comparadas com as ligas MI (Figura 7B).
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Figura 7. Producao de coligeno pelos osteoblastos cultivados nas ligas de titinio-niobio
durante a maturacio 6ssea. A. Comparagdo com os controles em 3 dias B. 7 dias e C. 14 dias de
cultivo. Comparagao entre as ligas de Titanio-nidbio em D. 3 dias, E. 7 dias ¢ F. 14 dias de cultivo.
Foi aplicado one-way ANOVA com Bonferroni’s Multiple Comparison Test, p < 0,05. Os dados sdo
expressos com a média + SEM, n=3. *significativamente menor.

4.2.4. Microscopia Eletronica de Varredura

Apo6s 14 dias, as amostras foram fixadas e preparadas para a aquisi¢do das imagens no
MEV. Nas imagens com aumentos de 30x, podemos observar a distribui¢do homogénea dos
poros das amostras macroporosas que, por sua vez, sao visiveis neste aumento. Em aumentos
maiores (4000x), foram encontradas poucas células na superficie da amostra CMA e, as
células se encontravam proximas aos poros menores. Na amostra MA, ndo foi encontrada
nenhuma célula na superficie da amostra, ao longo de toda a varredura. Na amostra CMI e
MI, em aumentos de 30x, ndo foi possivel observar os poros formados pela unido dos pos
metalicos. Em maiores aumentos (4000x), podemos observar na amostra CMI a presenga de
osteoblastos espraiados e em comunicagdo, formando um “tapete de células”. Na amostra MI,
agora com aumento de 3000x, podemos observar que os osteoblastos também se encontram

espraiados na amostra e em contato com outros osteoblastos. Em conjunto, os dados indicam
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que as ligas CMI e MI apresentaram melhor biocompatibilidade e permitiram a fixacdo e

proliferacdo celular na superficie das pecas.

CMA

Figura 8. Imagens de MEV das ligas Ti35Nb cultivadas com rOB. CMA: Controle
Macroporosa, MA: Macroporosa com revestimento de Fosfato de Calcio, CMI: Controle Microporosa
e MI: Microporosa com revestimento de Fosfato de Calcio. Aumentos: 30x ¢ 3000x.
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4.3 Testes de citocompatibilidade em hASC
4.3.1 Ensaios de Viabilidade Celular

Foi observada uma menor viabilidade dos osteoblastos cultivados nas ligas CMA e
MA que receberam o meio indutor da diferenciacdo osteogénica, ap6s 7 dias de indugao
(Figura 9A). Nao foi observada nenhuma diferenca significativa na viabilidade das células
apos 14 (Figura 9B) e 21 dias (Figura 9C) de indugdo. Essa diferenga na viabilidade no inicio
da diferenciacdo também foi observada nas ligas CMI e MI (Figura 9D). Em contrapartida,
apos 14 dias de inducdo nao foram observadas diferencas significativas entre as ligas (Figura
9E). Apos 21 dias de inducao, as ligas DCMI (ligas de Ti-Nb microporosas sem revestimento
cultivadas com meio osteogénico) apresentaram maior viabilidade celular em comparagdo

com as ligas CMI (Figura 9F).
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Figura 9. Avaliacio da viabilidade das hASC nas ligas de titinio-niobio durante a
diferenciagao celular. Comparacao entre as ligas de Titdnio-nidobio macroporosas em A. 7 dias B. 14
dias e C. 21 dias de cultivo. Comparagao entre as ligas de Titdnio-nidobio microporosas D. 7 dias E. 14
dias e F. 21 dias de cultivo. Foi aplicado one-way ANOVA com Bonferroni’s Multiple Comparison
Test, p < 0,05. Os dados s2o expressos com a média £ SEM, n=3.

4.3.2 Atividade da Fosfatase Alcalina
As hASC cultivadas nas ligas CMA apresentaram maior atividade da ALP durante

todo o experimento quando comparadas com as hASC cultivadas nas ligas MA ¢ DCMA
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(ligas de Ti-Nb macroporosas sem revestimento cultivadas com meio osteogénico) (Figura
10A-C). A atividade das ALP nas células cultivadas nas ligas MA se manteve estavel e, no
final de 21, a atividade da ALP ¢ maior que a atividade da ALP nos grupos DMA (ligas de Ti-
Nb macroporosas com revestimento de CaP cultivadas com meio osteogénico) (Figura 10A-

Q).

Aos 14 e 21 dias de ensaio, as células cultivadas nas ligas CMI apresentaram maior
atividade da ALP quando comparadas com as células cultivadas nas ligas DCMI (Figura 10A-
C). O mesmo ocorreu entre as ligas MI e DMI (ligas de Ti-Nb microporosas com
revestimento de CaP cultivadas com meio osteogénico). Além do mais, em 21 dias, as células
cultivadas nas ligas DMI apresentaram maior atividade da ALP quando comparadas com as

células cultivadas nas ligas DCMI (Figura 10A-C).
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Figura 10. Sintese de fosfatase alcalina pelas hASC cultivadas nas ligas de titanio
durante a diferenciacao celular. Comparacdo entre as ligas de Titanio-nidbio macroporosas em A. 7
dias B. 14 dias e C. 21 dias de cultivo. Comparacao entre as ligas de Titanio-niébio microporosas D. 7
dias E. 14 dias e F. 21 dias de cultivo. Foi aplicado one-way ANOVA com Bonferroni’s Multiple
Comparison Test, p < 0,05. Os dados sdo expressos com a média + SEM, n=3.
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4.3.3 Producio de Colageno

Em 7 dias de cultivo, todas as hASC cultivadas apenas em meio basal apresentaram
producdo de colageno significativamente maior comparadas as hASC cultivadas com meio
indutor, independente do substrato no qual estavam cultivadas (Figura 11A). Ainda assim, as
amostras MA apresentaram maior producdo de colageno quando comparada as amostras
CMA. Em 14 dias de cultivo (Figura 11B), observamos diferencas significativas entre as
amostras CMA e DCMA e entre as amostras DCMA e DMA. Observamos que essa diferenca
na produgdo de coldgeno permaneceu até os 21 dias de ensaio. Ainda, aos 21 dias de cultivo,

as amostras MA produziram mais colageno quando comparadas as amostras CMA (Figura

11C).

Em contrapartida podemos observar diferengas significativas entre as amostras CMI e
DCMI e entre as amostras MI e DMI durante todo o experimento. Observamos que as
amostras que receberam meio indutor apresentaram menor produ¢do de colageno durante todo

o experimento quando comparadas as amostras que receberam apenas meio basal (Figura

11D-F).
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Figura 11. Produc¢io de coligeno pelas hASC cultivadas nas ligas de titinio-niébio
durante a maturacio o6ssea. A. Comparacdo entre as ligas de Titdnio-niobio macroporosas em A. 7
dias B. 14 dias e C. 21 dias de cultivo. Comparacédo entre as ligas de Titanio-nidbio microporosas D. 7
dias E. 14 dias e F. 21 dias de cultivo. Foi aplicado one-way ANOVA com Bonferroni’s Multiple
Comparison Test, p < 0,05. Os dados sdo expressos com a média + SEM, n=3.
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4.2.4 Microscopia Eletronica de Varredura

Nas imagens com aumento de 30x, podemos observar os poros formados pelo
formador de poros durante o processamento das amostras macroporosas (CMA, MA, DCMA
e CMA) (Figura 12). Em contrapartida, ndo ¢ possivel visualizar os poros das amostras
microporosas (CMI, MI, DCMI e DMI) nos aumentos de 30x. Em todas essas amostras,
foram encontradas poucas células durante a varredura da liga. Na amostra CMA, as células se
encontravam com morfologia fusiforme e bem espraiada na liga. Na amostra M1, as células se
encontravam sobre os depositos de fosfato de calcio, espraiadas e com alguns
prolongamentos. Nas amostras MA e CMI, as células se encontram em formato arredondado e
proximas aos poros, indicando que estas células estdo em processo de divisdao celular e/ou
migracdo para os poros das ligas. Nao foi encontrada nenhuma célula nas amostras DCMA e
DMA durante toda a varredura, entretanto, as imagens em maior aumento (DCMA: 1500x e
DMA: 600x) indicam a deposicao de sedimentos similares a matriz extracelular que pode ter
sido produzida pelas células que, posteriormente migraram para dentro dos poros nestas ligas.
Nas amostras DCMI e DMI, foram encontradas células proximas aos poros € proximas aos
depositos de fosfato de célcio, respectivamente, com morfologias fusiformes. Em conjunto
nossos dados mostram que as ligas sdo biocompativeis, permitem a adesdo e proliferacao de

células-tronco mesenquimais humanas.
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Figura 12. Imagens de MEYV das ligas Ti35Nb cultivadas com hASC. Nas amostras CMA,
MA, CMI e M1, as hASC foram cultivadas com meio DMEM. Nas amostras DCMA, DMA, DCMI e
DMI, as hASC foram cultivadas com meio osteogénico. Aumentos: 30x e 3000x.

5. Discussao

Nosso estudo € pioneiro ao utilizar o método biomimético para depositar uma camada
de fosfato de célcio em ligas de Ti35Nb. Além do mais, ndo ha estudos que comparam ligas
macroporosas € microporosas este revestimento e utilizando dois tipos de células primarias
com diferentes origens. A citocompatibilidade das ligas de titanio ¢ de extrema importancia
para o sucesso do implante. Fatores na superficie do material como, a quimica (atomos
expostos), energia da superficie, topografia e molhabilidade, influenciam diretamente na
citocompatibilidade, tendo em vista que a superficie do biomaterial ¢ o primeiro componente

do implante que entra em contato com as células ou fluidos bioldgicos.
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As ligas de Ti35Nb testadas no nosso trabalho recebeu tratamentos importantes como,
o tratamento quimico com NaOH, o tratamento térmico e o revestimento de fosfato de célcio
(CaP) pelo método biomimético objetivando a modificacdao da textura da superficie das ligas
visando o melhoramento da viabilidade e osseointegragdo das ligas. Quando exposto a
solugdes fortemente alcalinas, o Ti forma rugosidade em escala micrométrica e nanométrica.
Além disso, o metal forma hidretos de titanio na superficie exposta que ¢ transformado em
titanato de sodio quando submetido ao tratamento térmico e fica carregado negativamente.
Esse titanio, ap0Os os tratamentos quimicos € térmicos, ao ser submerso em uma solu¢ao salina
(PBS e HBSS), permite a adsor¢do de ions Ca*™? (carregados positivamente), tornando a
superficie do titdnio positiva. Conseguinte, ions fosfatos sdo atraidos para essa superficie

positiva formando a apatita (22).

Superficies hidrofilicas permitem a adsor¢do de proteinas além de melhorar a adesao,
propagacao e proliferacao celular que reflete diretamente no potencial de osseointegragdo das
ligas. A molhabilidade de biomateriais in vitro ¢ avaliada pela medida do angulo de contato
na interface liquido-solido. Uma alta molhabilidade ¢ representada por angulos de contato
menores de 90°, o que significa que o material ¢ hidrofilico. Nestes casos, uma pelicula de
fluido continua e lisa ¢ formada sobre a superficie solida (21). Zang et al. observaram que a
adi¢do de nidbio as ligas diminui o angulo de contato comparadas as ligas de Ti pura (23).
Nossos dados mostram que as ligas de Titanio-Nidbio sdo hidrofilicas e a modificacdo da
superficie das ligas pelo método biomimético ndo influenciou significativamente na hidrofilia
das ligas (Figura 4). Lauria et al, utilizaram peroxido de hidrogénio em ligas Ti45Nb a fim de
formar nanoporos na superficie das ligas. Os autores observaram mudancas significativas no
angulo de contato de ligas de Ti45Nb expostas a H2O2 em 24, 48 e 72hs, de forma tempo
dependente, ou seja, quanto maior o tempo de exposicao das ligas ao H>O», menor o angulo de
contato nas ligas e maior a hidrofilia do material (24). Surpreendentemente, nossos dados

mostram que a adi¢do de formadores de poros aumentou o dngulo de contato nas ligas.

Nos avaliamos a citocompatibilidade e o potencial de maturagao dos osteoblastos de
ratos e diferenciacdo de células-tronco mesenquimais humanas nas ligas Ti35Nb. Nossos
dados indicaram que o revestimento biomimético com CaP das ligas ndo interferiu na
citocompatibilidade dos osteoblastos cultivados nas ligas (Figura 5). Contudo, nossos dados
indicam que a adicdo de formadores de poros nas ligas € prejudicial para a viabilidade dos
osteoblastos. Na literatura, ndo ha um consenso para o tamanho médio ideal dos poros em

scaffolds aplicados na engenharia tecidual (25-27). Murphy et. al avaliaram o efeito na adesdo
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de osteoblastos em scaffolds de coldgeno-glicosaminoglicano com poros com tamanho médio
variando de 85 pm a 325 pm. Os autores concluiram que scaffolds com um tamanho médio de
poro de 325 pum sdo ideais para engenharia de tecido 6sseo. Contudo, os autores observaram
um pico adicional inicial no nimero de células em estruturas com um tamanho médio de poro
de 120 um (25). Esses achados coincidem com nossos dados, que mostram uma menor
viabilidade dos osteoblastos em ligas macroporosas no inicio do cultivo seguido do
restabelecimento da viabilidade apds 14 dias de cultivo. Nossa hipotese ¢ que os poros
formados sdo maiores do que o tamanho ideal para esse tipo celular. As ligas macroporosas

apresentam poros entre 200 a 600 um (Figura 1).

A menor viabilidade dos osteoblastos cultivados nas ligas Ti35Nb macroporosas
refletiu em uma menor producdo de fosfatase alcalina neste grupo (Figura 6). Contudo, os
dados de producao de colageno nos mostram que os osteoblastos cultivados nas ligas CMI
apresentaram menor produ¢do de colageno (Figura 7). As imagens obtidas pela MEV indicam
que os osteoblastos cultivados nas amostras CMA e MA penetram nestas ligas devido ao
tamanho do poro distribuidos nestas ligas (Figura 8). E possivel que os osteoblastos que
penetram nestas ligam sofram hipoxia devido a altura da liga (3,5 mm) contribuindo assim,
para a menor viabilidade encontrada nestas ligas. Em contrapartida, os osteoblastos cultivados
nas amostras CMI e MI, permanecem, em maior quantidade, na superficie da liga, e
observamos pontos em que ha comunicacdo celular entre os osteoblastos cultivados (Figura
8). Durante a osteogénese, os progenitores expressam grandes quantidades de RUNX-2 que,
por sua vez, conduz a expressao de genes importantes como o ALP e o Col. Os pré-
osteoblastos expressam grandes quantidades de ALP e, a medida que sofrem maturagdo, a
expressdo de ALP diminui e as expressdes de colageno aumentam (28, 29). Dito isso, em
conjunto, nossos dados indicam que os osteoblastos cultivados nas ligas Ti35Nb
macroporosas sofrem maturagdo antes dos osteoblastos cultivados nas Ti35Nb microporosas e
a adi¢do do revestimento de CaP nas ligas acelerou o processo de maturacdo dos osteoblastos.
A influéncia do revestimento biomimético de fosfato de célcio no comportamento dos
osteoblastos ainda ¢ controverso (30, 31). Yu et al., observaram melhor taxa de fixagao e
proliferacdo e maior atividade da ALP de células osteoblasticas de osteosarcoma de ratos
(ROS17/2.8) cultivadas em superficie de titanio tratada com solucao alcalina quando
comparadas as superficies de Ti revestida com CaP (31). Em um estudo in vivo, He et. al, ndo
identificaram efeitos positivos na formagdo de osso novo em implantes de titdnio com

revestimento de biomimético de fosfato de célcio (30).



171

Nossos dados mostram um decréscimo na viabilidade das hASC no inicio do
experimento, que € restabelecida no final do processo de diferenciagdo, em todas as amostras.
O decréscimo na viabilidade das hASC diferenciadas, no inicio da diferenciacao, decorre do
proprio processo de diferenciacdo (Figura 9). As hASC interrompem o processo de
proliferacdo para dar inicio a diferenciagdo em osteoblastos. J& no final do processo de
diferenciagdo, ndo encontramos mais diferencas significativas entre as células indiferenciadas
e diferenciadas cultivadas nas CMA ¢ MA. Contudo, nossos dados indicam que as ligas TiNb
microporosas (CMI) sdao benéficas para a viabilidade celular das hASC durante todo o
processo de diferenciacdo. Estudos mostram que as ligas de TiNb sdo biocompativeis e
permitem a adesdo e proliferaagdo de células-tronco (32, 33). Ruan et. al avaliaram a
viabilidade de células-tronco mesenquimais de coelho derivadas da medula 6ssea em ligas de
Ti25Nb com poros de 300 a 600um de didmetro (32) nos quais foram encontradas as células
aderidas, indicando que essas ligas permitem a adesdo, migra¢do e proliferacdo das MSCs

(32).

Nos observamos maior atividade da fosfatase alcalina, nas amostras CMA ¢ MA,
cultivadas com hASC, no decorrer do experimento (Figura 10A-C). Aos 14 dias de
experimento, podemos observar maior atividade da ALP nas amostras CMA enquanto que as
amostras MA mantiveram a atividade da ALP em niveis constantes, durante todo o
experimento. Esses dados indicam que o revestimento das ligas com CaP ndo acelera a
diferenciagdo de células-tronco mesenquimais. Nas ligas macroporosas hd um aumento

constante na produ¢do de coldgeno em todas as ligas cultivadas com hASC (Figura 11A-C).

Observamos um aumento constante na atividade da ALP, nas amostras CMI e MI
(Figura 10 D-F) cultivadas com hASC durante todo o experimento. Além do mais, as
amostras CMI, MI, DCMI e DMI, a producdo de coldgeno aumentou, de forma constante,
durante todo o processo de diferenciacao (Figura 11D-F) e, as amostras que receberam apenas
meio basal apresentaram maior expressao de coldgeno. Esses dados em conjunto indicam um
verdadeiro potencial osteogénico destas ligas visto que podemos observar o sucesso da
diferenciagdo das hASC nas ligas CMI e MI. Komarova et. al avaliaram a capacidade
osteogénica de ligas de Ti4ONb revestidas com CaP pela técnica de micro-arc oxidagdo
(MAO) (34) na diferenciagao de hASC (35). Em estudos in vitro, os autores verificaram a
capacidade osteogénica da liga, porém, a adicdo de zinco juntamente com o CaP, como
revestimento das ligas Ti4ONb estimulou a motilidade hASC, auxiliando um possivel

mecanismo de osteocondug¢do na interface implante-células (35).
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6. Conclusao

Em conjunto os dados nos mostraram que as ligas testadas neste estudo sao
biocompativeis e permitem o crescimento celular de osteoblastos e células-tronco
mesenquimais humanas. As ligas Ti35Nb microporosas mostram uma melhor eficiéncia na
proliferacdo de osteoblastos de ratos, mas sem grandes prejuizos na maturacdo destas
células, quando comparadas as ligas Ti35Nb macroporosas. A adi¢ao do revestimento de
fosfato de calcio pelo método biomimético em ligas Ti35Nb macroporosas melhorou a
osteogénese das hASCs nestas ligas, enquanto que as ligas Ti35Nb microporosas, por si so,
sdo eficientes na promocao da osteogénese de hASC. Ainda assim, novos ensaios sao
necessarios para elucidar o comportamento das células na superficie do material de forma a

aprimorar as ligas visando a aplicacdo in vivo.
7. Perspectivas
¢ Testar a hipotese das células estarem alojadas no interior das ligas e sofrendo hipoxia.

«» Avaliar o comportamento corrosivo do material, através de ensaios de corrosao, além

de testes mecanicos de flexao e compressao.

% Testar novos formadores de poros, com dimensdes variadas e verificar se o tamanho

do poro colabora para uma melhora na osteogénese.

+ Realizar ensaios in vivo para avaliar o comportamento da liga no microambiente
o0sseo. In vivo, o biomaterial sofre influéncias do ambiente, fatores fisicos e
bioquimicos, que impactam na viabilidade dos enxertos. Além disso, os enxertos
provocam respostas inflamatorias e haverd no local uma neovascularizagdo que afeta

significativamente a neoformacao Ossea
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CAPITULO 4: USO DE  SUPORTES DERIVADOS DA  MATRIZ
DESCELULARIZADA DE FIGADO NA MANUTENCAO DO CELL FATE DE
HEPATOCITOS E OSTEOBLASTOS

1. Introducio

Segundo a International Agency for Research on Cancer (IARC), em 2018, o
carcinoma hepatocelular (cancer de figado) foi considerado o quinto cancer mais comum em
homens e 0 nono cancer mais comum em mulheres (o sexto cancer mais comum no mundo) e
geralmente a maioria dos pacientes com esta doenca morre dentro de um ano (1, 2). O
tratamento médico para cancer de figado, incluindo quimioterapia, quimo embolizagdo e
ablacdo ndo sdo muito eficazes. No estdgio final de doengas hepdticas, como carcinoma
hepatocelular ou cirrose, o tratamento mais adequado ¢ o transplante de figado, seja um
transplante ortotdpico ou um transplante intervivos (3). Contudo, o transplante hepatico ¢

severamente limitado pela escassez de figados de doadores disponiveis (4).

Uma alternativa muito utilizada na medicina regenerativa ¢ a administracdo de
substancias em scaffolds implantaveis (5). Os scaffolds podem ser construidos a partir de uma
variedade de proteinas, como colageno e a matriz extracelular descelularizada. Associados a
esses scaffolds, materiais em escalas nanométricas, como o nanotubo de carbono (6-8) e o
oxido de grafeno (9), contribuem com suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas
trazendo diferencas fundamentais para a caracteristica dos scaffolds, auxiliando na sua

eficacia e seguranca.
1.1. Hepatocitos

O figado ¢ o segundo maior 6rgdo do corpo humano. E o responsavel pela sintese e
secrecdo da maioria das proteinas do sangue, pela sintese de bile, sais biliares, colesterol e
lipoproteinas, faz o armazenamento de glicose, vitaminas e minerais, remove substincias
nocivas, transformando-as em compostos menos nocivos e, além disso, sdo responsaveis pela
conversdo de amonia em uréia e pela depuragdo da bilirrubina. O figado também ¢ importante
na modificagdo de hormoénios, mediante combinacdo com substancias que os inativam ou
proteinas que permitem seu transporte no organismo, no metabolismo de farmacos e
desintoxicacdo de agentes quimicos. Portanto, o figado ¢ extremamente importante para a

manuten¢do da homeostase corporal (10).
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Os hepatocitos sdo as principais células formadoras do parénquima hepatico, além das
células endoteliais, colangiocitos, células de Kupffer, células pit e células estreladas que
também sdo importantes para a correta funcionalidade dos hepatocitos bem como do figado
(11, 12). Hepatocitos sao células metabolicamente ativas envolvidas na regulacao de varias
funcdes bioquimicas e metabdlicas e na sintese de algumas substancias no corpo. Sao eles os
responsaveis pela absorcdo e armazenamento de glicose, minerais e vitaminas e pela sintese

de fatores de coagulacao, proteinas transportadoras, colesterol e componentes biliares (10-12).

Os hepatocitos, dentro de cada lobulo, dispdem-se em corddes celulares e estdo
separados por capilares sinusoides, formando o espago de Disse, € em contato com células
endoteliais, intermediado por escassa matriz extracelular (11). Cada lobulo do figado ¢
organizado em trés zonas, que sdo determinadas pelo fluxo de sangue dentro dos acinus. A
zona 1 ¢ denominada zona periportal (PP) e os hepatdcitos localizados nesta zona estdo em
contato com o sangue aferente, rico em oxigénio. E a regido em torno da veia porta ¢ das
terminagdes da arteriola. Em uma localizacdo lobular mediana, esta localizada a zona 2 ¢ a

zona perivenosa (PV) caracteriza a zona 3 e estd mais proxima da veia centrolobular eferente

(12) (Figura 1).
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Figura 1. Arquitetura do figado. O figado ¢ organizado em trés zonas e os hepatdcitos sdo
metabolicamente diferentes. Figura retirada de Vasconcellos et al (13).

O cultivo de hepatocitos primarios € muito utilizado no estudo de hepatotoxicidade e
metabolismo de drogas, mas recentemente também estdo sendo utilizados na elucidagdo dos

mecanismos moleculares envolvidos nas doengas hepaticas (14). Contudo, os hepatdcitos
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podem ser cultivados por curtos periodos de tempo, perdendo grande parte da sua

funcionalidade e viabilidade em apenas 24 horas (15).

Devido a dificuldade de obtengdo e manutencao de hepatdcitos primarios em culturas
celulares, os estudos in vitro com a finalidade de investigar mecanismos de toxicidade e
terapias alternativas para o tratamento de cancer hepatico sdo realizados em linhagens
celulares, como a HepG2. Contudo, com o decorrer do aumento das passagens, essas cé¢lulas
podem perder suas caracteristicas originais e, desta forma, nem sempre sdo os melhores
modelos experimentas. Atualmente, o padrao ouro para testes de farmacos sdo os animais de
pequeno porte. Muitos testes de biotransformacao de farmacos sdo realizados primeiramente
em roedores e, consequentemente, 0s ensaios necessitam de muitos animais por grupo
experimental para serem consideradas drogas seguras e eficazes. E necesséario salientar que,
diversas enzimas cooperam entre si durante o processo de biotransformacdo de drogas
especificas e cada espécie possui uma maquinaria propria para metabolizar determinado
farmaco. Como esses estudos nao levam em consideragdao a diferenca metabolica entre as
espécies, a finalidade dos mesmos se resume em entender os mecanismos de atuagao dos
farmacos em enfermidades que ndo acometem somente os seres humanos. Dito isso, ¢ de
extrema importancia estudos que visam o aumento da viabilidade e funcionalidade de

hepatdcitos primarios em culturas.
1.2. Colageno

Ha muito se estuda melhores formas de manter a polaridade, fun¢do e viabilidade de
hepatdcitos em cultura. Os hepatdcitos sdo células dependentes de ancoragem e, em culturas
celulares, mantém maior viabilidade e fun¢des de hepatocitos quando em contato com um
substrato (16). O colageno ¢ padrdo ouro em revestimento de culturas de hepatéceitos (15, 17,

18).

O protocolageno € uma hélice tripla formada por 3 cadeias o dos aminoacidos prolina,
hidroxiprolina e glicina, formando o dominio GlyX-Y. A glicina ¢ encontrada a cada trés
posicao das cadeias polipeptidicas e estd sempre ligada aos aminoacidos X e Y (prolina e
hidroxiprolina). O coldgeno sofre varias modificagdes pds-translacionais importantes para a
manutengdo da sua estrutura e estabilidade que refletem diretamente no comportamento dos
tecidos e orgaos (19, 20). Por exemplo, a prolina sofre uma hidroxilagdo durante as
modificagdes pods-translacionais, formando a hidroxiprolina (21). O colageno tipo I é um

grupo formador de fibrilas e, consistem em duas cadeias a-1, uma cadeia -2 € um colageno



178

regular secundario (folha ). Os mondmeros de colageno tipo I se auto-montam para formar a
fibra macromolecular via fibrilogénese tornando as moléculas de coldgeno estaveis a
temperatura corporal (19-21).

O coldgeno ¢ uma das principais proteinas da matriz extracelular (ECM) (17, 22) e
estd envolvida em uma gama de atividades celulares, como a fixacao de células, migragao,
proliferagdo, diferenciacdo e expressdo gé€nica (17). O colageno tipo I ¢ altamente versatil e
pode ser aplicado como suporte em culturas celulares, associados ou nao a outras moléculas
(17). Podem ser extraidos de animais, como mamiferos, anfibios, aves e peixes. Nosso
trabalho utiliza o coldgeno extraido do tenddo da cauda de ratos Wistar, uma metodologia

barata, rapida e que se tornou popular na engenharia tecidual (18).

Até o momento, foram identificados 29 tipos de colageno (17). Na matriz extracelular
(MEC) do figado, foram encontrados 4 tipos de colagenos: colageno tipo I, colageno tipo III,
colageno tipo V e colageno tipo VI (22). Freqiientemente, colagenos tipo III, V, VI,
fibronectina (FN) e varios proteoglicanos sdo encontrados na superficie de colagenos tipo I

(22).

Pequenas concentragdes de colageno em finas camadas sdo o suficiente para aumentar
a fixacdo e sobrevivéncia dos hepatdcitos e, desta forma, proporcionar o cultivo prolongado
de células hepaticas (15). Ainda assim, os hepatocitos rapidamente se desdiferenciam e
perdem sua fun¢do hepatica em poucas horas. Novas metodologias e técnicas de cultivo vém
sendo testadas a fim de melhorar a viabilidade dos hepatocitos em cultura. Wang et al
testaram a eficacia tanto da mistura de gel de colageno e hepatdcitos quanto de culturas em
camadas duplas (cultura sanduiche) e verificaram uma melhora na manutencdo da fungdo
hepaticas destas células (18). Entretanto, culturas sanduiches representam uma barreira de
transferéncia de massa que impede a difusdo de solutos do meio de cultura e dificulta os
estudos de imagem. Nao obstante, os hepatocitos sdo viaveis, in vitro, por 5 a 7 dias € morrem

apds uma rodada do ciclo celular (18, 23).
1.2. Matriz extracelular

A adicdo de substratos as culturas celulares ¢ extensamente utilizada na medicina
regenerativa objetivando o aumento na eficiéncia e manutencao da cultura diferenciada (13).
A forma e arquitetura das células sdao ditadas e mantidas pela polaridade celular que, por sua
vez, ¢ orquestrada pela comunicacdo entre matriz extracelular e as células, que sdo capazes de

reorganizar o citoesqueleto, viabilizando a transcricdo de genes especificos (24, 25).
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Pensando-se nisso, varias matrizes comecaram a ser produzidas de modo a mimetizar da
melhor forma possivel o ambiente in vivo. No mercado, hd tempos se ¢ comercializado
substratos para culturas celulares e, um dos mais eficazes ¢ o Matrigel (13). O Matrigel ¢
composto por colageno tipo IV, laminina, entactina e proteoglicanos. Apesar de eficiente e
seu extenso uso na diferenciagdo celular, o uso do Matrigel encarece a manutengdo da cultura,
se tornando um insumo de baixa disponibilidade nos laboratérios (13). Com isso, 0s
laboratorios desenvolveram técnicas de descelularizagdo para obter andaimes, carregados de

sinais mecanicos e bioquimicos, para serem aplicados nas culturas celulares (13).

A matriz extracelular ¢ um componente amorfo, presente em todos os tecidos,
composto por agua, proteinas e polissacarideos que fornecem sugestdes bioquimicas e
biomecanicas responsdveis pela morfogénese, diferenciacdo e homeostase do orgido (26).
Cada orgdo possui uma ECM com caracteristicas fisicas e bioquimicas préprias, como
resisténcia a tragdo e compressdo, elasticidade, retengcdo de agua, que mantém a homeostase
daquele o6rgdio. A ECM estd em constante remodelamento, enzimatico ou ndo, e seus
componentes moleculares estdo submetidos a modificagdes pds-traducionais, estabelecendo
uma interagdo constante entre células-matriz que envolve diversos fatores de crescimentos e

receptores celulares ao longo do desenvolvimento e manutencao do 6rgio (26).

O comportamento celular, quando em cultivo em monocamada, ¢ bem diferente de
quando cultivado em matriz 3D. A matriz extracelular promove a forma¢ao de um arcabougo
para as células, sendo formado in vivo por diversas glicoproteinas incluindo fibronectina,
coladgenos, lamininas e proteoglicanos, além de fatores de crescimento diversos. Todos esses
fatores sdo vestigios que direcionam a diferenciagdo e manutengdo da linhagem celular (27-
29). Pesquisadores observaram que a concentragdo de ECM no revestimento € capaz de
direcionar o comportamento da cultura. Hepatocitos cultivados em revestimentos com
concentracdes de 1g/cm? apresentam um carater proliferativo. Se reduzirmos a concentracio

2

de ECM no revestimento para Ing/cm-, os hepatocitos perdem a capacidade proliferativa,

apresentando um fenotipo de célula madura (23).

Além do mais, a ECM imita o ambiente in vivo e, células cultivadas em ECM
derivadas de seu tecido de origem apresentam melhores resultados na proliferacdo e na
manuten¢do do fenotipo celular. O ECM mantém um crosstalk com as suas células residentes,
de modo que possam sofrer mudangas em sua organizacdo € composicao estrutural em

resposta as mudancas metabdlicas no tecido (13). A matriz extracelular de figados
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decelularizados (LEM), especificamente, ¢ composta principalmente de colageno tipo I,
proteinas e peptideos do figado, apresentam cerca de 40% dos niveis de HGF e BFGF
preservados, mantém a membrana basal, as fibras de elastina na rede endotelial e o sistema
vascular intacto, tornando-se vantajosas em estudos de diferenciagdo celular (13). Além do
mais, quando comparadas as matrizes de coldgeno tipo I, as matrizes formadas de LEM
apresentam melhor propriedades elasticas e gelatinizagdo rapida sem comprometer o volume

da cultura celular.
1.3. Nanomateriais

Nos ultimos anos, os materiais nanométricos sdo aplicados em diversos ramos da
industria que utilizam a nanotecnologia como a mais nova abordagem tecnoldgica, como a
industria de cosméticos, robotica e nanoeletronica (30, 31). Os nanomateriais sdo assim
classificados, pois apresentam, pelo menos, uma de suas dimensdes em escala nanométricas,

com tamanhos que varia de 1 a 100 nm (30, 32).

Os nanomateriais tornaram-se foco de pesquisas com biomateriais objetivando a
producdo de sistemas de scaffolds para a engenharia de tecidos e distribuicdo de genes e
drogas (30, 33). Contudo, cada nanomaterial se diferencia de vdarias formas em suas
propriedades fisicas, quimicas e biologicas e essas diferencas sdo fundamentais para sua

eficacia e seguranca.
1.3.1. nGO

O grafeno ¢ um nanomaterial formado apenas por ligacdes sp” entre seis atomos
carbonos, formando estruturas hexagonais e dispostas em uma camada Unica, organizados
uma rede semelhante a favos de mel (34, 35) (Figura 2). O grafeno foi desenvolvido pela
primeira vez em 2004 e apresentam propriedades fisico-quimicas atrativas, como a elevada
area superficial, excelente condutividade térmica e elétrica e elevada resisténcia mecanica
(36). O grafeno pode dar origens a outros alotropos de carbono como os fulerenos e os
nanotubos de carbono (Figura 2). Apesar de ser um nanomaterial hidrofébico e, portanto,
insoliivel em meio aquoso (34), o grafeno pode ser facilmente funcionalizado a outros

materiais (35, 36).
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Figura 2. Nanomateriais alétropos do carbono. O grafeno pode sofrer modifica¢des
quimicas e gerar nanomateriais derivados com diferentes propriedades quimicas e fisicas, como os
oxidos de grafeno, o fulereno e os nanotubos de carbono de parede simples (SWCNTs) e de paredes
multiplas (MWCNTS). Fonte: proprio autor.

O grafeno pode sofrer modificagdes quimicas e gerar nanomateriais derivados com
propriedades quimicas e fisicas diferentes do grafeno, denominadas de 6xido de grafeno (GO)
(35) (Figura 2). O GO possui estrutura semelhante ao grafite, contudo, estdo presentes grupos
funcionais contendo oxigénio, como carbonilas, hidroxilas e grupos epoxi em ligagdes sp?
com carbonos. Os GO podem ser facilmente reduzidos por métodos quimicos e fisicos,
formando os rGO. Essas modifica¢des encontradas no GO e rGO tornam esses nanomateriais
mais reativos e facilmente podemos torna-los mais hidrofilicos, caracteristica essencial para

as aplicagdes biomédicas (34).
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Sendo assim, os GO podem ser modificados, por meio de adsor¢do fisica ou ligagao
quimica, e receber grupos funcionais de superficie variados. Pesquisadores relataram o
sucesso na funcionalizacdo de GO com biomoléculas como DNA, peptideos, anticorpo /
antigeno e biotina / avidina (36). Quando funcionalizados, o GO pode atuar como
transportador de moléculas, como genes e drogas para células vivas, além do beneficio de
poderem ser detectados em tempo real em células vivas. Esta nova tecnologia de mecanismo
de entrega apresentam vantagens incomparaveis como a protecao dos oligonucleotideos da
clivagem enzimatica durante a entrega a espagos inter ou intracelulares, aumento da eficiéncia

da entrega e da capacidade de direcionamento de drogas anticancer (36).

Apesar da grande possibilidade de aplicacdes no campo biomédico, ainda sdo
necessarios muitos estudos com os GO e seus produtos funcionalizados. A citotoxicidade, o
mecanismo de captagdo celular e a via metabdlica intracelular dos produtos funcionalizados
devem ser extensivamente investigados para posteriormente poderem ser aplicados in vivo

com seguranga.
1.3.2. NTC

Os nanotubos de carbono (NTC) foram descobertos em 1991, por lijima et al. (37), e
desde entdo tem despertado o interesse dos pesquisadores. Sdo materiais a base de carbono,
incluidos na classe dos fulerenos e sdo produzidos a partir de folhas de grafeno (31, 38) que se
enrolam, formando os NTC, em forma de fibras cilindricas ocas com tamanho nanométrico
(30, 31) (Figura 2). Nos NTCs, os atomos de carbono estio ligados por ligacdes sp?,
caracteristica responsavel pelas suas propriedades elétricas, quimicas, mecéanicas e térmicas
peculiares que despertam o interesse dos pesquisadores (31). Os NTC apresentam baixa
densidade, alta resisténcia a tracdo (maior do que o diamante) e excelente condutividade

elétrica e térmica (30, 31).

Os NTCs podem ser classificados em nanotubos de carbono de parede tnica (single-
walled carbon nanotubes - SWNTC) ou nanotubos de carbono de paredes multiplas
(multiwalled carbon nanotubes - MWNTC). Os SWNTCs sdo formados por uma unica folha
de grafeno enrolada concentricamente em torno de si, formando um tubo oco (Figura 2).
Dentre os NTCs, sdo os que apresentam menor didmetro, variando de 0,5 a 1,5 nm. Em ambos
os NTCs, seu comprimento pode variar em escala micrométrica. Os MWNTCs sdo formados
por multiplas folhas de grafeno enroladas concentricamente em torno do eixo do tudo e

apresentam diametros maiores, chegando até¢ 100nm (31).
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De um modo geral, estudos mostraram que os NTCs sdo biocompativeis e podem ser
aplicados seguramente, em baixas concentragdes, em organismos vivos (30). Entretanto,
isolados, os NTCs apresentam baixa solubilidade em solugdes aquosas, exibindo forte
tendéncia a se aglomerarem (34). Dito isso, os pesquisadores passaram a combinar diversos
materiais bioativos com NTCs com o intuito de desenvolver novos materiais para aplicagdes
biomédicas. Juntos, os NTC funcionalizados a outros materiais somam suas caracteristicas,
podendo potencializar respostas celulares, tornando os compdsitos mais biocompativeis,

bioativos e funcionais (30, 33).

Em geral, os nanomateriais sdo particulas nanométricas com alto grau de carga
superficial e (39) esta alta reatividade superficial facilita a permeabilidade celular dos
nanomateriais e seu influxo ¢ capaz de interferir em atividades bioldgicas a nivel celular,
como transcri¢do, migracdo e trafico celular e alteracdo nas atividades enzimaticas (39, 40).
Contudo, a disponibilidade das nanoparticulas deve ser controlada de visto que o excesso de
nanoparticulas disponibilizadas para o corpo por varias rotas pode induzir citotoxicidade
bioldgica (40) e até mesmo apoptose (39). Os NTCs e nGOs podem apresentar uma gama de
grupos funcionais em suas superficies facilitando a integragdo de hidrogéis biocompativeis. Sendo
assim, materiais compostos de NTC e GO podem receber caracteristicas distintas de alta hidrofilia,
grande area de superficie especifica e propriedades fisicas analogas da matriz extracelular, as quais

podem facilitar suas aplicagdes em cultura de células e outras aplicacdes biomédicas (9).

Atualmente, pesquisas em bioengenharia tecidual com a utilizagdo de nanotecnologia
como sistema indutor e controlador na preven¢do e tratamento de patologias, se mostra
promissor em relacdo a medicina tradicional, uma vez que a matriz de colageno pode
associar-se facilmente com nanoestruturas como as de carbono. Scaffolds artificiais
enriquecidos com carbono estdo sendo produzidos para aplicagdes como liver-on-a-chip e
figado bioartificial (9, 41, 42). Scaffolds biomiméticos a base de carbono se tornaram
altamente promissores visto que se tornaram uma alternativa para substitui¢do de animais de

pequeno porte em testes de biotransformagado de drogas (9, 41, 42).

Neste trabalho, nos funcionalizamos dois nanomateriais a base de carbono, nanotubo
de carbono de multiplas camadas (NTC) e nano 6xido de grafeno (nGO), com coldgeno tipo [
e matriz extracelular de figado descelularizado (LEM) a fim de aprimorar scaffolds para
culturas primdrias de hepatocitos focando no aumento da viabilidade dos hepatocitos em

cultura.
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2.1 Objetivo Geral

Produgdo de scaffolds a base de matriz extracelular de figado funcionalizados com

nanomateriais para o cultivo celular
2.2 Objetivos Especificos

- Produc¢do de matriz artificial a base de materiais nanoestruturados com matriz

artificial de figado (LEM);
- Caracterizagao fisico-quimica dos scaffolds;
- Avaliar a biocompatibilidade dos scaffolds com HepG2, rOB e hASC;
- Avaliar a viabilidade de células HepG2 nos scaffolds;
- Avaliar o potencial osteogénico do scaffolds;
3. Material e Métodos

O fluxograma abaixo resume os ensaios realizados neste capitulo da tese.
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{ Caracterizacao dos Nanomateriais J

% Microscopia eletrdnica de Transmissao (MET)

+ DLS e Potencial Zeta

++ Espectroscopia Raman

++ Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

{ Producao dos scaffolds

+ Descelularizagio dos figados
+ Caracterizacio da descelularizacdo
- Histologia
- Concentragdo de DNA
- Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
- Imunofluorescéncia
- Conteldo de GAGs
+ Padronizagdo da concentracdo de nanomaterias
- Viabilidade Celular
+ Funcionalizac&o dos nanomateriais aos scaffolds
- DLS e Potencial Zeta
- Espectroscopia Raman
- Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
- Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
- Microscopia de Forga atdmica (AFM)

Ensaios de citocompatibilidade

“+ HepG2

- Viabilidade Celular

- Sintese de Albumina

- Secrecdo de Uréia

- Biotransformacgdo de verde de indocianina
+ Hepatdcitos de camundongos

- Viabilidade Celular

- Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
+ Taxa de absor¢do de colageno

Manutencao do Ceff Fafe

+ Osteoblastos de ratos Wistar
- Viabilidade Celular
- Atividade da fosfatase alcalina
- Concentracdo de colageno
- Coloragéo por vermelho de alizarina
- Coloragéo por Von Kossa

Fluxograma 1. Resumo dos ensaios realizados neste capitulo da tese.
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3.1 Preparacio da matriz extracelular de figado descelularizado (LEM)

Camundongos machos (C57bl/6, 4 semanas, n=10) foram anestesiados com xilazina
(1,0mg/0,1ml/10g, Konig, Brasil) e ketamina (0,2mg/0,1ml/10g, Vetnil, Brasil) via
intraperitoneal, em seguida, seus figados foram isolados e lavados com PBS por 10 minutos.
Em seguida, os figados permaneceram em agitagdo em SDS (1% (p/v)) (Sigma-Aldrich,
USA) e inibidor de protease (IP) (Sigma-Aldrich, USA) por 48 horas para remover todos os
componentes celulares. O SDS/IP foi trocado de 12 em 12 horas. Apos a descelularizagao dos
figados, a LEM produzida foi dialisada por 48 horas para retirar todo o SDS. Posteriormente,
a LEM foi liofilizada e macerada. O p6 de LEM resultante foi digerido por 72 horas com
pepsina (10% (p/p)) em 1% de acido acético (Sigma-Aldrich, USA).

3.2 Avaliacao da descelularizaciao

Para verificar a eficiéncia da descelularizacdo foram realizadas andlises histoldgicas e
imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) dos figados nativos e
descelularizados. Para as andlises histologicas, a LEM e o figado foram incluidos em
Paraplast® (Sigma-Aldrich, USA), seccionados e corados H&E (Leica Biosystems) e com
azul de toluidina (Leica Biosystems). Para obter as imagens de MEV, a LEM e o figado
nativo foram fixados com 4 % de glutaraldeido (Sigma-Aldrich, USA), pos-fixados com
tetroxido de 6smio (OsO4) (Sigma-Aldrich, USA), desidratadas em alcool, secas em ponto
critico de CO> e metalizadas com ouro. As estruturas e disposicao do colageno nos scaffolds
foram observadas por imagens de MEV que foram realizadas no FEI Quanta 200 FEG.

Ainda para confirmar a perda total do conteudo intracelular, o conteudo de DNA foi
extraido usando o kit de extragdo (PureLink® Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen) e a
quantificagdo do contetdo de DNA foi mensurada na absorbancia de 260nm (Thermo
Scientific NanoDrop, Thermo Fisher Scientific). Para determinar a preservacao das proteinas
constituintes da matriz extracelular, foi realizado ensaios de microscopia de
imunofluorescéncia usando os anticorpos contra colageno (1:500, Abcam, USA), fibronectina
(1:500, Abcam, USA) e laminina (1:500, Abcam, USA). O conteutdo de GAGs foram
extraidos de amostras de figado e LEM segundo o protocolo estabelecido por Frazier et. al
(43) e quantificados usando alcian blue (Sigma-Aldrich, USA). A curva padrao utilizada na
quantificagdo do contetido de GAG foi realizada utilizando sulfato de condroitina A (Sigma-

Aldrich, USA). Ainda para confirmar a preservacao de glicosaminoglicanos (GAGs) na
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matriz descelularizada, a LEM e o figado foram incluidos em O.C.T, seccionados e corados

com alcian blue.
3.3 Preparacio dos scaffolds

As fibras de colageno foram extraidas de tenddes das caudas de ratos Wistar e
armazenadas em 4cido acético 1% a 4°C por 7 dias, seguindo o protocolo estabelecido por
Rajan et. al com algumas adaptagdes (44). Em resumo, apds 7 dias, a solugdo concentrada de
coldgeno foi centrifugada a 20000g por 2 horas a 4°C. O sobrenadante foi armazenado a 4°C
até a construgdo dos géis. Os nano tubo de carbono (NTC), na concentragdo de 30ng/mL, e
nano oxido de grafeno (nGO), na concentragdo de 15ng/mL, foram adicionados ao colageno e
levados ao banho ultrassonico por 2 horas. Em seguida, as amostras receberam Img/mL de
EDC (Sigma-Aldrich, USA), foram levadas ao banho ultrassonico por 10 min e ficaram em
agitacao por 24 horas a 4°C (45). Em seguida, a solugao foi ajustada para a concentragdo final
de 2,0 mg/ml, o pH foi ajustado para 7.4 com 1N de NaOH (Sigma-Aldrich, USA) e a solu¢do
foi transferida para a placa de cultura e incubada overnight a 37°C. Os scaffolds foram
produzidos em ambiente estéril e apo6s a gelificagdo recebeu banho de U.V. por 15 minutos.
Para determinar a concentracdo ideal de nanomateriais nos scaffolds, células de
hepatocarcinoma humano (HepG2), células-tronco mesenquimais humanas (hASC) e
osteoblastos de ratos Wistar (rOB) foram incubadas por 48 horas com diferentes

concentracdes dos nanomateriais e a viabilidade foi avaliada pelo ensaio de Alamar Blue®.
Scaffolds de Colageno+LEM+Nanomateriais

Para a produgdo dos scaffolds de LEM, a matriz foi “crosslinked” com o colageno,
como reportado anteriormente por Aleahmad et. al (46). Em resumo, a LEM foi misturada
com colageno e foi adicionado 5 mM 1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl] carbodiimide
hydrochloride (EDC, Sigma-Aldrich, USA) e 2 mM Nhydroxysulfosuccinimide (NHS,
Sigma-Aldrich, USA) preparados em 50mM de tampao 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid
(MES, Sigma-Aldrich, USA) preparado em etanol 70%, pH 5. Em seguida, a mistura foi
armazenada a 4°C por 24 horas. Os NTC e nGO foram adicionados ao colageno e levados ao
banho ultrassonico por 2 horas. Em seguida, as amostras receberam 1mg/mL de EDC, foram
levadas ao banho ultrassonico por 10 min e ficaram em agitagdo por 24 horas a 4°C (45). Em
seguida, a solucdo foi ajustada para a concentragao final de 1,0 mg/mL LEM para 2,0 mg/mL
Colageno, o pH foi ajustado para 7.4 com IN de NaOH e a solugdo foi transferida para a

placa de cultura e incubada overnight a 37°C. Os scaffolds foram produzidos em ambiente
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estéril e apos a gelificagdo receberam banho de U.V. por 15 minutos. As concentragdes de

nanomateriais foram iguais as concentragdes utilizadas nos géis de colageno.
3.4 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Para as analises de MET os NTCs e nGO foram diluidos em agua Milli-Q, tendo a
concentragao de 300 pg/mL. Apds o preparo, as solucdes foram gotejadas em telas de cobre
Holey carbon de 400 mesh (5 gotas). Apos a secagem das telas, as mesmas foram
armazenadas em estojos proprios e levadas para andlise em microscopio eletronico de

transmissdo Tecnai G2-20-FEI 2006.
3.5 Dispersao de Luz Dinamica (DLS) e Potencial Zeta

O tamanho e o potencial Zeta dos nanotubo de carbono e 6xido de grafeno foram
determinados em 4gua e meio basal (meio de cultura DMEM (Gibco) (pH = 7,4)
suplementado com 10% de SFB (Gibco)) pela técnica de Espalhamento Dinamico da Luz

(Zetasizer Nano ZN; Malvern Instruments Ltd, Malvern, Worcestershire, Reino Unido).
3.6 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram obtidos usando um FT-Raman Espectrometro RFS / 100
(Bruker) usando uma excitacdo Nd: YAG laser com A = 1064 nm. Os espectros foram
registrados no intervalo espectral de 3500 a 50 cm™' em uma resolugio espectral de 4 cm™. As
analises otimizadas foram obtidas com uma poténcia laser de 100mW e 512 acumulacdes. Os
espectros Raman foram obtidos em triplicata para avaliar a intensidade e posi¢do das bandas

observadas.
3.7 Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotometro Alpha Bruker FTIR através de um acessorio de refletancia total atenuada
(ATR) de cristal de diamante. As medidas foram realizadas no modo transmissao na faixa de

400 a 4000 cm™!, empregando resolugio de 4 cm™ e 256 acumulagdes.
3.8 Microscopia de Forca Atomica

As amostras foram preparadas pelo método spread coating, sendo depositadas em
substratos de vidro (1,0 x 1,0 cm) devidamente higienizados e, em seguida, secas com gas
inerte (N2). As andlises foram realizadas em um microscopio modelo Nanoscope IV

MultiMode SPM (Bruker Instruments), em umidade e temperatura ambiente, no modo Peak
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Force QNM. Para isso, utilizou-se uma sonda modelo NSC36 (MikroMasch) com frequéncia
natural de oscilagdo o 0 = 65 kHz e constante eldstica k = 0,6 N.m -1 . Todas as medidas
foram efetuadas no Laboratorio de Nanoscopia (coordenado pelo Prof. Dr. Bernardo R. A.
Neves/ Departamento de Fisica — UFMG). O software Nanoscope foi utilizado para

processamento e analises de imagens.
3.9 Cultura primaria de hepatécitos

Camundongos machos (C57bl/6, 12 semanas, n=4) foram anestesiados com xilazina
(1,0mg/0,1ml/10g, Konig, Brasil) e ketamina (0,2mg/0,1mL/10g, Vetnil, Brasil) via
intraperitoneal e, em seguida, a veia porta foi exposta, apds o animal parar de responder a
estimulos nocivos. A veia porta dos animais foram canuladas com agulha de perfusdo calibre
22G a uma taxa de fluxo de 5 mL / min com 50 mL tampao de perfusdo I (0,1% de D-glicose,
0,5mM EGTA, 120 mM NaCl, 5mM, KCI, 0,4mM KH>PO4, 0,2mM NaHPO4, 62,5mM
NaHCO:s3) pré-aquecido a 37°C. Em seguida, os figados foram perfundidos com 50 mL do
tampao de perfusao II (0,1% de D-glicose, 0,5mM EGTA, 120 mM NacCl, 5mM, KCl, 0,4mM
KH>PO4, 0,2mM Na;HPO4, 62,5mM NaHCO;3;, 1mM MgSO4, 1,25mM MgCly, 7,5mM
CaCly) com 4% de colagenase tipo II (Sigma-Aldrich, USA). Em seguida, o figado foi
retirado com muito cuidado, dissecado em meio William’s Medium E (Sigma-Aldrich, USA)
completo. As células foram filtradas em filtro de 40uM, as células foram suspendidas em
meio Williams™ completo, centrifugadas a 40xg durante 2 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado, as células foram ressuspendidas em meio Williams” completo e plaqueadas nos

scaffolds (47).
3.10 Testes de biocompatibilidade
3.10.1 Verde de Indocianina (ICG)

Para avaliar a funcionalidade das células HepG2, o Indocyanine Green (ICG) (Sigma-
Aldrich, USA) foi dissolvido em 4gua, a uma concentracdo de 1 mg/mL. Nos dias de ensaios,
o reagente foi adicionado ao meio de cultura em uma concentracdo final de 100 pg/mL e as
células foram incubadas por 1 hora a 37 °C e 5% CO2. Em seguida, as células foram lavadas

com PSB e levadas ao microscopio Optico, para captura das imagens.
3.10.2 Sintese de Ureia

A fungdo das células HepG2 foi avaliada através da sintese de ureia. Para isso, 100 pL

do meio de cultura foram retirados das células nos dias de ensaio e armazenados no -80 °C.
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Foi utilizado o Kit Ureia CE (Labtest Diagndstica), com algumas adaptagdes das
recomendacdes do fabricante. Para realizar o ensaio, 100 pL de meio de cultura foram
incubados com o 100 pL de Urease Tamponada (urease: tampao fosfato 10 mmol/L, EDTA 6
mmol/L e urease 268 KU/L. Tampao da urease: tampao fosfato 100 mmol/L pH 6,9, salicilato
de s6dio 312 mmol/L, nitroprussiato de sédio 16,8 mmol/L) a 37 °C durante 5 minutos.
Posteriormente, a amostra foi incubada com Oxidante (hidroxido de sodio 2,8 mol/L e
hipoclorito de sddio 121 mmol/L) a 37 °C durante 5 minutos. Posteriormente, a absorbancia
foi mensurada a 600 nm em espectrofotometro de microplacas (Spectramax 190 — Molecular

Device®).
3.10.3 Secreciao de Albumina

A funcdo das células HepG2 foi avaliada através da secrecdo de albumina. Para isso, 1
mL do meio de cultura foi retirado das células nos dias de ensaio e armazenados no -80 °C.
Foi utilizado o Kit Albumina (Labtest Diagnostica), com algumas adaptagdes das
recomendacdes do fabricante. Para realizar o ensaio, 100 pL de meio de cultura foram
incubados com 100 pL de Reagente de Cor (tampao 60 mmol/L, pH 3,8, verde de
bromocresol 300 umol/L e Brij 35 > 6,0 mmol/L), durante 2 minutos e a leitura foi feita em
espectrofotometro de microplacas (Spectramax 190 — Molecular Device®) em uma

absorbancia de 620 nm.

3.10.5 Analises microscopicas

Apods 24 horas de cultura, os hepatocitos foram fixados com 4% de glutaraldeido
(Sigma-Aldrich, USA), pos-fixados com OsOs (Sigma-Aldrich, USA), desidratadas em
alcool, secas em ponto critico de CO» e metalizadas com ouro. As estruturas e disposi¢cao dos
hepatdcitos nos scaffolds foram observadas por imagens de microscopia eletronica de

varredura (MEV) que foram realizadas no FEI Quanta 200 FEG.
3.11. Analises estatisticas

Todos os dados quantitativos foram representados pela média = o desvio padrdo. A
significancia estatistica foi determinada usando o teste t de Student’t ndo pareado e o teste
ANOVA utilizando-se GraphPad Prism versao 7.00 para Windows, Software GraphPad, La
Jolla California, USA.
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4. Resultados
4.1 Caracterizacao dos Nanomateriais a base de carbono

Para caracterizar os nanomateriais a base de carbono (NTC e nGO) foram realizada a
microscopia eletronica de transmissdo (MET) do nGO e do NTC. A MET dos nGOs (Figura
3A) demonstrou a morfologia de um grao do po constituido por nanofolhas de GO altamente
aglomeradas na forma de flocos e, de acordo com Tang et al. (48), a amostra apresenta
caracteristicas morfologicas tipicas de nGO. Na imagem dos NTCs (Figura 3B) observamos o
enrolamento de véarios planos de dtomos de carbono dispostos concentricamente e a luz dos
tubos em coloracdo mais clara e, desta forma, caracterizamos os NTCs, morfologicamente e

estruturalmente, como nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWNTC) (49).

C

DLS (d.nm) Potencial zeta (mV)
H,O DMEM H,O DMEM
nGO | 1377 1360 1240 66,35 80,66 136,5 | -15,4 -16,8-23.6/ -432 -478 -508
NTC | 471,5442,2426,5 496,3 359,77/ 334,77/ | -29,7 -30,1-31,4 -461 -492 -557

Figura 3. Caracterizacio dos nanomateriais. A. Microscopia eletronica de transmissdo
(MET) do nGO. B. Microscopia eletronica de transmissdo (MET) do NTC.

Em agua, os nGO apresentam 1325,66 + 74,67 (n=30) nm de didmetro e potencial zeta
de -18,6 = 4,38 (n=3) mV. Ja os NTCs apresentam 446,73 + 22,84 (n=3) nm de didmetro e
potencial zeta de -30,4 + 0,88 (n=3) mV. Em meio basal (meio DMEM + 10% SFB), os nGO
apresentam 94,50 = 37,07 (n=3) nm de didmetro e potencial zeta de -472 + 38,28 (n=3) mV.
J& os NTCs apresentam 396,9 = 86,99 (n=3) nm de diametro e potencial zeta de -503 + 48,99
(n=3) mV (Figura 3C).
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Finalizando a caracteriza¢do dos nanomateriais, foi realizada a espectroscopia Raman
e a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Como pode ser
observado na figura 4, o nGO (em cinza) apresenta modos vibracionais evidentes na faixa de,
1580 cm™ e em 1315 cm’!, respectivamente. Os NTCs (em preto) também apresentam dois

modos vibracionais na faixa de, 1596 cm™ e em 1307 cm™!, respectivamente (Figura 4).

nGO
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Figura 4. Caracterizacio dos nanomateriais. Espectroscopia Raman dos nGO (em cinza) e
dos NTC (em preto).

Em consonancia aos resultados obtidos na microscopia Raman, quando analisadas pela
FTIR, os al6tropos do carbono apresentaram modos vibracionais compativeis com os nGO e
NTC (Figura 5). Os nGO apresentam modos vibracionais evidentes na faixa de 3186 cm,
1719 ecm™, 1586 cm™, 1399 cm™, 1034 cm™ e 581 cm™'. As NTC apresentam trés modos

vibracionais caracteristicos desse alotropo do carbono: 3316 cm™, 1117 cm™ e 1034 cm™.
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Figura 5. Caracterizacio dos nanomateriais. Espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) dos nGO (em cinza) e dos NTC (em preto).

A espectroscopia Raman ¢ uma técnica que permite diferenciar os aldtropos do
carbono. E possivel visualizar regides bem definidas no espectro Raman nas amostras de NTC
(50, 51). O espectro dos NTC evidenciam duas bandas caracteristica desse nanomaterial, a
banda G, préxima de 1580 cm™!, que é associada a nanotubos perfeitos e a banda D, proxima
de 1350 cm’!, que ¢é atribuida a presenca de estruturas desordenadas nos NTC e carbono
amorfo (50). A banda G é comum em todas as formas de carbono sp? e, por isso, podemos
encontra-la em ambos nanomateriais (52). A banda D ¢ encontrada quando ha a presenga de
uma desordem na estrutura do carbono aromatico (48, 51). Nas amostras de nGO, ¢ esperado
encontrarmos esse tipo de banda pois, os carbonos sp? sio modificados recebendo grupos
funcionais contendo oxigénio em sua estrutura. J& a presenca da banda D nas amostras de
NTC pode ser justificada pela técnica utilizada durante a sintese dos NTC, na qual ocorre um
processo de carboxilagdo dos NTC. Além do mais, Heise et al. (53), comparando
comprimentos de onda na magnitude de 532nm e 785nm observam diferencas na amplitude
dos picos da banda G presentes nos MWNTC analisados e alertam a importancia especificar o

comprimento de onda na qual as amostras foram avaliadas (53).
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A Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier ¢ uma técnica que nos
permite estudar a regido vibracional de compostos que contenham ligagdes covalentes.
Nossos dados mostraram um sinal em 3316 cm ! nas NTCs e este é atribuido ao alongamento
dos grupos hidroxila (OH). Os sinais 2934 cm ~! e 2862 cm ! sdo atribuidos ao estiramento
assimétrico e simétrico de grupos CHa. Os sinais 1117 cm ! e 1034 ¢cm ! sdo atribuidos as

ligagdes entre C-C e C-O (54, 55).

"¢ 3186 cm !, atribuidos ao

Nas nGO podemos observar um sinal em 3316 cm ~
alongamento dos grupos OH e CHy, respectivamente. Os sinais 2934 cm ' € 2862 cm ! sdo
atribuidos ao estiramento assimétrico e simétrico de grupos CHa. O sinal em 1719 cm ~! pode
ser atribuido ao alongamento dos grupos carbonila (C = O). Os sinais entre 1586 ¢ 1399
cm ! sdo atribuidos ao alongamento simétrico dos grupos carboxila (COOH), a flexdo do OH
e a0 movimento dos grupos CH. Os sinais 1034 cm ! e 581 cm ! sdo atribuidos as ligacdes

entre C-C e C-O (54, 55).
4.2 Avaliacao da descelularizaciao

A descelularizagdo foi finalizada quando os figados se encontravam translicidos
(Figura 6A). Para verificar a eficiéncia da técnica, o figado nativo e a matriz descelularizada
foram corados com H&E e azul de toluidina. Nos cortes corados com H&E ha uma forte
coloragdo por hematoxilina nos figados nativos enquanto ndo ha presenga da coloragao por
hematoxilina nos figados descelularizados (Figura 6A). O mesmo acontece para a coloragdao
com azul de toluidina (Figura 6A). O conteudo de DNA foi quantificado em 1,4% (n=3) em
relacdo ao figado nativo (100%, n=3), confirmando mais uma vez a eficiéncia da
descelularizagdo (Figura 6B). As imagens de MEV do figado nativo demonstra a presenca de
células esferoides envoltas por matriz extracelular escassa enquanto os figados
descelularizados apresentam apenas complexa rede estrutural e auséncia de formas esferoides
semelhantes as células presentes no figado nativo (Figura 6C). A coloragdo por
imunofluorescéncia contra as proteinas de matriz extracelular colageno I, fibronectina e
laminina, contrastadas com a marcagdo nuclear DAPI demonstraram que apos a
descelularizacdo dos figados, as proteinas de matriz se mantiveram preservadas e
apresentaram marca¢do DAPI-negativos, confirmando a auséncia de células na matriz
extracelular (Figura 6C). Em conjunto, esses dados mostram a eficiéncia na técnica de
descelularizacdo, auséncia de componentes celulares, baixa quantidade de DNA nas amostras

de figado descelularizado e preservacdo de proteinas da matriz extracelular. O conteudo de
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GAGs foi quantificado em 3,12 pg/mL (n=3) apresentando-se significativamente menor que
nos figados nativos 8,31 pg/mL (n=3), confirmando a preservagdo dos GAG, ainda em
pequena quantidade (Figura 6D). Ainda para confirmar a preservagao dos GAGs, os cortes de
figados nativos e descelularizados demonstraram coloragdo positiva para alcian blue (Figura

GE).
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Figura 6. Caracterizacao da descelularizaciao. A. Aspecto macroscéopico do figado antes e
apos a descelularizacdo (esquerda). Coloragdo por H&E (meio) e azul de toluidina (direita). B.
Contetido de DNA Foi aplicado o teste t de Student’t ndo pareado (n=3; **p<0,05). C. Imagens de
MEV e imunofluorescéncia. D. Conteado de GAGs. Foi aplicado o teste t de Student’t ndo pareado
(n=3; **p<0,05). E. Coloragdo Alcian Blue.
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4.3 Preparacio e caracterizaciao dos scaffolds

A extragdo do colageno foi realizada conforme protocolo estabelecido por Rajan e
colaboradores (44), detalhado anteriormente. A solu¢ao obtida apresentou uma concentracao
de 5,4mg/mL e foi armazenada em 4°C até a produgdo dos scaffolds (Figura 7A). Para
verificar a eficiéncia da extragdo, foi realizada uma eletroforese em gel de gradiente (10% a
15%) de poliacrilamida, utilizando-se os colagenos de boi, camundongo e comercial como
comparativos (Figura 7D). Observou-se que os coldgenos apresentam um padrdo de
bandeamento entre 130 e 100kDa. Ao comparar os colagenos de camundongo e de rato,
utilizado nos experimentos deste trabalho, com o colageno comercial, podemos observar uma
preservacdo de bandas semelhantes, apesar do colageno utilizado apresentar bandas mais

evidentes.

Figura 7. Caracterizacao do colageno. A. Solugdo de colageno apos a extragdo do rabo de
rabo e centrifugagdo. B. Matriz extracelular de figado liofilizada. C. Solucao de colageno liofilizada.
D. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de diferentes colagenos em coloragdo de
nitrato de prata. Ta: tampao da amostra, 1 — coldgeno comercial, 2 — colageno de rato, 3 — colageno de
camundongo ¢ 4 — colageno de boi.

A fim de determinar a concentracdo ideal dos nanomateriais, 1,0x10° células-tronco
mesenquimais humanas (hASC), 1,0x10* células HepG2 e 1,0x10° osteoblastos de rato foram
plaqueadas em diferentes concentragdes de scaffolds funcionalizadas com os nanomateriais.
Apos 48 horas foi verificada a viabilidade dos trés tipos celulares em scaffolds de colageno
funcionalizados com nGO, em concentragdes variantes de Oug/mL a 30 ug/mL do

nanomaterial e com NTC, em concentra¢des de lug/mL a 50ug/mL.
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Nao foi observado diferengas significativas na viabilidade das hASC cultivadas com
as diferentes concentragdes de nGO quando comparadas aos grupo controle (Figura 8A). Nao
foi observado diferengas significativas na viabilidade das HepG2 cultivadas com as diferentes
concentragdes de nGO quando comparadas aos grupo controle (Figura 8B). Os osteoblastos
cultivados com 15ug/mL de nGO apresentaram maior viabilidade celular (115,6% =+ 1,8; n=4,
*p<0,05) quando comparados aos controles (100%; n=4). Na concentracdo de 30ug/mL, os
nGO foram citotoxicos para os osteoblastos (93,15% =+ 1,876; n=4, **p<0,05) (Figura 8C).
Observado os resultados em conjunto, foi determinado a utilizagdo dos nGO em uma

concentragdo de 15ug/mL.

As hASC cultivadas com 30ug/mL (147,4% =+ 20,74; n=4, **p<0,05) e 50ug/mL
(138,8% + 12,63; n=4, **p<0,05) de NTC apresentaram maior viabilidade celular quando
comparados aos controles (100%; n=4) (Figura 8A). As HepG2 cultivadas com 50ug/mL
(110,7% + 8,58; n=4, *p<0,05) de NTC apresentaram maior viabilidade celular quando
comparados aos controles (100%; n=4) (Figura 8B). Nao foi observada diferencas
significativas na viabilidade dos rOB cultivadas com as diferentes concentracdes de NTC
quando comparados aos grupo controle (Figura 8C). Observado os resultados em conjunto, foi

determinada a utilizagdo dos NTC em uma concentragao de 30ug/mL.
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Figura 8. Padronizacio da concentracio de nanomateriais. A. Padronizacdo da
concentracdo dos nanomateriais nGO ¢ NTC em hASC. B. Padronizagdo da concentra¢do dos
nanomateriais nGO ¢ NTC em HepG2. C. Padronizagdo da concentracdo dos nanomateriais nGO e
NTC em rOB. Foi aplicado one-way ANOVA com Dunnett's Multiple Comparison Test (n=4;
p<0,05). *: significativamente maior que o controle; **: significativamente menor que o controle.

Apobs estabelecido a concentracdo ideal de nanomateriais, os scaffolds foram
produzidos nas concentragdes estabelecidas e caracterizados. Primeiramente, foram realizados
novos ensaios de espectroscopia RAMAN (Figura 9) e FT-IR (Figura 10) para verificar se

houve a funcionalizacdo dos nanomateriais as proteinas do coldgeno e da LEM.
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Figura 9. Caracterizacdo dos scaffolds funcionalizados com os nanomateriais.
Espectroscopia Raman dos scaffolds de A. colageno+nGO (em verde) e B. colageno+NTC (em azul).
Os controles nGO e NTC podem ser observados em cinza e em preto, respectivamente.

Ap6s a funcionalizagdo, nas amostras col+nGO podemos observar um aumento na
intensidade do espectro atribuido ao alongamento dos grupos OH e CH: identificados pelo
sinal 3316 cm ! e 3186 cm !, respectivamente, que se encontram agudos enquanto que nas
amostras col+LEM+nGO nio foi possivel detecta-lo. O sinal em 1719 cm ~! se encontra mais
intenso, estreito e ligeiramente deslocado nas amostras col+nGO enquanto que nas amostras
col+LEM+nGO se encontra com pouca intensidade e também ligeiramente deslocado. Esse
sinal, geralmente ¢ atribuido ao alongamento dos grupos carbonila (C = O). Os sinais entre
1600 e 1200 cm ! sdo atribuidos ao alongamento simétrico dos grupos carboxila (COOH), a
flexdo do OH e ao movimento dos grupos CH. Esses sinais podem ser observados em maior
intensidade nas amostras col+ nGO, em contrapartida ndo s3o conservados na amostra

col+LEM+nGO (54, 55) (Figura 10B).

Apds a funcionalizagdo podemos observar o alargamento do sinal 3319 cm’, que se
apresenta mais intenso, nas amostras col+NTC e col+LEM+NTC. Esse sinal ¢ atribuido ao
estiramento assimétrico e simétrico de grupos CHz, e indica que o NTC receber mais
modificagdes desta natureza apds a funcionaliza¢do. Os sinais 1117 cm ! e 1034 cm ! sdo
mais intensos e agudos apds a funcionalizag@o e esses sinais sdo atribuidas as ligagdes entre

C-C, C-N e C-O (54, 55) (Figura 10B).
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Figura 10. Caracterizacio dos scaffolds funcionalizados com os nanomateriais.
Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) dos scaffolds de A.
colageno+nGO (em azul), colageno+LEM-+nGO (em verde) e B. colageno+NTC (em vermelho) e
colageno+LEM+NTC (em laranja). Os controles nGO e NTC podem ser obseervados em cinza e em
preto, respectivamente.

Também foram realizadas novas medidas de potencial zeta. Os nGO funcionalizados

ao colageno apresentaram potencial zeta de -19,56 = 1,42 (n=3) mV. Quando funcionalizados
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com colageno+LEM apresentaram potencial zeta de -18,10 £ 0,52 (n=3) mV. Os NTC
funcionalizados ao colageno apresentaram potencial zeta de -19,40 + 3,38 (n=3) mV. Quando

funcionalizados com colageno+LEM apresentaram potencial zeta de -23,50 = 0,88 (n=3) mV.

Apos gelificados, os géis foram fixados e preparadas para as andlises de MEV, para
observar a estrutura interna dos scaffolds. Foi observada uma diferenca visivel entre os
scaffolds de colageno puro em relagdo aos scaffolds de coldgeno funcionalizados com os
nanomateriais. As nanofribrilas dos scaffolds de colagenos se apresentaram mais espessas €
compactadas enquanto os scaffolds de colageno funcionalizados com o0s nanomateriais

apresentaram as nanofibrilas mais finas e menos compactadas (Figura 11).
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Figura 11. Imagens de MEV de nanofibras de coliageno funcionalizadas com nGO e
MWNTC em scaffolds de colageno. A. Imagens com aumentos entre 1000 a 1500x. B. Imagens com
aumentos de 10000x.
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Além do mais, foi realizada a microscopia de forca atomica (AFM) dos scaffolds
(Figura 12). Nossos dados corroboram com os dados da literatura (56) mostrando o coldgeno
como uma estrutura semelhante a um tubo, as moléculas de colageno estdo altamente
reticuladas e dispostas de forma desordenada (Figura 12). Nas amostras de colageno
funcionalizados com nGO e NTC observamos o mesmo padrdo de organizagdo das fibras de
colageno, contudo estas se apresentam mais espessas € com maior altura, devido a presenca
dos nanomateriais adsorvidos nas fibrilas de colageno. Podemos observar também a presenga
de regides em maior relevo (acima de 30 nm) e possivelmente se trata dos nanomateriais

agregados e ndo funcionalizados nas fibrilas de colageno (Figura 12).

Nas amostras de colageno+LEM, temos a presenga de proteinas da matriz extracelular
de figados descelularizados e desta forma, ¢ possivel observar a presenca de pontos mais
elevados e bem dispersos na amostra misturados as fibrilas de colageno. Nas amostras de
colageno+LEM+nGO e colageno+LEM+NTC observamos o mesmo padrdo de organizagao
das fibras de colageno (semelhante a um tubo), mais espessas € com maior altura que as fibras
de colageno puro além da presenga de nanomateriais agregados e ndo funcionalizados nas

fibrilas de colageno (Figura 12).
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Figura 12. Microscopia de forca atomica (AFM) dos scaffolds puros e funcionalizados
com nanomaterias.

Ap0s caracterizados, a citotoxicidade dos scaffolds funcionalizados produzidos foi
verificada (Figura 13). A viabilidades das hASC cultivadas nos scaffolds de colageno+LEM
funcionalizados com nGO foram significativamente menor quando comparadas as células
cultivadas nos scaffolds de colageno puro durante 12, 24 e 48 horas (Figura 13A). Em
consonancia, durante todo o experimento, a viabilidade das HepG2 cultivadas nos scaffolds de
colageno+LEM funcionalizados com nGO foram significativamente menor quando
comparadas as cé€lulas cultivadas nos scaffolds de colageno puro (Figura 13B). Esses dados
indicam que os scaffolds de colageno+LEM funcionalizados com nGO sdo instdveis em

cultura e citotdxicos para este modelo celular.
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Figura 13. Anadlise da viabilidade celular dos modelos celulares A. hASC e B. HepG2
semeados nos scaffolds de colageno e colagenotLEM funcionalizados com o nanomateriais. Foi
aplicado one-way ANOVA com Dunnett's Multiple Comparison Test, p < 0,05. *: significativamente
menor que o col.

A fim de investigar o potencial hepatogénico desse material, novos ensaios foram

realizados com células HepG2 e com hepatocitos de camundongos C57/Bl6.
Cultura de linhagem de hepatocarcinoma humano (HepG?2)

Em seguida foi testada a viabilidade dos scaffolds (colageno e colageno+LEM)
funcionalizados com nanomateriais como substrato de revestimento para culturas de
hepatdcitos utilizando o modelo celular de hepatocarcinoma humano (HepG2). Os scaffolds
de colageno puro foram utilizados como controles, ja que sdo utilizados em larga escala como
revestimento para culturas de hepatdcitos primdrios. Nao foi encontrado diferenca
significativa na viabilidade dos HepG2 cultivados sobre os scaffolds funcionalizados apds 7
dias de cultivo (Figura 14A). Nao ha diferencas significativas na secre¢cdo de albumina pelos
HepG2 cultivados sobre os scaffolds funcionalizados apds o 7° dia de cultivo (Figura 14B). O
figado € o Unico o6rgdo responsavel pela producdo da albumina, uma proteina circulante no
organismo muito importante para o transporte de substancias pelo sangue. Em contrapartida,
as HepG2 cultivadas sobre os scaffolds de colageno funcionalizados com nGO e NTC,
respectivamente, apresentaram menor sintese de uréia quando comparados as HepG2

cultivadas sobre os scaffolds de colageno puro (Figura 14C).
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Figura 14. Cultura de linhagem de hepatocarcinoma humano (HepG2). A. Viabilidade de
HepG2 cultivados nos scaffolds apdés 7 dias. B. Sintese de albumina pelas HepG2 cultivados nos
scaffolds apds 7 dias. C. Secrecdo de uréia pelas HepG2 cultivados nos scaffolds apés 7 dias. Foi
aplicado one-way ANOVA com Dunnett's Multiple Comparison Test, (n=6; *p<0,05).
*significativamente menor que o col.

Para avaliar a funcdo excretora das células HepG2 foi utilizado o corante verde de
indocianina (Indocyanine Green, ICG). Este reagente ¢ usado em medicina, como uma
substancia indicadora (por exemplo, para diagnostico fotométrico de fungdo hepatica e

angiografia de fluorescéncia) em células cardiacas, circulatdrias, hepaticas e condig¢des
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oftalmicas. Podemos observar na Figura 15 que todas as células sdo capazes de metabolizar o
corante, independente do substrato no qual foram cultivadas. O ICG ¢ um anion organico que

¢ absorvido e eliminado exclusivamente pelo sistema de transporte hepatico.
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Figura 15. Atividade da linhagem de hepatocarcinoma humano (HepG2). Imagens da
metabolizacdo de verde de indocianina pelas HepG2. Aumento de 10x.

Cultura primaria de hepatocitos

Para testar a viabilidade dos scaffolds (colageno e coldgeno+LEM) funcionalizados
com nanomateriais como substrato de revestimento para culturas primarias, hepatdcitos
primdrios de camundongos C57/bl6 (8 semanas) foram cultivados sobre os scaffolds
funcionalizados. Os scaffolds de colageno puro foram utilizados como controles, visto que os
hepatocitos primarios possuem baixa aderéncia em substratos ndo revestidos. A viabilidade
dos hepatocitos cultivados em scaffolds de LEM (col+tLEM, col+LEM+nGO e
col+LEM+NTC) foi significativamente superior comparado ao scaffolds de colageno (col,
col+nGO e col+NTC) (Figura 16A). Entretanto, a adi¢do de nanomateriais ao scaffold de
colageno+LEM nao foi benéfica para a viabilidade dos hepatocitos (Figura 16B) quando
comparados aos scaffolds de col+LEM. Os hepatdcitos plaqueados em scaffolds de colageno
apresentam morfologia mais achatada, apresentam-se espraiados na matriz, demonstrando
forte adesdo ao substrato (Figura 16B) enquanto os hepatdcitos plaqueados em scaffolds de

LEM apresentam morfologia semelhante a esferoides (Figura 16B).
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Figura 16. Cultura primaria de hepatdcitos. A. Viabilidade de hepatdcitos cultivados nos
scaffolds apds 24 horas. Foi aplicado one-way ANOVA com Dunnett's Multiple Comparison Test,
(n=6; *p<0,05). B. Microscopia eletronica de varredura (MEV) de hepatocitos cultivados nos scaffolds
apos 24 horas.

Apesar de comprovarmos a eficiéncia da descelularizagdo, remanescentes celulares
presentes nas matrizes podem gerar uma resposta inflamatdria indesejada em experimentos in
vivo. Sendo assim, 100 uL. de colageno e colageno enriquecido com LEM foram injetados via

subcutanea nos camundongos C57/bl6 (machos, 12 semanas, n=6) para avaliar a taxa de
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absorc¢do e a resposta imunoldgica da matriz in vivo, apos 7 dias da realizagdo do implante.
Apo6s 7 dias da realizagdo do implante, foi possivel observar que os animais os quais foram
aplicados o colageno puro absorveram menos o implante do que os animais que receberam
colageno funcionalizado com LEM (Figura 17A). O peso dos implantes confirmou os achados
anteriores demonstrando uma diferencga significativa entre os pesos dos implantes de colageno

puro e dos implantes de col+LEM (Figura 17B).

Col Lem

Peso dos Transplantes

H&E

Scale bar = 100 um

Figura 17. Taxa de absorcao de Colageno e LEM in vivo. A. Absor¢ao do Colageno
e LEM in vivo apdés 7 dias. B. Peso dos implantes. Foi aplicado o test ¢ de Student (n=6;
*
p<0,05).

A fim de investigar o potencial osteogénico dos scaffolds na mudanga e/ou na
manutengdo do cell fate de pré-osteoblastos, novos ensaios foram realizados com células de
osteoblastos de Wistar (rOB), cultivados em meio basal (meio de cultura DMEM + 10%
SFB).

Cultura de osteoblastos de calvaria de neonatos Wistar cultivados com meio basal

Quando cultivados por sete dias nos scaffolds, os rOB apresentaram viabilidade
significativamente menor nos scaffolds de colageno+nGO (Figura 18A). Em contrapartida,
ap6s 14 dias, a viabilidade dos rOB nesses scaffolds € recuperada e os rOB cultivados nos
scaffolds colageno+NTC, colageno+LEM+nGO e colageno+LEM+NTC demonstram menor
viabilidade celular quando comparados aos osteoblastos cultivados nos scaffolds de colageno

puro (Figura 18B).
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Figura 18. Cultura de osteoblastos de calvaria de neonatos Wistar cultivados com meio
basal. Viabilidade de rOB cultivados nos scaffolds com meio DMEM, apds A. 7 ¢ B. 14 dias. Foi
aplicado one-way ANOVA com Dunnett's Multiple Comparison Test (n=6; *p<0,05). a:
significativamente maior que Col. *: significativamente menor que Col.

A fim de avaliar o potencial osteogénico dos scaffolds (coldgeno e colageno+LEM)
funcionalizados com nanomateriais na manuten¢do do cell fate de culturas primérias de pré-
osteoblastos, rOBs foram cultivados sobre os scaffolds funcionalizados. Os scaffolds de
colageno puro foram utilizados como controles. A atividade da fosfatase alcalina dos
osteoblastos cultivados em scaffolds de Col+LEM+nGO foi significativamente inferior
comparado ao scaffolds de colageno puro em 7 (Figura 19A) e 14 (Figura 19B) dias de

cultivo.
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Figura 19. Cultura de osteoblastos de calvaria de neonatos Wistar cultivados com
meio basal. Atividade da fosfatase alcalina em rOB cultivados nos scaffolds com meio DMEM, apds
A. 7 e B. 14 dias. Foi aplicado one-way ANOVA com Dunnett's Multiple Comparison Test
(n=6; *p<0,05). *: significativamente menor que Col.

A sintese de colageno pelos osteoblastos cultivados em scaffolds de Col+nGO foi
significativamente superior comparado aos osteoblastos cultivados em scaffolds de colageno
puro aos 7 dias de cultivo (Figura 20A). Em contrapartida, a sintese de colageno pelos
osteoblastos cultivados em scaffolds de Col+LEM+nGO foi significativamente inferior
comparado aos osteoblastos cultivados em scaffolds de colageno puro aos 7 dias de cultivo
(Figura 20A). Apos 14 dias de cultivo, ndo foi observado diferencas significativas na sintese

de colageno pelos osteoblastos cultivados nos diferentes scaffolds (Figura 20B).
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Figura 20. Cultura de osteoblastos de calvaria de neonatos Wistar cultivados com
meio basal. Sintese de coldgeno em rOB cultivados nos scaffolds com meio DMEM, apds A. 7 € B.
14 dias. Foi aplicado one-way ANOVA com Dunnett's Multiple Comparison Test (n=6;
p<0,05). A: significativamente maior que Col. b: significativamente menor que Col.

Em seguida, a imagem da atividade da fosfatase alcalina produzidas pelas células apos
7 dias de cultivo foram capturadas pelo microscopio invertido (Primovert, Zeiss, German)
(Figura 21). Foi observado que os scaffolds de colageno, colageno+nGO, colageno+LEM e
colageno+LEM+NTC apresentam elevada atividade da fosfatase alcalina (em roxo). Os
scaffolds se descolaram do fundo do poco, iniciando a formagao de esferdides. Os scaffolds de
colageno+NTC e colageno+LEM+nGO também apresentam elevada atividade da fosfatase

alcalina (em roxo) entretanto, os scaffolds permaneceram aderidos ao fundo da placa (Figura
21).
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Colageno Colageno + nGO Colageno + NTC

Figura 21. Cultura de osteoblastos de calvaria de neonatos Wistar. Imagens da atividade
da fosfatase alcalina apos 7 dias de cultivo com meio basal. Aumento de 40x.

Ap6s 14 dias de cultivo, a imagem da atividade da fosfatase alcalina produzidas pelas
células foram novamente capturadas pelo microscépio invertido (Primovert, Zeiss, German)
(Figura 22). Foi observado o descolamento de todos os scaffolds. Todos os scaffolds

apresentaram elevada atividade da fosfatase alcalina (em roxo) (Figura 22).

Colageno Colageno + nGO Colageno + NTC

Col + LEM + nGO

Figura 22. Cultura de osteoblastos de calviria de neonatos Wistar. Imagens da atividade
da fosfatase alcalina apds 14 dias de cultivo com meio basal. Aumento de 40x.
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Os scaffolds foram corados com vermelho de alizarina apos 7 (Figura 23) e 14 (Figura
24) de cultivo e as imagens foram capturadas pelo microscopio invertido (Primovert, Zeiss,
German). Em 7 dias, foi observado a presenca de depdsitos de calcio, corados positivamente
pelo vermelho de alizarina na regido central dos scaffolds de colageno, colageno+nGO e
colageno+LEM. Os scaffolds de colageno+NTC e colageno+LEM+nGO apresentaram regioes
dispersas (pontos vermelhos) espalhados pelos scaffolds. Nao foi possivel evidenciar a

coloragao nos scaffolds de colageno+tLEM+NTC (Figura 23).

Colageno Colageno + nGO Colageno + NTC

Col + LEM Col + LEM + nGO Col + LEM + NTC

iy Py T T
- ¥ - 3 T

o P

Figura 23. Cultura de osteoblastos de calviaria de neonatos Wistar. Imagens da coloragdo
com vermelho de Alizarina apds 7 dias de cultivo com meio basal. Aumento de 40x.

Em 14 dias, foi observada a presenga de depositos de calcio, corados positivamente
pelo vermelho de alizarina na regido central dos scaffolds de colageno e colageno+LEM. Os
scaffolds de colageno+nGO e colageno+LEM+nGO apresentavam colora¢do positiva em
regides especificas dos scaffolds (regides com acumulo de crescimento celular). Nao foi
possivel evidenciar a coloragdo nos scaffolds de colageno+NTC e colageno+LEM-+NTC
(Figura 24).
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Col + LEM Col + LEM + nGO Col + LEM + NTC

Figura 24. Cultura de osteoblastos de calvaria de neonatos Wistar. Imagens da coloragdo
com vermelho de Alizarina 14 dias de cultivo com meio basal. Aumento de 40x.

Os scaffolds foram corados pela coloragdo Von Kossa apos 7 e 14 dias de cultivo e as
imagens foram capturadas pelo microscopio invertido (Primovert, Zeiss, German) (Figura 25).
Todos os scaffolds coraram positivamente para Von Kossa. Em 7 e 14 dias, os scaffolds de
colageno, colageno+nGO, colageno+LEM e colageno+LEM+NTC se descolaram do fundo do
poco, formando esferdides. Os scaffolds de colagenotNTC e coldgeno+tLEM+nGO se
encontravam presos ao fundo do pogo e corados fortemente em 7 dias de cultura. Em 14 dias
de cultura, os scaffolds de colageno+NTC apresentam pontos especificos de coloragdo pelo
Von Kossa enquanto o scaffolds de colageno+tLEM+nGO se coraram fortemente pelo Von

Kossa (Figura 25).
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Figura 25. Cultura de osteoblastos de calvaria de neonatos Wistar. Imagens da coloragao
Von Kossa apds A. 7 dias de cultivo. B. 14 dias de cultivo. As imagens representam os pogos de uma
placa de 48 wells. Cada well apresenta 1cm de diametro.

5. Discussao

Neste estudo, avaliamos a eficiéncia de nanomateriais em scaffolds de colageno e a
melhora desses scaffolds pela adicdo de MEC de figado descelularizados para culturas
primarias de hepatécitos e implantes. O figado ¢ o principal 6rgdo responsavel pela
homeostase corporal, responsavel por fungdes vitais como a sintese de proteinas plasmaticas
(57), homeostase metabodlica, desintoxicacdo de amoénia (58) e metabolismo de diversos
compostos. O cultivo de hepatdcitos primarios ¢ muito utilizado no estudo de
hepatotoxicidade e metabolismo de drogas, mas recentemente também estdo sendo utilizados
na elucidacdo dos mecanismos moleculares envolvidos nas doencas hepaticas (14). Neste
estudo, foi realizada a caracterizagdo de scaffolds de colagenos e scaffolds de LEM
funcionalizados com dois nanomateriais aldtropos do carbono em células de hepatocarcinoma
humano (HepG2), culturas primarias de hepatocitos de camundongos e osteoblastos de ratos

Wistar. Nosso objetivo foi produzir scaffolds funcionalizados com nanomateriais viaveis para
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culturas celulares primarias de dificil manutencdo como o hepatocito e verificar a
contribuicdo da MEC e dos nanomateriais no cell fate das células maduras, visando o
melhoramento da cultura e o estudo de propriedades fundamentais dos hepatdcitos

semelhantes ao ambiente in natura.

Antes de iniciar quaisquer ensaios bioldgicos, os nanomateriais foram caracterizados,
para elucidar a sua morfologia e integridade estrutural. Foram realizadas imagens de MET
que indicaram que os nGO apresentavam-se como nanofolhas de GO altamente aglomeradas
na forma de flocos, a morfologia tipica deste nanomaterial (48) (Figura 3A). Os NTC
apresentam-se no plano sagital e ¢ composto por varias linhas de carbono dispostas
concentricamente em torno de uma regido central que forma a luz do tubo (Figura 3B). Esse
nanomaterial j4 foi extensivamente caracterizado na literatura e ¢ morfologicamente e
estruturalmente compativel com os nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWNTC)
(49). Conseguinte, foram realizadas as medidas do potencial zeta desses nanomateriais,
dispersos em 4gua e em meio basal (meio DMEM suplementado com 10% de SFB). Como o
potencial zeta depende do pH da amostra, todas as amostras foram testadas em pH fisiologico
(7,2). Em uma solugdo idnica, as nanoparticulas apresentam duas camadas de ions
denominadas de camada dupla elétrica. Essa camada dupla elétrica ¢ composta por uma
camada de ions fortemente ligados a superficie do nanomaterial na chamada camada Stem.
Externamente a esta camada ha uma camada de ions fracamente associados. A movimentagao
da particula cria uma distin¢ao entre essas duas camadas de ions e o potencial elétrico gerado
neste movimento ¢ denominado potencial zeta e esta relacionada a carga da superficie da
particula (59). Em 4gua, os nGO e os NTC apresentam potencial zeta de -18,6 mV e -30,4
mV, respectivamente. Em meio basal, os nGO e os NTCs apresentam potencial zeta de -472
mV e -503 mV, respectivamente (Figura 3C). Segundo Clogston et. al (59), particulas com
potencial zeta na magnitude de —10 e +10 mV sdo consideradas particulas neutras, enquanto
nanoparticulas com potenciais zeta maiores que +30 mV ou menores que —30 mV sdo
consideradas fortemente catidnicos e anidnicos, respectivamente (59). Piaskowski et. al
mensuraram o potencial zeta de GO que mediram —38 mV para nanoparticulas dispersas em
meio aquoso. Segundo os autores, este valor confirmou a existéncia de uma suspensao de
oxido de grafeno estdvel devido a presenca de uma série de ligantes, como grupos
carboxilicos ionizados na superficie do GO (60). Em acordo com nossos dados, Shannahan et.
al (61) mensuraram o potencial zeta de diferentes alotropos de NTC e verificaram um

potencial de aproximadamente -40mV quando dispersos em agua (61). Quando mensuradas
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em meio de dispersio DMEM suplementado com SFB, as amostras apresentaram potenciais
zeta ainda mais negativos em comparagdo com as amostras dispersas em agua provavelmente
devido a presenca de ions e biomoléculas presentes no meio de cultura DMEM (61) (Figura

30).

As nanoparticulas foram caracterizadas pela espectroscopia RAMAN e a
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) (Figura 4 e 5). Podemos
observar a presenca da banda G e da banda D caracteristico destes nanomateriais. A banda G
¢ comum em todas as formas de carbono sp? e, por isso, podemos encontrd-la em ambos
nanomateriais. A banda D é encontrada devido a modificacdo dos carbonos sp” nas amostras
de nGO e, nos NTC, devido a carboxilagcdo que ocorre durante a sua sintese (48, 50-52). Mais

tarde, essas modificagdes nas nanoparticulas foram observadas no FTIR.

Para produzir os scaffolds funcionalizados com a matriz extracelular de figados
(LEM), os figados de camundongos C57/bl6 (4 semanas) tiveram seus conteudos celulares
removidos. Assim que os figados se encontraram translicidos, a remog¢ao dos componentes
celulares foi confirmada pela coloragdo com hematoxilina e eosina (H&E) e azul de toluidina
(Figura 6A) e pela microscopia eletronica de varredura (MEV) (Figura 6C). As coloragdes
histologicas confirmaram a remoc¢ao dos envoltdrios nucleares e para confirmar a auséncia de
DNA nas amostras, o conteido de DNA foi quantificado. O contetdo de DNA na LEM foi
quantificado em 1,43% em comparacdo com o figado nativo (100%) (Figura 6B). Estes
resultados confirmaram a auséncia de DNA nas amostras descelularizadas, demonstrando que
além da remoc¢do do envoltorio nuclear, ndo ha permanéncia de DNA na amostra. O contetdo
de DNA encontrado nas nossas amostras ¢ aceitavel e corroboram com os dados da literatura,
que geralmente relatam um contetido de DNA inferior a 4% em tecidos descelularizados (62,
63). A (matriz extracelular) ECM ¢ formada por um complexo protéico diversificado que
inclui proteoglicanos, coldgeno, fibronectina e laminina (29, 64). Por isso, nds avalizamos,
através de coloracdo por imunofluorescéncia, a preservacao de destas proteinas e, através da
coloragdo por alcian blue, a preservagao dos GAGs apos o processo de descelularizacao. Foi
observado uma grande preservagdo de colageno tipo I, laminina e fibronectina nas matrizes
descelularizadas (Figura 6C). O contraste negativo para o DAPI nas matrizes demonstrou
auséncia de células na LEM. Nos observamos determinada preserva¢dao do contetido de GAGs
(3,12ug/ml) ap6s a descelularizagdo (Figura 6D), além da coloracdo positiva para o alcian
blue (Figura 6E). Nossos dados corroboram com os achados anteriores, que mostraram a

preservacdo do colageno, laminina e fibronectina, componentes da membrana basal,
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glicosaminoglicanos e a arvore vascular em matrizes descelularizadas de figados (63). Khan e
colaboradores (65) demonstraram a relevancia do padrdo de sulfactagdo dos
glicosaminoglicanos (GAGs) em culturas celulares, sendo de grande importancia na
modulagdo da diferenciacao celular das células-tronco. Os GAGs possuem varios fatores de
crescimento ligados fortemente a eles, e desta forma, as LEM apresentam concentragdes
acima dos valores fisiologicos conferindo a LEM indicios que auxiliam na manuten¢do do

fenotipo e fungao celular (27-29, 66).

Em seguida, nés avaliamos o colageno extraido das caudas dos ratos (Figura 7A) em
comparac¢do com trés diferentes colagenos: comercial (Sigma), camundongo e bovino, muito
utilizados em cultura celular. Os coldgenos testados apresentaram bandas semelhantes, mas
espessuras diferentes (Figura 7D). Observou-se que os colagenos apresentam um padrdo de
bandeamento entre 130 e 100kDa. O protocolageno ¢ formado por uma molécula tripla
helicoidal composta por duas cadeiras al ¢ uma cadeia a2 ¢ duas das trés cadeias sao
reticuladas (67). O coldgeno puro (sem sofrer digestdo enzimdtica) ¢ separado em SDS-
PAGE, de acordo com o peso molecular, em quatro bandas distintas: dimeros reticulados al-
al e al-a2, com peso molecular de aproximadamente 250kDa e monomero al € 02, com peso

molecular entre 130 e 100kDa (67-69).

Iniciando os ensaios bioldgicos, primeiramente nds avaliamos a citotoxicidade dos
nanomateriais em cultura primaria de células-tronco mesenquimais (hASC) (Figura 8A),
células de hepatocarcinoma humano (HepG2) (Figura 8B) e osteoblastos de calvaria de ratos
Wistar (rOB) (Figura 8C). Os nanomateriais sdo pequenas particulas com alto grau de carga
superficial que pode variar entre 1 a 100 nm (39). Esta alta reatividade superficial facilita a
permeabilidade celular dos nanomateriais e seu influxo € capaz de interferir em atividades
biologicas a nivel celular. Contudo, a disponibilidade das nanoparticulas deve ser controlada
de visto que o excesso de nanoparticulas disponibilizadas para o corpo por varias rotas pode
induzir citotoxicidade bioldgica (40) e até mesmo apoptose (39). Neste trabalho, nos
conseguimos obter niveis seguros do uso de dois alétropos do carbono, nGO e NTC. Foram
consideradas concentracdes citotoxicas aquelas as quais ha menor viabilidade celular das
células em comparacdo a viabilidade das células que ndo foram expostas aos nanomateriais
(controles). Os testes de viabilidade com os nanomateriais sdo de extrema importancia, pois
sao eles que definem a aplicabilidade deste nanomaterial in vitro e in vivo. Nanomateriais com
baixa citotoxicidade sdo ideal para entrega de genes e drogas com liberacdo controlada

enquanto nanomateriais com alta toxicidade devem possuir uma alta especificidade em
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relagdo ao alvo, que geralmente trata-se do controle de células indesejaveis (70, 71). A partir
dos ensaios anteriores, nds funcionalizamos o coldgeno com: 15ug/mL de nGO, 30ug/mL de

NTC, Img/mL de LEM + 15ug/mL de nGO e 1mg/mL de LEM + 30ug/mL de NTC.

Apos a funcionalizagdo e preparacdo dos scaffolds, foi realizada a caracterizagao desse
novo biomaterial. Nossos dados de RAMAN ¢ FTIR mostraram modificagdes consistentes
com a funcionalizagdo dos nanomateriais demonstrando que os scaffolds foram
funcionalizados aos nanomateriais com sucesso. A estrutura interna dos scaffolds foi
analisada por MEV. O scaffold de colageno puro se apresenta compactado com fibras grossas
(Figura 11A e 11B). Com a adi¢do dos nanomateriais, os scaffolds de colageno apresentam
uma estrutura menos compactada e fibras mais finas comparados com os scaffolds de
colageno puro (Figura 11A e 11B). Todos os scaffolds de LEM apresentaram uma estrutura
menos compactada e fibras mais finas comparados com o scaffolds de coldgeno puro,
assemelhando-se aos scaffolds de coldgeno com nanomateriais funcionalizados (Figura 11A e

11B).

As imagens de AFM nos mostram as fibrilas de colageno semelhantes a tubos com
distribuicdo ndo homogénea, como uma rede altamente reticulada e desordenada. Essa
desordem permite a reorientacdo do coldgeno dentro de uma fibrila (67) (Figura 12).
Sridharan e colaboradores (72) demonstraram por imagens de AFM a modificagdo estrutural
do colageno apos a adicdo de SWNTC, levando a fibrilas com maiores convexidades.
Segundo os autores, a adicdo do SWNTC também confere rigidez adicional as fibrilas de
colageno (72) (Figura 12). Dito isso, seria importante testar a capacidade mecanica dos nossos
novos biocompdsitos para averiguar as possiveis mudangas na rigidez das matrizes. Em
conjunto, esses dados confirmam o sucesso da funcionalizagdo dos nanomateriais ao colageno

e ao colageno+LEM.

ApOs a caracterizacgdo dos scaffolds funcionalizados, nos testamos a viabilidade desses
novos biomateriais na viabilidade de hASC (Figura 13A) e HepG2 (Figura 13B) apds 12,24 ¢
48 horas. Foi observado menor viabilidade celular apenas nas hASC (Figura 13A) e HepG2
(Figura 13B) cultivadas nos scaffolds de colageno+LEM+nGO quando comparadas aos
scaffolds de colageno puro. Possivelmente isso se deve ao fato dos scaffold de
colageno+LEM+nGO se apresentarem menos estiveis e com maior grau de fluidez. E
possivel que a baixa citotoxicidade encontrada nos demais scaffolds funcionalizados com

nGO e NTC seja devido a adsorcdo dos nanomateriais a superficie do colageno induzindo a
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formag¢do de uma proteina corona nanoestruturada (70), mas, ainda s3o necessarios mais

estudos fisicos e bioquimicos dos scaffolds funcionalizados.

As exposicoes aguda e cronica dos materiais biologicos aos nanomateriais geram
diferentes respostas bioldgicas (73). Ha autores que afirmam que ensaios com NTC so6
fornecem informacgdes valiosas quando aplicados ensaios com exposi¢ao cronica visto que o
organismo pode se adaptar as condigdes na qual esta sendo exposto (73). Exposi¢des de 12,
24 e 48 horas podem ser consideradas exposi¢des agudas e ndo levar em conta a capacidade
adaptativa das células ao microambiente dos scaffolds. Pensando-se nisso, nos avaliamos o
comportamento das HepG2 apds 7 dias de cultivo (Figura 12). Apoés 7 dias de cultivo ndo
foram observadas diferencgas significativas na viabilidade (Figura 14A) e na secrecdo de
albumina (Figura 14B) pelas HepG2 cultivadas nos diferentes scaffolds comparadas as
HepG2 cultivadas nos scaffolds de colageno puro. Além disso, as células HepG2 foram
capazes de metabolizar o corante verde de indocianina apresentando-se metabolicamente
ativas (Figura 15). Entretanto, a sintese de uréia ¢ significativamente menor nos scaffolds de
colageno+nGO e colageno+NTC. Nossos dados sugerem que apds 7 dias de cultura, as
HepG2 conseguem se adaptar a citotoxicidade causada em exposi¢des agudas aos scaffolds de
colageno+LEM-+nGO observado pela recuperagdao da viabilidade nesta células. Contudo,
exposi¢oes cronicas aos scaffolds de colageno+nGO e coldgeno+NTC afetam a sintese de
uréia comprometendo em parte a funcionalidade dessas células. O mesmo ndo ocorreu com os
scaffolfs colageno+LEM+nGO e colageno+LEM+NTC provavelmente devido a adicao da
LEM na matriz.

Nos ensaios com hepatocitos primarios nossos dados demonstraram alta viabilidade
dos hepatocitos cultivados em col+LEM (Figura 16A). A LEM apresenta caracteristicas que
as tornam melhores que as matrizes comerciais € que o colageno tipo 1. A matriz extracelular
¢ dindmica, sendo capaz de interagir com as células residentes nela, podendo sofrer
modifica¢des organizacional e estrutural de acordo com as necessidades metabolicas do tecido
residentes (29). Zhang et. al. demonstraram que a ECM mimetiza melhor o ambiente in vivo, e
com isso, as células cultivadas em ECM derivadas do seu tecido de origem possuem maior
taxa de proliferagdo ao longo do cultivo celular (28). Além disso, a ECM ajuda na
manuten¢do do fendtipo e fungdo da cultura celular (28). Observamos que os hepatdcitos
cultivados em matrizes enriquecidas com LEM (col+LEM, col+LEM+nGO e
col+LEM+NTC) apresentavam a morfologia de esferdides (Figura 16B), se assemelhando aos

hepatocitos encontrados in vivo ou em culturas sanduiches (74) enquanto os hepatdcitos
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cultivados nas matrizes de coldgeno (col, col+ nGO e col+ NTC) encontravam-se

completamente espraiados (Figura 16B).

A taxa de absorcao dos scaffolds de colageno ¢ LEM foi avaliada por cortes
histologicos. Os scaffolds de colageno (2mg/ml) e scaffolds de LEM em uma propor¢do de
coldgeno+tLEM (2mg/Img) foram injetados subcutaneamente, um em cada lado, em
camundongos C57/bl6. Os scaffolds de LEM sofreram retracdo significativa no volume
comparado com os scaffolds de colageno, 7 dias ap6s o implante subcutaneo (Figura 17A).
Os dados observados foram confirmados apds a analise dos pesos dos implantes,
demonstrando determinada manuten¢do do volume dos scaffolds de colageno (Figura 17B).
Provavelmente, a taxa de absor¢cdo de LEM ¢ maior que a taxa de absorcdo do coldgeno,
devido a origem das proteinas que compdem os scaffolds. E natural uma resposta inflamatoria
inicial diante de qualquer substancia implantada no hospedeiro (75). Entretanto, a LEM ¢ um
material nativo e, pode ndo submeter-se a uma série de reagdes imunolédgicas do hospedeiro a
corpos estranhos, como ¢ o caso do colageno, oriundo de outro organismo (76). Um dos
efeitos da resposta inflamatoria cronica ¢ a formacao de capsula coldgena fibrosa e densa ao
redor do implante (77) e, ha a possibilidade do implante de coldgeno puro se encontrar em
maior tamanho e peso ap6s 7 dias devido a uma resposta inflamatoria cronica. Contudo, ainda
sd0 necessarios ensaios imunologicos para averiguar a resposta inflamatoria dos animais

perante os implantes.

Ainda ¢ necessdrio mais estudos para elucidar possiveis beneficios bioquimicos e
biofisicos na sobrevivéncia de hepatdcitos em cultura. Estudar os mecanismos moleculares
responsaveis pela polaridade dos hepatocitos € essencial para a compreensdo da estrutura e
funcdo do tecido hepatico. Elucidar a potencia e profundidade dos sinais bioquimicos e
biomecanicos das ECM ¢ de extrema importancia para a producao de biomateriais de sucesso.
Os biomateriais, além de substituir o tecido mazelado devem ser capazes de fornecer suportes

fisicos e bioquimicos de modo a mimetizar da melhor forma o tecido sadio.

O “cells fate” também pode ser determinado por caracteristicas da ECM como
elasticidade, geometria e adesdo. As caracteristicas estruturais e biofisicas da ECM sdo
extremamente importantes para a diferenciagdo e organizagao das células (26). As ECMs sao
responsaveis por transduzir sinais biomecanicos via ECM-integrinas-citoesqueleto e, desta
forma, determinar uma linhagem celular (78, 79). Contudo, nossos dados mostram que a

ECM, associada ou ndo a nanomateriais, ¢ insuficiente para modificar o fendtipo de células
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maduras, como os pré-osteoblastos. Embora os osteoblastos cultivados nos scaffolds de
col+LEM+nGO apresentassem menor atividade da fosfatase alcalina quando comparados aos
scaffolds de colageno puro, apos 7 (Figura 19A e 21) e 14 (Figura 19B e 22) dias de cultura,
os osteoblastos ainda apresentam a fosfatase alcalina ativa. Além disso, os osteoblastos sao
capazes de produzir colageno igualmente independente do substrato que foram cultivados aos
14 dias de ensaio (Figura 20). Conquanto, todos os scaffolds coraram fracamente pelo
vermelho de alizarina quando comparados aos scaffolds de colageno puro tanto em 7 (Figura

23) dias quanto em 14 dias (Figura 24) de cultivo.

Noés observamos uma adaptagdo dos scaffolds de col, col+ nGO, col+LEM, e
col+LEM+NTC no decorrer do experimento (7 e 14 dias), de modo que estes acompanhavam
o crescimento dos osteoblastos, permitindo a formacdo de esferdides celulares (Figura 25).
Em contrapartida, os scaffolds de col+ NTC e col+tLEM+nGO permaneceram no mesmo
formato de quando foram produzidos (Figura 25). In vivo, a ECM mantém uma
“reciprocidade dindmica” com as células nele residente, de modo que a ECM podem sofrer
mudangas na sua composi¢do estrutural e organizacional em decorréncia das mudancas
metabolicas do tecido (29). O interessante das microesferas de scaffolds maleaveis, como o
produzido por nos, ¢ que, diferentemente dos materiais biocompativeis convencionais que
servem como suporte para o crescimento celular, as células inseridas nas microesferas

interagem tanto com outras células como com a matriz, podendo modificar sua estrutura (80).

Nossa estratégia ¢ investigar mais profundamente a eficiéncia desses scaffolds na
sobrevivéncia e na manutencdo do cell fate de células maduras além de explorar a
diferenciagdo e maturagdo de células-tronco mesenquimais em hepatocitos. Ademais, o
sucesso na producao dos scaffolds funcionalizados com os nanomateriais abre possibilidades

no estudo da entrega controlada de genes e drogas in vitro e in vivo.
6. Conclusao

Nosso trabalho demonstrou diferengas estruturais visiveis entre os scaffolds de
colageno e de LEM, além dos scaffolds de LEM apresentarem vestigios de MEC capaz de
modificar a dindmica celular em cultura. Nossos resultados demonstraram que os scaffolds de
LEM sdao benéficos para a sobrevivéncia de hepatocitos em cultura, apesar de ndo
demonstrarem diferencas significativas na fung¢dao hepaticas de hepatdcitos primadrios.

Ademais, MEC, por si s0, ndo € capaz de modificar o cell fate de células ja pré-determinadas.
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7. Perspectivas

X/

« Avaliar a influéncia dos nanomateriais ¢ LEM nos pontos de adesao celular. Além disso, ¢
interessante avaliar se ha mudancas na transcricdo génica e extrapolar uma alteracao
sinérgica entre a alteracdo morfologia das células, a mudanga nos pontos de adesdo e as

possiveis alteragdes na transcrigdo génica.

¢ Avaliar a transcri¢cdo génica dos rOB cultivados com meio basal e com meio de indugdo

hepatogénica. Além de realizar ensaios de imunofluorescéncia.
¢ Avaliar a influéncia hepatogénica dos scaffolds produzidos na diferenciacdo de hASC.
¢ Avaliar a influéncia osteogénica dos scaffolds produzidos na diferenciagao de hASC.
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