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Resumo

Monteiro Lobato, G. M. Estudo da gelificacdo do produto de digestdo de ECM descelularizada
para uso em engenharia de tecidos. 2019. 160 pags. Dissertacao de Mestrado — Programa de

Pés-Graduacdo em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Os implantes utilizados para regeneracdo tecidual ainda falham na tentativa de
mimetizar as propriedades da matriz extracelular (ECM), o que compromete a viabilidade e
aplicabilidade do material. Além disso, permanece o desafio de desenvolver um método de
aplicacdo minimamente invasivo para evitar danos teciduais adicionais (Badylak et al., 2015;
Crapo et al., 2011; Xing et al., 2014). Assim, o objetivo do projeto é desenvolver um hidrogel
injetavel composto de ECM de pericardio, tenddo e osso bovino enzimaticamente digerida e
reticulada com glutaraldeido, ésteres ativados de NHS e derivados de polietilenoglicol (PEG). O
protocolo de digestdo foi modificado de Willians (Williams et al., 2015), utilizando tripsina,
pepsina e colagenase. A quantificacdo de GAGs e peptideos mostrou que, independentemente
do substrato e enzima utilizados, o processo em etapas gerou uma maior concentracdao de
estruturas em relagdo ao processo continuo. Adicionalmente, a analise de dicroismo circular
mostrou que o processo em etapas preservou mais estruturas secundarias. O perfil proteico das
ECMs foi analisado como descrito em Flores (Flores et al., 2016), e foi verificado que ele é
altamente diverso e tecido - especifico. A ECM do pericardio possui 94 tipos diferentes de
proteinas, seguidas pela ECM do tenddo (48) e pela ECM 6ssea (35), sendo o colageno al (1) e
o colageno a2 (1) presentes em todas elas. Além disso, os produtos digeridos ECMp aumentaram
a proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco mesenquimais da medula dssea a osteoblastos
maduros. A cinética do processo de gelificacdo, bem como as propriedades mecanicas do gel
sdo dependentes do tipo de agente reticulante, assim como da concentra¢do da gelatina. Este

novo material é altamente personalizavel e adaptavel a aplicacdo bioldgica desejada.

Palavras chave: Engenharia de Tecidos, Hidrogel, Matriz Extracelular.



Abstract
Monteiro Lobato, G. M. Gelation study of extracellular matrix digestion products for tissue

engineering. 2019. 160 pags. Master Thesis — Graduate Program in Chemistry. Instituto de

Quimica, Universidade de S3o Paulo. Sdo Paulo.

The implants used for tissue regeneration still fail to mimic properties of extracellular
matrix. It compromises the material viability and applicability. Furthermore, the challenge to
manufacture a minimally invasive delivery system for it to avoid extra tissue damage still remains
(Badylak et al., 2015; Crapo et al., 2011; Xing et al., 2014). Thus, the project goal is to develop
an injectable hydrogel composed of pericardium, tendon and bovine bone ECM enzymatically
digested and crosslinked with glutaraldehye, activated esters of NHS and polyethylene glycol
(PEG) derivatives. The digestion protocol was modified from Willians (Williams et al., 2015),
using trypsin, pepsin and collagenase as lytic enzymes. GAGs and peptides quantification
showed that regardless of the substrate and enzyme, the stepwise process yields a higher
amount of GAGs and peptides in comparison with the continuous process. In addition, circular
dicroism analysis showed that the stepwise process preserves more secondary structures of
proteins. ECMs protein profile was analyzed as in Flores (Flores et al., 2016) and verified that it
is the highly diverse and tissue-specific. Pericardium ECM has 94 different types of proteins,
followed by tendon ECM (48) and bones ECM (35), being collagen al(1) and collagen a2(1)
present in all of them. Furthermore, the ECMp digested products enhanced bone marrow
mesenchymal stem cells proliferation and differentiation in mature osteoblast. The kinetics of
the gelification process, as well as mechanical properties of the gel is dependent of the type of
crosslinker and concentration of gelatin. This new material is highly customizable and adaptable

to the biological application.

Key words: Tissue Engineering, Hydrogel, Extracellular Matrix.
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1. Introducao

A matriz extracelular (ECM) é um material bioldgico em forma de rede tridimensional que
estd presente no espacgo entre as células de todas as formas de vida multicelular. Ela é produzida,
secretada e degradada localmente pelas células que estdo em equilibrio dindmico com seu
microambiente (Badylak, 2007), ou seja, a ECM é constantemente remodelada de acordo com
as necessidades celulares (Xing et al., 2015).

Nos humanos, especificamente, a ECM é composta por duas classes principais de
macromoléculas:

(a) glicosaminoglicanos (GAGs) — cadeias de polissacarideos ndo ramificados compostas
por repeticGes de dissacarideos; apresentam carga negativa devido a presenca de
grupos sulfatados e acidos. As cadeias sdo rigidas, longas e altamente hidrofilicas,
desta forma ocupando um grande espacgo e formando géis em concentragées baixas.
Podem estar ligadas covalentemente a proteinas, formando proteoglicanos.

(b) proteinas fibrosas, como a familia do coldgeno, que sdo moléculas longas rigidas e
apresentam estrutura de tripla-hélice e capacidade de se agregar e formar fibras; e a
elastina, que é composta por dois tipos de segmentos proteicos intercalados: uma
cadeia hidrofdbica, responsavel por suas caracteristicas eldsticas, e um segmento de
a-hélice, capaz de fazer cross-link com moléculas adjacentes.

Além disso, ha (c) glicoproteinas, como fibronectina, vitronectina, que contribuem tanto
para a organizacdo estrutural da ECM quanto para a adesdo e migracdo celular; e (d) proteinas
sinalizadoras, como fatores de crescimento (TGF-beta, bFGF e VEGF) (Badylak, 2007; Badylak et
al., 2015; Daley et al., 2008; Takawale et al., 2015), que estdo ligadas as proteinas fibrosas, GAGs
ou a estrutura proteico de proteoglicanos (Xing et al., 2015). Ou seja, a ECM é mais do que um
suporte mecanico: ela apresenta um papel ativo na regulacdo e sobrevivéncia das células que
estdo ali aderidas ou migrando por seu interior (Manabe et al., 2008; Xing et al., 2015).

Os proteoglicanos, geralmente, formam hidrogéis que conferem ao tecido resisténcia a
compressoes, ao mesmo tempo que facilita a difusdo de nutrientes, metabdlitos e hormonios
entre o sangue e as células. As proteinas fibrosas, como o coldgeno, que ficam envoltas pelo gel,
ajudam a organizar arcabouco estrutural da matriz e fortalecé-la, enquanto a elastina confere
resiliéncia. Entretanto, a combinacdo dessa diversidade de moléculas em diferentes
guantidades da origem a inUmeros materiais, que apresentam caracteristicas Unicas, desde alta
elasticidade, até formas calcificadas.

Os componentes da ECM variam de acordo com os tecidos em que foram produzidos

(Bonnans et al., 2014), assim como podem variar devido condi¢cdes de desenvolvimento e
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patoldgicas (Hoshiba et al., 2016; Samiric et al., 2009). A ECM atua como um substrato para
facilitar a adesao de células, para a formagdo de tecidos e como barreira fisica entre diferentes
tecidos (Daley et al., 2008), além de proporcionar um meio de apoio para vasos sanguineos,
linfaticos e nervos (Badylak, 2007). Adicionalmente, assim como exposto na Figura 1, a ECM
altera fungdes celulares através de: estimulos mecanicos a partir de substratos com rigidez
diferente e liberacdo de fatores sollveis (ligacdo dos fatores as proteinas da ECM) que
desencadeiam a sinalizagdao intra- e intercelular, regulando processos como de adesao,
sobrevivéncia, homeostase, proliferacdo, reparo, morfogénese, migracdo e diferenciacao

(Badylak et al., 2015; Daley et al., 2008; Rao Pattabhi et al., 2014).

Cellular functions
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Figure 1. Os trés modos de regulacdo de func¢des celulares pela ECM: estimulos mecanicos,
regulacdo por fatores solUveis no meio e interacdo entre suporte e célula baseado em
moléculas de adesdo celular (alterada de (Rao Pattabhi et al. 2014)).

A engenharia de tecidos, por sua vez, busca regenerar ou substituir tecidos que
apresentam funcionamento anormal, através do uso de células semeadas em um suporte
desenhado para mimetizar uma ECM original, com o objetivo de restaurar as fun¢des originais
do tecido. Entretanto, a composicdo da ECM é complexa e tecido-especifica. Dessa forma, é
dificil obter um modelo sintético in vitro, que recrie a composicdao ECM in vivo. Para resolver
esse problema, utiliza-se a ECM isoladas de tecidos, buscando manter a composicdo e estrutura
da ECM original apds algumas técnicas de processamento. A ECM pode ser extraida de diversas
fontes alogénicas e xenogénicas, incluindo tecidos do intestino delgado, bexiga urinaria, derme,
mesotélio pericardio e valvulas cardiacas. Além disso, esse material pode ser utilizado em
diferentes contextos, nas formas de tecido ou 6rgdos inteiros, patch, material de revestimento

para substratos de cultura de células (2D) e gel injetavel (Rao Pattabhi et al. 2014).
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1.1 Propriedades da ECM
A aplicagdo clinica a partir de um material derivado de ECM dependerd intimamente das

propriedades mecanicas e bioldgicas inerentes ao suporte, assim como capacidade de
degradacdo (Badylak 2007) e potencial imunogénico. Essas propriedades vdo guiar o
remodelamento da ECM e a regeneracdo do tecido, pretendida ao longo de seu

desenvolvimento.

1.1.1 Propriedades Bioindutivas
O mecanismo pelo qual ocorre o remodelamento de tecidos na presenca de ECM ainda

ndo é completamente compreendido (Higuchi et al., 2012). Sabe-se que as propriedades
mecanicas do suporte, assim como a sua capacidade de ancoragem de células hospedeiras
através de fibras de coldgeno, fribronectina e laminina sdo insuficientes para gerar os resultados
eficientes de remodelamento. Dessa forma, acredita-se que existam propriedades bioindutivas
gue contribuam de maneira sinérgica (Badylak 2007).

Entretanto, é bem descrito os processos que contribuem para esse remodelamento,
incluindo a angiogénese, deposicao, infiltragcdo, migracdo e proliferagdo celular (Gruskin et al.,
2012; Higuchi et al., 2012), organizacao de novas células progenitoras (Wang et al., 2007) e sua
diferenciacdo. Além disso, ocorre a producdo e recrutamento de macréfagos M2 para a regido
de interface entre o tecido e o material. Devido a sua caracteristica imunomodulatéria, os
macréfagos M2 podem apresentar fendtipos pré- ou anti-inflamatdrios. Dessa forma, a
regeneracao tecidual bem sucedida resultante do remodelamento da ECM, produz um fendtipo
anti-inflamatério (Seif-Naraghi et al., 2010b).

Estudos realizados com métodos de degradacao de ECM nao fisiolégicos, tais como a
incubacdo com acido e exposicdo ao calor podem causar danos a matriz, liberando um conteudo
de moléculas de baixa massa molecular (5 a 16 kDa) que podem apresentar atividade
angiogénica, quimioatrativas e antimicrobiana. Isto é indicacdo de que a degradagdo do suporte
de ECM é necessario para o remodelamento tecidual. Da mesma forma, se os suportes sdo
resistentes a degradacao, a resposta bioldgica é alterada para um panorama de encapsulamento
fibroso e inflamacdo crénica. Estudos realizados por Reing e colaboradores (Reing et al., 2009)
indicam que o uso de agentes bioldgicos, como papaina e pepsina, duas enzimas presentes em
abundancia em mamiferos, pode apresentar um padrdo de liberacdo de moléculas ativas mais
eficientes do que métodos randémicos. Ao longo do estudo, foi demonstrado que as moléculas
derivadas do remodelamento dinamico da ECM aumentam a migracdo de células
indiferenciadas para a regido em que o material esta alocado, ao passo que células ja
diferenciadas foram inibidas (Higuchi et al., 2012; Seif-Naraghi et al., 2013; Takawale et al.,
2015).
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A degradac¢do da ECM ocorre mediado por enzimas celulares que controlam a liberagado
de seus constituintes e de fatores de crescimento, como VEGF (fator de crescimento do
endotélio vascular), bFGF (fator de crescimento fibroblastico basico) e TGF-B (fator de
transformacdo de crescimento B), que sdo responsaveis pelo desencadeamento das etapas

subsequentes da regeneracgdo (Badylak 2007).

1.1.2 Propriedades Biomecanicas
Por ser tecido especifica, o local de onde ECM é coletada define suas propriedades

mecanicas. Atualmente, materiais derivados de ECM de submucosa de intestino delgado sdo
mais utilizados e estudados devido sua maior rigidez e forca (Badylak 2007). Para a escolha do
tecido mais adequado para coleta, é importante verificar se o tecido alvo possui alinhamento
com as fibras de coldgeno da ECM a ser utilizada, favorecendo a aderéncia das células a lamina
basal, beneficiando as caracteristicas funcionais e contrateis do material, além de reduzir a taxa
de apoptose por desligamento celular da matriz (Ma et al., 2004).

Apesar do amplo estudo realizado em suportes de ECM derivados de animais, ainda existe
uma série de problemas que precisam ser solucionados para possibilitar sua aplicagdo em
humanos. Entre esses problemas podemos citar, reacdo imunitaria adversa e risco de
transmissdo de agentes patogénicos. Na busca por alternativas, os suportes de ECM comecaram
a ser fabricados a partir de cultura celular. Além que ndo apresentar os riscos descritos
anteriormente, estudos tém mostrado que existe superioridade para a ECM derivada de células
em relagdo a animal, uma vez que aumentam processos celulares presentes no remodelamento,
e apresentar versatilidade, uma vez que diferentes tipos de células podem ser utilizados para
fabricar diferentes tipos de ECM, com funcionalidade bioldgica deferentes. Como exemplo, a
ECM sintetizada por células tronco mesenquimais (MSC) in vitro, mostrou facilitar a proliferacdo
celular e prevenir diferenciacdo espontanea, além de aumentar o potencial condrogénico e
osteogénicos das células colonizadoras (Daley et al. 2008).

Independente da origem do material, a descelularizacdo é um processo necessario para
preparar a ECM a partir de tecidos de animais ou células cultivadas. O objetivo da
descelularizacdo é maximizar a remoc¢dao dos componentes celulares ao mesmo tempo
minimizando a perda de propriedades mecanicas e bioindutivas associadas ao material

desenvolvido a partir da ECM (Rao Pattabhi et al. 2014).
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1.2 Métodos de Processamento

1.2.1 Técnicas de descelularizacdo
O processo de descelularizacdo emprega uma série de agentes e protocolos que

apresentam eficacia variada. Uma vez que a ECM é tecido-especifica, algumas caracteristicas do
material devem ser analisadas, como quantidade de células presente, densidade, teor de lipidios
e espessura, assim como a forma com que a descelularizagdo serd empregada, para garantir sua
maxima eficicia. E importante salientar que o processo n3o é totalmente eficiente e que
ocorrera a alteragOes no conteddo da ECM, assim como um certo grau de ruptura mecanica. O
método mais adequado para o material a ser desenvolvido deve buscar a minimizacdo desses
efeitos indesejaveis (Badylak et al., 2015).

Um protocolo de descelularizacdo geralmente é iniciado com a ruptura da membrana
celular utilizando tratamentos fisicos ou solu¢des iOnicas, seguida da separagdo dos
componentes celulares da ECM utilizando enzimas, solubilizacdo de componentes
citoplasmaticos e nucleares com detergentes e finalmente removendo os debris do tecido. Apds
a descelularizacdo, todos os residuos quimicos devem ser removidos para evitar resposta

adversa do hospedeiro (Gilbert et al., 2006).

1.2.1.1 Agentes quimicos
Acidos e bases causam a degradacdo hidrolitica de componentes do citoplasma e acidos

nucléicos, auxiliando em sua solubilizacdo. Como por exemplo, acido acético, acido peracético
(PAA), acido hidroclérico, acido sulfurico e hidréoxido de aménio®®. Bases, como por exemplo
hidréxido de calcio e hidroxido de aménio sdo comumente utilizadas para remover o pelo a
partir de amostras da derme durante as fases iniciais da descelularizacdo. No entanto, elas
podem eliminar completamente os fatores de crescimento da ECM e reduzir significativamente
propriedades mecanicas em relagdo aos agentes quimicos e enzimaticos, através da clivagem de
fibrilas de colageno e o rompimento de suas regides de reticulagao (Crapo et al., 2011; Young et
al., 2011).

Choque osmético com solugdes hipertdnicas e hipotdnicas, como agua deionizada, sdo
utilizadas para lise celular. SolucGes hipertOnicas sdo capazes de dissociar DNA de proteinas,
enquanto solugbes hipotbnicas podem causar a lise celular por efeitos osmoticos, com
alteragGes minimas em moléculas da matriz e da organiza¢do (Crapo et al. 2011, Gilbert et al.
2006, Young et al. 2011).

Os detergentes nao idnicos sdo usados extensivamente devido aos efeitos relativamente
brandos a estrutura do tecido. Detergentes ndo i6nicos sdao capazes de quebrar interagdes
lipideo-lipideo e lipideo-proteina, mas nao afeta interagdes proteinas-proteina, evitando a

perda de funcionalidade (Gilbert et al. 2006).
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Detergentes ionicos, sdo eficazes para solubilizagdo de membranas citoplasmaticas e
nucleares, mas tendem a desnaturar proteinas. Os mais utilizados sdo dodecilsulfato de sédio
(SDS), Triton X-200 e desoxicolado de sédio (Gilbert et al. 2006).

Detergentes zwitterionicos apresentam propriedade dos detergentes idnicos e nao
ionicos. Eles possuem maior tendéncia em desnaturar proteinas em relacdo aos nao idnicos
(Gilbert et al. 2006).

Solventes organicos, como fosfato de tri-n-butila (TBS), sdo utilizados para inativacdo de
virus no sangue, sem, no entanto, comprometer a coagulagdo. Entretanto, ele vem sendo
utilizado como agente caotrépico para descelularizacdo de tenddes e enxertos de ligamento

(Gilbert et al. 2006).

1.2.1.2 Agentes bioldgicos
O método enzimatico de descelularizagdo inclui o uso de proteases de digestdo (tripsina,

colagenase, lipase, dispase, termolisina e a-galactosidase), agentes quelantes de calcio e
nucleases. As enzimas podem proporcionar uma elevada especificidade para a remocdo de
residuos celulares ou componentes de ECM indesejaveis. No entanto, a remog¢do completa das
células por tratamento enzimatico por si sé é dificil e residuos de enzima pode prejudicar
recelularizagdo ou provocar uma resposta imunitaria adversa (Crapo et al. 2011, Young et al.
2011).

As nucleases (DNAases e RNAases) clivam as ligagGes internas das sequéncias de acidos
nucleicos e, consequentemente, ajudam na remoc¢do de nucleotideos apds a lise das células.
Enquantoisso, as exonucleases catalisam a quebra da ligacdo terminal de DNA e RNA acelerando
sua degradacdo (Crapo et al. 2011, Young et al. 2011).

A colagenase pode ser utilizada durante a descelularizagdo, mas apenas quando a
preservagao da estrutura nao é critica para a aplicacdo clinica pretendida. Lipases sdo utilizadas
para deslipidizagdo, mas normalmente o tratamento é insuficiente para remover todos os
lipidios quando usada sozinha (Crapo et al. 2011, Young et al. 2011).

Agentes ndo enzimaticos, como de quelantes (acido etilenodiamino-N,N,N’,N’-
tetraacético — EDTA e acido bis(2-aminoetil)etilenoglicol-N,N,N’,N’-tetraacético - EGTA) formam
uma estrutura circular que se liga firmemente com moléculas e isolam o ion metalico central
(Gilbert et al. 2006), ajudando na dissociacdo de proteinas da ECM através do sequestro de
cétions Ca%* e Mg?*, necessarios para a ligac3o do coldgeno a célula e da fibronectina ao receptor
Arg-Gly-Asp. Entretanto, sozinhos, eles ndao sdo suficientes para a remoc¢do de células
superficiais mesmo sob agitacdo, dessa forma, sdo utilizados em combinag¢do com enzimas

(Gilbert et al. 2006) ou detergentes (Crapo et al. 2011, Young et al. 2011).
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1.2.1.3 Agentes fisicos
Processamento por congelamento é uma forma eficaz de lisar células, uma vez que

cristais de gelo sdo formados, rompendo a membrana celular. Entretanto, a temperatura deve
ser controlada com cuidado para os cristais ndo romperem a ECM. Os contelidos membranosos
e intracelulares resultantes permanecem no tecido, sendo, dessa forma, necessdrio a utilizacao
de processamentos subsequentes para retira-los (Gilbert et al. 2006). Um Unico ciclo de
congelamento-descongelamento pode reduzir respostas imunitdrias adversas, tais como a
infiltracdo de leucdcitos em suportes ECM vascular e ndo aumentam de forma significativa a
perda de proteinas a partir de tecido de ECM. Esse tipo de processamento produz perturbacgdes
menores da estrutura ECM (Crapo et al. 2011).

Células na superficie de um tecido ou drgdo podem ser removidas por a¢do mecanica
(forca e pressao). Entretanto, esse método sé é eficiente para tecidos que ndo sdo
caracterizados como densa organizacdao de ECM. Para ampliar o leque de possibilidades, a acao
mecanica pode ser usada em combinacdo com enzimas, solucdo salina hipertonica ou agentes
guelantes (Crapo et al. 2011).

A pressao hidrostatica requer relativamente pouco tempo e pode ser mais eficaz do que
os detergentes ou enzimas para a remogao de células de vasos sanguineos e tecidos da cérnea,
embora a formagdo de cristais de gelo possa perturbar a estrutura da ECM (Crapo et al. 2011).

Impulsos elétricos de curta duracio (eletroporag¢do/sonicacdo) sdo aplicados em um
tecido, o que induz a formac¢do de microporos na membrana celular, levando-a a morte. A
agitacdo e sonicacdo podem ser utilizados simultaneamente com tratamentos quimicos na
promocgao da lise ou remocgdo do conteudo celular remanescente (Crapo et al. 2011, Gilbert et

al. 2006).

1.2.1.4 Avaliagéo
Mesmo apds inumeros procedimentos, ainda ha a possibilidade de encontrar material

residual na ECM, o que contribui para incompatibilidade do material com o hospedeiro. Embora
ndo seja possivel remover 100% de material celular, é possivel quantificar os componentes ainda
presentes (dsDNA, mitocondrias, moléculas associadas a membrana) e encontrar um limiar de
concentragdo suficiente para eliciar uma resposta negativa ao material (Crapo etal. 2011, Young
et al. 2011).
Os seguintes critérios sdo suficientes para considerar um material seguro:

® <50 ng dsDNA por mg ECM peso seco;

® <200 pb de comprimento de fragmentos de DNA,;

e falta de material nuclear visivel em cortes de tecidos corados com 4',6-diamidino-

2 fenilindole (DAPI) ou H&E.
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1.3 Biomateriais baseados em suportes de ECM
Diferentes tipos de nanofibras sao utilizados para uma ampla diversidade de estudos com

tecidos artificialmente fabricados, incluindo tecidos cardiovasculares, 6sseo e neural.
Entretanto, a maioria desses materiais sdo fabricados sinteticamente, enquanto uma pequena
parcela é composta de polimeros naturais hibridos com componentes sintéticos, que, por sua
vez, falham na tentativa de mimetizar a morfologia da ECM natural. Com o objetivo de replicar
os padrdes quimicos e biolégicos da ECM natural, pesquisadores adotaram a estratégia de
fabricar esses materiais através de tecido animal ou cultura celular in vitro (Badylak et al., 2015;
Xing et al., 2014).

Apesar de todos os materiais de origem natural mostrarem algum tipo de beneficio,
nenhum deles conseguiu apresentar uma estrutura fibrosa organizada da ECM, sendo essa uma
caracteristica crucial para simular o tecido e influenciar positivamente a resposta do hospedeiro.
Para conseguir esse tipo de estrutura, é possivel utilizar laminas celulares em combinacdo
tecnologia de microfabricacdo (Rao Pattabhi et al. 2014, Xing et al. 2014).

Outra alternativa para medicina regenerativa é a utilizacdo de células tronco embriondrias
(ESCs) semeadas em suportes bioldgicos, auxiliando na recolonizagdo celular. Apesar da
capacidade de diferenciar-se em diversos tecidos, as ESCs humanas apresentam uma questdo
ética e a possibilidade de rejeicdo imune apds transplante, fatos que dificultam sua utilizagdo.
Como alternativa, podem ser utilizadas células-tronco mesenquimais (MSC), que sdo células
multipotentes que podem ser obtidas de medula dssea, polpa dentaria e tecido adiposo (Higuchi
etal. 2012).

As caracteristicas das células tronco sdo reguladas ndo apenas pelas células, mas pelo
microambiente ao seu redor. Dessa forma, ao mimetizar o seu microambiente através de um
biopolimero é mais facil levar a célula a diferenciar-se para o tecido desejado, além de aumentar
o numero de células disponiveis para a reconstrucdo tecidual. Diversos fatores influenciam
nesse processo, como (a) proteinas solUveis como fatores de crescimento e citocinas; (b)
interacdo célula-célula; (c) interacdo célula-biopolimero e (d) fatores fisicos, como a rigidez no
material (Higuchi et al. 2012, Rao Pattabhi et al. 2014).

Formas alternativas de materiais de ECM, como pd ou gel, alterardo as propriedades
mecanicas do suporte, mas em contrapartida, podem garantir caracteristicas que facilitem ou
aumentem a aplicabilidade clinica, como a possibilidade de inje¢do do material, tornando o
processo minimamente invasivo (Badylak et al. 2015).

Laminas liofilizadas de tecidos descelularizados podem ser fragmentadas em uma ECM

em po, possuindo ainda algumas poucas caracteristicas da estrutura original. A formulagdo em
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pd tem a vantagem de poder ser utilizada para aplicacdo tdpica, em suspensdo ou combinada
sinteticamente com polimeros para criar um suporte hibrido (Badylak et al. 2015).

Alternativas para enxerto ésseo tais como a matriz dssea desmineralizada (DBM), tém
sido desenvolvidas para vencer as limitacdes do auto-enxertos e enxertos. O produto final da
desmineralizagdo é um pd que, por comodidade, é incorporado num veiculo biocompativel
viscoso que proporciona uma suspensdo estavel de particulas de p6 DBM (Gruskin et al., 2012).
Os veiculos mais utilizados sdo: hialuronato de sddio, carboximetilcelulose ou glicerol. Estudos
realizados com esses veiculos e DBM mostraram diferentes respostas osteogénicas, mas ndo se
sabe o motivo exato desse desvio. Podendo ser referente a quantidade de DBM que o veiculo
pode carregar e/ou a capacidade que o material tem de transportar as particulas até o local em
gue que encontra o defeito 6sseo (Wang et al., 2007).

Muitas vezes o método de aplicacdo de suportes rigidos de ECM pode causar mais danos
que beneficios ao paciente, devido a agressao tecidual proveniente da aplicacdo invasiva do
material. Para tornar o material mais versatil e adequado ao uso, seria interessante a utilizacao
de materiais na forma liquida ou em gel, que podem ser levados ao local da lesdo através de um
cateter ou uma agulha. A reologia do gel pode ser desenhada a fim de mimetizar a do tecido que
deve ser reconstruido. Outra vantagem da utilizacdo do material em gel estd nos métodos de
processamento, que minimizam ou evitam etapas de purificagdo, que podem remover os fatores
de crescimento e outras moléculas ativas da ECM, evitando alteracGes excessivas na
bioatividade da ECM nativa (Badylak et al. 2015).

Na busca por tratamentos alternativos que pudessem ser utilizados na regeneracao de
tecidos afetados por infarto no miocdardio, Seif-Naraghi e colaboradores desenvolveram um
hidrogel de ECM de miocardio ventricular porcino descelularizado e digerido parcialmente com
pepsina. Os resultados in vitro mostraram que o material promove a maturac¢do de hESC, sua
diferenciacdao em células cardiacas e sobrevivéncia das células progenitoras. Testes in vivo
utilizando modelo de roedor mostrou aumento na sobrevivéncia de cardiomidcitos apds 1
semana de inje¢ao do material, enquanto em modelo porcino, houve um aumento da area
muscular e em dreas de neovascularizagdo apds 3 meses de injecdo (Seif-Naraghi et al., 2010a,
2010b, 2013).

Apesar dos materiais desenvolvidos até entdo terem bons resultados referentes as
propriedades bioindutivas, muitos dele, principalmente géis baseados em colageno e ECM,
apresentam rapida taxa de biodegradacao, assim como baixa resisténcia mecanica, reduzindo a
aplicacdo do material (Ma et al. 2004). Com o objetivo de desenvolver um material com
propriedades mecanicas mais robustas que os desenvolvidos até entdao, Duan e colaboradores

utilizaram a estratégia de reticular coldgeno com acido adipico ativado com N-
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hydroxisuccinimida (NHS-AA) resultando em um gel com temperatura de desnaturagdo (Td)
acima de 36°C (aumento da Td é dose dependente ao NHS-AA). Além disso o mdédulo elastico
medido apresentou-se mais elevado que o mddulo viscoso, indicando que o material pode ficar
em contato por mais tempo com o organismo hospedeiro (Duan et al., 2014).

Na busca por um modelo in vitro que representasse de maneira mais fidedigna a
complexidade 3D da ECM cardiaca, Russo e colaboradores propuseram a utilizagcdo de géis ou
espumas derivadas de ECM ao invés da utilizagdo de matrizes 2D de coldgeno ou outros
componentes da ECM. Esse material até entdo utilizado direcionava erroneamente o
comportamento celular e consequentemente comprometia os resultados, dificultando a
translacdo do experimento in vitro para in vivo. O estudo realizado desenvolveu uma espuma de
ventriculo esquerdo porcino descelularizado (DLC) tratada de duas maneiras: (a) picada e (b)
digerida com a-amilase de Aspergillus oryzae; e em seguida reticuladas através da reducao de
temperatura, com o objetivo de aumentar a resisténcia do material. Foi analisada a
diferenciagdo celular na espuma, através de imunohistoquimica (IHC) de proteinas marcadores
e expressdo génica por RT-PCR. Foi encontrado que o material aumentou a taxa de diferenciacdo
em relacdo ao controle (colageno |), indicando que houve um desenvolvimento de um ambiente

mais permissivo a diferencia¢do celular (Russo et al., 2015).

1.3.1 Método de reticulagdo
Técnicas de reticulagdo podem ser utilizadas para aumentar a resisténcia mecanica do

material a fim de facilitar sua implantagdo no hospedeiro. O principio de reacGes de reticulacao
esta na modificacdo de cadeias poliméricas lineares ou ramificadas que sdo interligadas através
de ligacGes covalentes, produzindo um polimero de alta massa molecular. Diversos métodos
foram criados para realizar reticulagao fisica, quimica e enzimatica.

No caso das moléculas de ECM, a técnica gera hidrogéis, estruturas tridimensionais
gelificadas através da reticulagdo fisica ou quimica, sendo capazes de absorver grandes
guantidades de agua (Higuchi et al. 2012).

Reticulagao fisica pode ser induzido por irradiagao UV (foto reticulagao) ou exposicdo das
moléculas a fontes térmicas. Proteinas da ECM com propriedades termosensiveis de LCST
(temperatura de solugéo critica inferior) e USCT (temperatura de solugdo critica superior), como
colageno e gelatina sdo facilmente reticuladas através de sua dissolucdo em 3agua em
temperaturas especificas e formar géis a partir do aumento ou diminui¢ao dessa temperatura.
Entretanto, a maioria das proteinas e oligopeptideos derivados da ECM necessitam de outros
métodos de reticulacdo, como os descritos a seguir (Higuchi et al. 2012).

Foto reticulacdo é baseado na inducdo da formacdo de ligacdes duplas em presenca de

radiacdo UV. Moléculas derivadas da ECM apresentam grupos funcionais —OH, -NH, e — COOH,
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gue podem reagir com cloreto de acriloila, metacrilato de glicidila e metacrilato de 2-aminoetila,
incluindo ligagGes duplas a estrutura proteica, como exemplifica a Figura 2. A polimerizagao por
adicdo desta estrutura, induzido por luz, calor ou agente quimico, gera o reticulado (Higuchi et

al. 2012).

[ Reaction for the introduction of double bond I

Acryloyl chloride

(o]
- ﬂ Polymer-double
N~ bond
Polymer-OH
or + or
Polymer-NH, ﬁ
b Photo polymerization
o T .
Glycidyl Chemical
methacrylate polymerization
(o]
A ~__NH
Polymer-COOH + Y~ 07 "7 Hydrogel

2-aminoethyl methacrylate

Figure 2. Método de preparac¢do de hidrogel a partir da técnica de foto reticulagao (alterado
de (Higuchi et al. 2012)).

O tratamento com irradiacdo UV e tratamento térmico aumentam a resisténcia do
material igualmente, quando usam suportes de coldgeno. Para o processo, entretanto,
irradiacdo UV necessita de 15 min ao invés de 3 a 5 dias, quando comparado com o tratamento
térmico. Entretanto, luz UV sé é efetiva para suportes finos e/ou transparentes, que possibilitam
a passagem da irradiacdo pela estrutura (Badylak et al. 2015).

Hidrogéis de ECM também podem ser preparados através de reticulagdo quimica. Os
reagentes mais utilizados sdo acoplamento (N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida)/N-
hidroxisuccinimida (EDC-NHS), que promove a ligagdo de amino grupos como 4acidos
carboxilicos, suberimidato de 1,6-dimetila dihidrocloreto (DMS), diisocianato de hexametileno
(HDI), glutaraldeido e genipina, que produzem a ligacdo entre amino grupos. Atualmente o
glutaraldeido ndo é mais tdo comum para a preparacao de hidrogéis destinados a materiais para
medicina regenerativa devido a sua toxicidade. Para superar essa barreira a genipina estd sendo
mais estudada devido a sua baixa toxicidade. Entretanto, esses estabilizadores quimicos deixam
potenciais residuos téxicos no material. Uma alternativa a ligacdes covalentes é promover a
formacao de ligacdes i6nicas entre as moléculas de coldgeno. Isso pode ser alcancado através
de moléculas policatidnicas como quitosana, que formam ligagdes ibnicas entre os grupos amina
e carboxila do colageno. Essas ligacOes sdo fortes o suficiente para estabilizar o biomaterial. A

maior vantagem desse processo € a preparagdo em uma etapa, na qual a quitosana é misturada
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com o colageno antes do congelamento a seco, evitando a necessidade de novas lavagens, uma
vez que quitosana ndo é toxica (Badylak et al. 2015).

A transglutaminase pode ser usada para realizar reticulagao enzimatica para aumentar a
resisténcia enzimatica do material. A maior vantagem esta na abordagem da utilizagcdo de uma
técnica de polimerizagdo bioldgica na qual ndo ha residuos no material, eliminando o risco de

induzir efeitos citotoxicos (Badylak et al. 2015).
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2. Justificativa e Objetivos

2.1 Objetivo geral
Materiais destinados a reparacao tecidual devem apresentar propriedades mecanicas e

bioldgicas compativeis com o tecido danificado. Entretanto, a maioria dos produtos encontrados
no mercado falham na tentativa de mimetizar a funcionalidade da ECM, devido a sua
composicdo majoritariamente sintética. Com o objetivo de replicar seus padrdes quimicos e
bioldgicos iniciou-se a fabricacdo de materiais descelularizados derivados de fonte animal ou
cultura celular in vitro (Badylak et al. 2015, Xing et al. 2014).

Apesar dessa nova abordagem apresentar alguns beneficios de carater regenerativo,
nenhum deles possuia uma estrutura organizada como a da ECM, sendo essa uma caracteristica
crucial para uma resposta positiva do hospedeiro (Rao Pattabhi et al. 2014, Xing et al. 2014).
Adicionalmente, da agressdo do processo de implante de um suporte rigido, pré-moldado, que
em alguns casos, pode levar a danos teciduais desnecessdrios e inviabilidade clinica. Assim,
espera-se que 0s novos materiais desenvolvidos sejam menos agressivos, apresentados em
formas alternativas, como pé ou gel, proprios para processos de inje¢do.

Desta forma, o projeto busca desenvolver um hidrogel injetdvel, produzido a partir de
ECM digerida enzimaticamente e reticulada com derivados de PEG ou 4cido adipico,
possibilitando a criacdo de um material que apresenta uma estrutura mecanica mais rigida e

com menor taxa de degradagdo em relagdo aos materiais desenvolvidos até entdo.

2.2 Objetivos especificos
(a) produzir e caracterizar ECM descelularizada digerida a partir de matrizes descelularizadas

comerciais originadas de pericardio bovino, osso bovino e tenddo bovino. Esta digestdo foi

otimizada para as enzimas: colagenase, pepsina e tripsina;

(b) caracterizagdo dos digeridos de ECM quanto a sua atividade bioldgica, através de ensaios de

adesao, proliferacao e diferenciagdo celular;
(c) sintese de acido adipico NHS-ativado;
(d) estudo da reacdo de gelificacdo com agentes reticulantes comerciais e sintetizados;

(e) caracterizacéo fisico-quimica dos hidrogéis obtidos em (d).
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3. Material e Métodos

3.1 Reagentes
Tolueno, trietilamina, acetona, etanol (Synth), tetraidrofurano (THF) e éter etilico

(Sigma Aldrich) foram secos e previamente destilados.

N-bromossuccinamida (NBS) e N-hidroxissucinimida (NHS) foram recristalizados e
dimetil sulfeto (DMS) e poli(etileno glicol) (PEG) (Sigma Aldrich) foram secos antes de utilizados.

Cloreto de calcio anidro, pentéxido de fésforo, dcido acético glacial, sulfato de magnésio
(MgS0,), hidréxido de potassio (KOH), permanganato de potassio, acetato de etila (Synth),
hidreto de calcio (CaH,), hidréxido de sédio (NaOH), sulfato de ferro Il (FeSO,), sddio e magnésio
e iodo (Na°% Mg° e I, respectivamente) (Sigma Aldrich) forma utilizados na purificacdo dos
reagentes.

As peneiras moleculares de 4A (Sigma Aldrich) foram previamente ativadas a 300°C por
6 horas.

Acido adipico e 1-etil-3-(3-dimetil aminopropil) carbodiamida hidrocloridrico (EDC)
(Sigma Aldrich) foram utilizados na sintese dos reticulates conforme recebidos. Fucsina basica,
acido cloridrico, acetaldeido e bissulfito de sédio (Synth) foram utilizados na caracteriza¢do dos
reticulates sem purificacdo prévia.

A caracterizagao do perfil proted6mico das ECM foi feito utilizando os seguintes reagente
sem purificagdo prévia: ureia, tioureia, bicarbonato de amodnio (Synth), fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF), iodoacetamida (IAA), ditiotritol (DTT), acido trifluoroacético (TFA),
acetonitrila, acido férmico (Sigma Aldrich), tripsina modificada com grau de sequenciamento
(Promega) e discos de silica C18 (3M).

Os seguintes materiais foram utilizados no procedimento de digestdo enzimdtica sem
purificacdo prévia: patch de pericardio bovino HP (HpBio), tenddo de Aquiles bovino em po (Alfa
Aesar), matriz desmineralizada de osso bovino (Baumer), colagenase derivada de Clostridium
histolyticum, tipo IA, tripsina derivada de pancreas porcino, 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,-
diol (TRIS) (Sigma Aldrich), pepsina derivada de mucosa gastrica porcina (Alfa Aesar) e cloreto
de célcio (Synth). A caracterizacdo foi feita utilizando protein ladder page ruler prestained
SMO0671 (Invitrogen), ProteoSilver: Silver Stain Kit, QuantiPro BCA Assay, condroitina sulfato
derivado de cartilagem de tubardo, 1,9 - dimetil-metileno blue (DMMB) e glicina (Sigma Aldrich)
e padrdes de poliestireno (PS) (Aldrich/Waters).

Para cultura célular foram utilizados os seguintes materiais conforme recebidos:

Minimum essential medium Eagle, a modification (a-MEM), Minimum essential medium Eagle:
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Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12), soro fetal bovino (SFB), anfotericina B, penicilina,
estreptomicina (Gibco), dexametasona, 4acido ascdrbico, glicerofosfato, p-nitrophenyl
phosphate liquid substrate system, corante vermelho de alizarina, cloreto de cetilpiridinio,
formaldeido (Sigma Aldrich) e Alamar Blue (Invitrogen).

Gelatina tipo B derivada de pele bovina bloom 75, glutaraldeido, poli(etileno glicol)
diglicidil éter 500Da (PEGDG) (Sigma Aldrich) foram utilizados para produc¢do dos géis, sem

purificacdo prévia.

3.2 Métodos

3.2.1 Purificacdao dos reagentes
O tolueno foi pré-seco em cloreto de cdlcio, aquecidos sob refluxo na presenga de

pentdxido de fdsforo e, entdo, destilado. O armazenamento foi feito com peneiras moleculares
de 4A. O PEG foi purificado por destilagdo azeotrdpica de tolueno. O produto foi analisado em
Karl-Fischer (modelo KF Caulometer 831 Q Metrohm com solu¢do de Hidranal - Sigma Aldrich).
A N-bromosuccinimida (NBS) foi recristalizada de acido acético glacial. O dimetil sulfeto (DMS)
foi previamente seco de MgSQ, anidro. A trietilamina destilada de KOH, submetida a refluxo em
CaH,; por 18h e em seguida foi destilada sob refluxo. A acetona foi submetida a 4h de refluxo na
presenca de permanganato de potassio e em seguida foi destilada. A N-hidroxisuccinimida - NHS
foi recristalizada de acetato de etila. O THF foi submetido a refluxo com KOH e destilado de Na°.
Eter etilico foi tratado com FeSO., destilado de NaOH e em seguida de Na®. Etanol absoluto foi

preparado a partir de refluxo em Mg?/I1, e destilado (Armarego, W. L. F. and Perrin, 1996).

3.2.2 Sintese dos Dialdeidos derivados de PEG pela Oxidacdao de Corey-Kim
Para oxidagdo das extremidades hidroxilicas do PEG a aldeido foi utilizado a metodologia

proposta por Corey-Kim (Corey and Kim, 1972).

Em um baldo de fundo redondo com trés bocas, 0,06 mol de NBS foi dissolvido em
tolueno a 40°C. Em seguida, a solucao foi resfriada para 0°C e 0,1 mol de DMS foi adicionado.
Apds o surgimento de um precipitado branco, o baldo foi resfriado a -25°C e uma solucdo de
0,02 mol PEG e tolueno foi adicionado. A mistura permaneceu sob agitacdo por mais 2h, seguido
pela adi¢do de 0,06 mol de trietilamina em tolueno. O sistema foi entdo resfriado a temperatura
ambiente e o produto foi extraido em éter etilico e rotoevaporado. O produto foi caracterizado
por FTIR (Perkin ElImer, mod. Frontier) em pastilha de KBr.

Para identificagdo da presen¢a do grupamento carbonilico, foi utilizado o método
colorimétrico proposto por Stoward e Harris (Harris et al., 1984; Stoward, 1966), no qual o
reagente de Schiff em presenca de um aldeido muda a coloracdo da solucdo de alaranjado para

rosa.
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Para producao do reagente de Schiff, foi adicionado 0,1g de fucsina basica em 100mL de
agua a aproximadamente 100°C. Apds dissolucdo dos cristais, adicionou-se 1g de bissulfito de
sédio e ImL de HCl concentrado.

A leitura de absorbéncia foi feita com o Espectrémetro Cary 50 UV-vis (Varian/Agilent
Technologies) dentro do intervalo 500nm < A £ 620mm e comparado com a curva padrdo

utilizando acetaldeido.

3.2.3 Sintese dos Esteres Ativados de NHS
A sintese do éster de ativado de acido adipico foi realizada de acordo com a metodologia

de Chen (Chen et al., 2011), no qual o acido adipico é misturado com NHS na relacdo de 1:2,
utilizando acetona como solvente. Apds completa dissolugdo dos sdlidos, foi adicionado 2
equivalentes de EDC com 10% de excesso e a reac¢do foi deixada sob agitacdo por 24h a
temperatura ambiente.

Ao final da reacdo o produto foi seco em bomba de vacuo em seguida lavado com dgua

gelada para separar a ureia do éster.

3.2.3.1 Caracterizagdo dos reticulantes

3.2.3.1.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)
Para identificacdo dos grupos funcionais da molécula, foi utilizado espectroscopia de

infravermelho por transformada de Fourier no espectrometro Perkin EImer, modelo Frontier, da

Central Analitica do Instituto de Quimica. A amostra foi preparada em pastilha de KBr.

3.2.3.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
Andlise estrutural da molécula foi feita pela técnica de RMN de 1H, em equipamentos

Bruker 300MHz ou 500MHz, modelos AllI300 ou AllI500 da Central Analitica do Instituto de
Quimica da USP.

3.2.4 Digestao da ECM
Foi realizada a digestdo de tenddo bovino (ECMt), ECM 6ssea (ECMo - demineralized

bovine cortical bone) e ECM de pericardio (ECMp - bovine pericardium) om pepsina, tripsina e
colagenase.

Inicialmente, ECMp foi lavada trés vezes com PBS 1x, liofilizada e moida no moinho de
bolas Pulverisette 6 (Fritsch) por 5min com rotagcdo de 600 rpm. Em seguida, o material foi
lavado com salina 0,9% antes do inicio da reacao.

A metodologia de digestdo enzimatica foi baseada no protocolo proposto por Willians
(Williams et al. 2015), no qual a ECM foi adicionada em solu¢do enzimatica (1Img/mL) na
concentracdo de 10 mg/mL. A digestdo foi realizada a temperatura ambiente sob agitacdo
constante de 100 rpm em agitador de rotacdo orbital. O processo foi realizado de duas maneiras

diferentes: (1) de forma continua, na qual a ECM permaneceu em contato com a solugdo
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enzimdtica até total degradacao; e (2) em etapas, sendo interrompido nos tempos 1h, 3h, 6h,
8h, 24h e 72h.

Para digestdo com pepsina utilizou-se uma solucdo de 0,1M HCI (Seif-Naraghi et al.
2010a). Para digestdo com colagenase utilizou-se o tampdo TRIS-HCI 10mM com cloreto de

calcio 2mM e pH 7,4 (Sun et al., 2013). E para tripsina, utilizou-se PBS 1x (Ruggiero et al., 2013).

3.2.4.1 Andlise do produto de digestdo
Ao final do periodo estipulado para digestdo, o material foi centrifugado por 5 min a

10000 rpm e 5°C, para separar a por¢ao soluvel e insoluvel do material. O sobrenadante foi
coletado e caracterizado quanto a concentragdo de peptideos e glicosaminoglicanos (GAGs) em

solucdo, presenca de estruturas secundarias e padrdo de digestao.

3.2.4.1.1 Ensaio com corante azul de dimetilmetileno — DMMB
A quantificacdo de GAGs foi realizada através do ensaio de DMMB descrito no trabalho

de Zheng e Levenston (Zheng and Levenston, 2015).

Inicialmente foi preparado o reagente de DMMB: 8mmol de DMMB foi dissolvido em
5mL de etanol. Em seguida, foi adicionado a uma solugao contendo 40mM de glicina e 40mM
de NaCl e seu volume foi completado para 1L. Para finalizar o pH foi ajustado para 3.

Para leitura da absorbancia, 20uL de amostras foi adicionado em 200 pL do reagente
DMMB e analisado no leitor de micro-placas Infinite 200 Pro NanoQuant (Tecan) no

comprimento de onda A = 535nm e em seguida comparado com a curva padrdo de condroitina.

3.2.4.1.2 Ensaio de acido bicinchoninico - BCA
Para a quantificacdo de peptideos em solucdo, foi utilizado o kit QuantiPro BCA Assay

da Sigma-Aldrich, de acordo com as instru¢Ges do fabricante. A leitura de absorbancia foi feita
em A = 532nm utilizando leitor de micro-placas Infinite 200 Pro NanoQuant (Tecan). A curva

padrdo foi feita utilizando BSA.

3.2.4.1.3 Analise Estatistica
As analises de quantificacdo de peptideos e GAGs foram feitas em quadruplicata. Para

verificar a normalidade dos dados, foi realizado o teste de Shapiro-Wilk, seguido pelo teste T de
Student, para verificar a diferenca entre os dois grupos (digeridos diretos e em etapas). Para

ajuste de p-valor, foi utilizado o método de Bonferroni.

3.2.4.1.4 Dicroismo Circular
Antes da analise, as amostras digeridas foram filtradas com membrana de 0,22um da

MilliPore. Os espectros foram medidos utilizando o espectropolarimetro Jasco JW720. Foi
realizada uma varredura do comprimento de onda entre 190nm < A £ 300nm, velocidade de

20nm/min, accumulation de 3, fluxo de nitrogénio de 4L/min.
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3.2.4.1.4 Eletroforese em SDS-PAGE
Utilizou-se gel de SDS-PAGE (gel de empacotamento 4% e gel de resolugdo 12%) em

tampdo de corrida (24,8mM Trisma, 0,192M glicina e 0,1% w/v SDS) por 40 min a 200V. O gel
foi corado com o kit ProteoSilver Silver Stain. O tamanho e o nimero de bandas foram analisados
através da comparacdao com o marcador molecular Protein Ladder Page Ruler Prestained

SM0671.

3.2.4.1.6 Gel Permeation Chromatography
Os valores de massa molar ponderal média M~ w , massa molar numérica média M n, e

indice de polidispersividade (IPD, razdio M- w M n /) foram determinados através de
cromatografia por exclusdo de tamanho (Gel Permeation Chromatography, GPC) em um
cromatégrafo Viscotek 305 TDA (Malvern Instruments), equipado com detector triplo (indice de
refragdo com cela a 35°C, espalhamento de luz e viscosimetro), loop de 200 pL, bomba VE 2001
operando com fluxo 0,3 mL/min e utilizando tamp&o fostato 100mM com 0,3M NaCl como fase
movel.

Foi utilizada uma pré-coluna Shodex (KW-G 6B) conectadas em série com uma coluna
Shodex do modelo KW-803 (8x300 mm, limite de exclusdo de 1.000.000 g/mol). A calibracgdo foi
feita utilizando proteinas de massas molares conhecidas: Mw 14.300 Da (Lisozima), 25.000 Da
(a-quimiotripsina), 54.000 Da (lipoxidase monomero), 69.293 Da (BSA), 108.000 DA (lipoxidase),
138.586 Da (BSA dimero) e 207.879 Da (BSA trimero).

3.2.5 Andlise protedmica das ECMs

3.2.5.1 Preparagdo de amostra
As proteinas das amostras de ECMo, ECMp e ECMt foram solubilizadas em tampao ureia

(6M ureia/2M tioureia pH 8) em presenca de PMSF e centrifugadas por 10 min a 10000 rpm
(4°C) para separar os contaminantes. Em seguida foi realizada reduc¢do (5mM DTT por 25min a
56°C) e alquilagdo (14mM IAA - por 30 min no escuto a temperatura ambiente), quenching da
IAA livre (5mM DTT por 15min no escuto a temperatura ambiente). A amostra foi entdo diluida
na proporgdo 1:5 (v/v) em solugdo 50mM bicarbonato de aménio. Em seguida, a amostra foi
incubada por 16h com tripsina (1:50 w/w) a 37°C. A reac¢do enzimdtica foi interrompida
adicionando TFA na concentracgao final 0,4%, dessalinizadas em C18 (Empore, 3M) e secas em

speedvac (Flores et al. 2016).

3.2.5.2 Cromatografia Liquida Acoplada com Espectrémetro de Massas em Tandem (LC-
MS/MS)
As amostras de peptideos foram diluidas em acido férmico 0,1% e analisadas no

espectrometro g-TOf Maxis 3G (Brucker Daltonics) acoplado com o cromatdgrafo Nano LC
Acquity (Waters). Os peptideos foram separados em duas etapas: (1) a etapa de trapping foi

realizada utilizando a coluna nanoAcquity UPLC® 2G-V/MTrap Symmetry® C18 (180 um x 20 mm,
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5um), fluxo de 7 pL/min com acido férmico 0,1% por 3min; (2) durante a etapa analitica foi
utilizada a coluna nanoAcquity UPLC® BEH130 (100 um x 100 mm, 1.7um), gradiente de
acetonitrila (2-85%) em 0,1% de acido férmico em fluxo de 300 nL/min durante 85 min. A
voltagem do eletrospray (CaptiveSpray) foi de 2 kV e temperatura de 150°C. As andlises foram
realizadas em Full scan (m/z 300-1600), a resolucdo no equipamento foi ajustada para r= 60.000
e os 20 ions mais intensos, com carga > 2, foram isolados para um target-value de 5000 e
fragmentados por CID (dissocia¢do induzida por colisdo — normalizacdo de energia de colisdo de
35%). O limiar para acionar o MS/MS foi definido como 1000 contagens. Foi utilizada exclusdo
dindmica com limite de exclusdo de 500, duracdo de exclusdo de 60s e repeticdo de contagem

de 1 (Flores et al. 2016).

3.2.5.3 Andlise de bioinformdtica
A andlise dos dados brutos foi realizada inicialmente utilizando o algoritmo Andromeda

do software MaxQuant versdo 1.5.6.5 (Max Plank Institute of Biochemistry) para a identificacdo
de proteinas contra o banco de dados UniProt para Bos taurus, 23969 sequéncias, 25 de
setembro de 2017). Os parametros de buscas foram ajustados para maximo de dois missing
cleavages, erro maximo de 40ppm para buscas em MS e 0,01Da para MS/MS. As proteinas foram
identificadas por pelo menos 1 peptideo Unico.

O proteoma total foi analisado incluindo acetilagdo, oxidagdo e hidroxiprolina como
modificagdes varidveis e carbometilagdes como modificagbes fixas. Uma segunda analise foi
realizada para identificacdo de peptideos que possuissem uma ou mais das seguintes MPT: Cys-
Cys, Deaminacdo (N), Hidroxiprolina, Oxidacdo (M), Fosfoilacdo (P) e Sulfacdo (S) (Byron et al.,
2013). Para ambas as analises, a quantificacdo foi realizada pelo método /abel-free previamente
descrito e implementado no software MaxQuant (Cox et al., 2014). Os dados obtidos foram pré-
processados para eliminacdo de identificagdes de falso-positivos e proteinas contaminantes
usando o software Perseus versdo 1.3.0.4 (Max Plank Institute of Biochemistry).

Anotacdo funcional e identificacdo de proteina foi realizada utilizando o banco de dados
UniProt e Gene Ontology (GO) (Ashburner et al., 2000). O enriquecimento da analise foi
realizado com a ferramenta BiNGO (Maere et al., 2005) presente no Cytoscape (Smoot et al.,

2011).

3.2.6 Analise de Atividade Bioldgica in vitro
Para andlise de atividade biolégica da ECM digerida foram utilizadas células tronco

mesenquimais de medula dssea (BMMSC) na passagem 2 (cultivada com a-MEM), que foram
fornecidas pelo Centro de Terapia Celular (CTC) da Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo
Preto e células-tronco mesenquimais de dentes deciduos humanos (SHED) na passagem 14

(cultivada com DMEM/F-12).
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3.2.6.1 Preparacdo de Meio de Cultura
e Meio de proliferacdo padrdo: a-MEM ou DMEM/F-12 suplementados com 10%

de SFB, 0,25 pg/mL de anfotericina B, 100 U/mL de penicilina e 100 U/mL
estreptomicina;

e Meio osteogénico: dexametasona (100 nM), acido ascérbico (50 pg / mL) e B-

glicerofosfato (10 mM);

® Meio suplementado com ECM digerida: As amostras de digeridos de ECM

(digestdao continua e em etapas) foram liofilizadas e adicionadas no meio de
cultura nas concentragdes finais de 5 pg/ml, 25 pg/ml e 250 pg/ml. A solugdo

final foi filtrada com membrana de poros de 0,22um (Millipore).

3.2.6.2 Diferenciagdo Osteobldstica
MO-58 e SHEDs foram semeadas em placas de 24 pocos a uma concentracgdo de 3x10* e

5x10* células/poco, respectivamente, e cultivadas por 48h em meio de proliferacdo padrio.
Apds esse periodo, passou-se a utilizar o meio de cultura osteogénico suplementado com ECM
por mais 21 dias (meio osteogénico puro foi utilizado como controle). A cultura celular foi

mantida em uma atmosfera umidificada 95% ar e 5% CO; a 37°C.

3.2.6.2.1 Atividade da fosfatase alcalina (ALP)
A capacidade de osteogénica foi avaliada nos dias 9, 14 e 21, através da verificacdo da

atividade da enzima fosfatase alcalina. A metodologia utilizada seguiu as indicagées do
fornecedor (p-Nitrophenyl Phosphate Liquid Substrate System). No protocolo sugerido, as
células foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas no escuro por 30 min com 0,25mL de
substrato para ALP a 37°C. Em seguida, foi medida a absorbancia da solucdo usando A = 405nm

no leitor de micro-placas Infinite 200 Pro NanoQuant (Tecan).

3.2.6.4.2 Coloragdo vermelho de alizarina (ARZ)
Adicionalmente, foram realizados experimentos com o corante Vermelho de Alizarina,

capaz de detectar a mineralizacdo de fosfato de cdlcio nas células. Como descrito em Evans
(Evans et al., 2012), nos dias 14 e 21, as células foram lavadas duas vezes com PBS e fixadas por
20 min utilizando a solucdo fixadora. Em seguida, as células foram lavadas novamente com PBS
e incubadas com a solugdo corante por 5min. A seguir, a solu¢do foi removida, as células foram
lavadas e o material corado foi entdo diluido em a solucao de cloreto de cetilpiridinio por 1h, no
intuito de quantificar a mineralizagdo através da leitura de absorbancia usando A = 570nm.

e Solucgdo Fixadora: 10% formaldeido em PBS (v/v);

e Solugdo Corante: 1% Vermelho de alizarina (w/v) e 2% etanol absoluto (v/v) em agua,

pH 4,2;

e Solucgdo de cloreto de cetilpiridinio 10% (w/v);
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3.2.6.3 Ensaio de Proliferagdo Celular
Para o ensaio de proliferagao foi utilizada uma modificagdo da metodologia de Pattabhi

(Rao Pattabhi et al. 2014): MO-58 foram semeadas a uma concentrac¢do de 1x10* células/poco
em placas de 24 pocos e incubadas utilizando meio de proliferacdo padrdo suplementado com
ECM e como controle foi utilizado o meio padrao puro. A cultura celular foi mantida em uma
atmosfera umidificada 95% ar e 5% CO, a 37°C.

A quantificacdo da atividade metabdlica das células em proliferagao foi realizada nos
dias 3, 7 e 14. Nos quais, foram adicionados o reagente Alamar Blue a uma concentragao de 10%
(v/v) e incubadas novamente de 1h30 a 37°C. Ao final desse periodo foi feita a leitura da

fluorescéncia do composto em A = 590nm (Rampersad, 2012).

3.2.6.4 Ensaio de Adesdo Celular
O ensaio de adesao celular foi realizado em placas de 24 pocos, no qual MO-58 foram

semeadas 3x10* células/pocos e incubadas com meio de proliferacdo padrdo suplementados
com ECM. As células foram mantidas na estufa por 4h a 37°C e 5% CO2. Em seguida o meio foi
removido e a atividades metabdlica das células aderidas foi quantificada através do teste de

Alamar Blue, conduzido assim como descrito acima.

3.2.7 Producdo de Hidrogéis
A estratégia utilizada para o desenvolvimento do hidrogel é baseada na reticulacdo de

polimeros, que apresentam grupos funcionais terminais de alta reatividade capazes de ligarem-
se com grupos presentes nos residuos de aminoacidos. No caso, o alvo da ligagdo foram os
amino-grupos.

Devido ao tamanho reduzido dos peptideos em solucdo, o material digerido
(previamente liofilizado) foi misturado com gelatina tipo B derivada de pele bovina bloom 75,
para melhorar a capacidade de gelificagdo do material. A ECM digerida, juntamente com a
gelatina foram dissolvidas em PBS em banho-maria de 50°C.

Foram testadas diferentes concentracdo de gelatina e ECM, como descrito na Tabela 1,
utilizando duas abordagens: (1) mantendo a massa de gelatina fixa e adicionando ECM e (2)
mantendo a massa final de proteina inalterada. Com o intuito de identificar em qual delas as

propriedades mecanicas condizem com a aplicacdo desejada.

80mg gelatina + 10mg ECM 70mg gelatina + 10mg ECM

80mg gelatina + 20mg ECM 60mg gelatina + 20mg ECM

Tabela 1. Tipos de géis testados e as concentracdes de material proteico utilizado em cada um
deles.
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Imediatamente apds retirada do banho-maria, com a gelatina ainda liquida, foi
adicionado os seguintes reticulantes, a temperatura ambiente com: poli(etileno glicol) diglicidil
éter (PEGDG) 500Da, NHS-AA (solugdo saturada em DMSO) e glutaraldeido. A concentragdo de
reticulante em solucdo variou de 0 a 1:1 v/v para determinar a influéncia de sua concentracio
nas propriedades mecanicas do material. Em seguida, o material foi deixado em repouso a

temperatura ambiente para gelificagao.

3.2.7.1 Caracterizagéo Reoldgica do Gel
Para verificacdo das propriedades viscoelasticas do gel, foi realizado uma varredura de

amplitude (0,01Pa < tensdo (Tau) < 200Pa) utilizando frequéncia de 0,5Hz, para determinar o
intervalo de linearidade do material, no qual a resposta mecanica é constante, mesmo com
variacao da tensdo aplicada. Em seguida, com o valor de tensdo obtido no experimento anterior,
foi feita uma varredura de frequéncia (0,08 Hz < f < 15,92Hz), utilizando o equipamento Haake

Mars (Modular Advanced Rheometer System) 3 e geometria PP35 e measuring gap de 1Imm.
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4. Resultados e Discussoes

4.1 Digestao das ECMs
Dentro da area de medicina regenerativa, biomateriais na forma de suporte mostraram-

se capazes de aumentar a sobrevivéncia celular quando apresentam caracteristicas similares a
ECM do tecido no qual foi implantado. Entretanto, muitos deles sdo compostos por matrizes a
base de coldgeno, gelatina, peptideos de automontagem ou alginato, que possivelmente nao
possuem as propriedades bioindutivas ideais para o remodelamento tecidual. Dessa forma,
novas abordagens utilizando ECM descelularizada foram utilizadas, uma vez que ela apresenta
uma composicdo tecido-especifica de proteinas e GAGs (DeQuach et al. 2012).

Apds remocdo de acidos nucléicos e antigenos celulares, os biomateriais derivados de
ECM descelularizada sdo consideradas biocompativeis (Badylak 2007) e capazes de promover o
recrutamento celular para o local da lesdo, assim como migracao, proliferacdo e diferenciacdo
celular (DeQuach et al. 2012, Reing et al. 2009). Todavia, para diversos tipos de aplica¢do, o uso
de suportes intactos é clinicamente invidvel. Com o objetivo de tornar o material menos
invasivo, novas formulagGes e apresentacdes menos agressivas foram desenvolvidas, como pé
ou gel, obtidos a partir de digestdo enzimatica (DeQuach et al. 2012, Seif-Naraghi et al. 20103,
Wolf et al. 2012, Young et al. 2011) ou formacao fisica de um material pastoso (Cheng et al.
2009).

O objetivo principal desse projeto é a producdo de um hidrogel injetavel derivado da
digestdo enzimatica de ECM descelularizada e reticulada para obtencdo de melhores
propriedades mecanicas, assim como um maior tempo de meia vida do material no organismo

do hospedeiro.

Inicialmente foi feita a solubilizacdo das ECMs de duas maneiras diferentes: continua e
em etapas, para comparar o método tradicional utilizado na literatura (continuo) com uma nova
abordagem (em etapas) que busca preservar dominios funcionais de proteinas sinalizadoras
(fatores de crescimento), glicosaminoglicanos (GAGs) e glicoproteinas, que estdo ancoradas ao
esqueleto estrutural da ECM. Isto se deve ao fato de que a prolongada exposicdo a enzimas
proteoliticas, alta temperatura, agitacao e a 4gua podem levar a perda de atividade bioldgica do
material. Por sua vez, no processo de digestdo em etapas, evitam-se estes contratempos uma
vez que estes fatores de risco sdo removidos ao se interromper a reacdo. Para verificar a
eficiéncia do processo em etapas em relagao ao processo continuo foi feita a caracterizacdo dos
digeridos quanto a concentracdo de peptideos e GAGs em solucdo, padrdo de fragmentacdo e

presenca de estruturas secundarias.
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4.1.1 Quantificacdo de peptideos e GAGs
Através da quantificacdo de peptideos e GAGs em solugdo é possivel identificar o quanto

as peptidases, assim como os tipos de digestdo utilizados, alteram a ECM inicial. Pode-se observa
em qual delas hd uma maior preservacao de estruturas proteicas e de GAGs, responsaveis pelas
respostas bioldgicas que serdo analisadas posteriormente em estudos in vitro. Adicionalmente,
é possivel iniciar a caracterizacdo da ECMp, ECMo e ECMt quanto a potencial bioindutivo

correspondente a cada uma delas.

Para a quantificacdo de peptideos em solugao foi utilizada a técnica de BCA. Essa é uma
técnica colorimétrica, que identifica a presenca de ligacGes peptidicas em moléculas contendo
pelo menos trés residuos de aminodcidos, através da reducdo do Cu?* a Cu®, que por sua vez é
estabilizado por duas moléculas de acido bicinconinico, formando um complexo de coloragdo

violeta (A=562nm), como ilustrado na Figura 3.

NH; H:N
0= =0
NH_ NH c
0= .. =0 opper
NH, o o HN oM reduced
“cu® —_— and Cul*
NH .~° s, HaN electron
o= .- >'=0 released
NH NH
0= =0
NH; HN
Biuret Reaction Bicinchoninic Acid BCA-Copper
(BCA) sodium salt Reaction

Figure 3. Mecanismo de a¢do da técnica de BCA.

O mecanismo de ac¢do dessa reacdo é similar a reducdo do ion Cu?* pelo Biureto, devido

a sua similaridade estrutural com peptideos (Figura 4).
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Figure 4. Comparacdo estrutural entre Biureto e uma cadeia peptidica hipotética.
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A Figura 5 ilustra a concentracgdo final de peptideos apds a digestdo de ECMo, ECMp e
ECMt com pepsina, tripsina e colagenase, utilizando o tratamento continuo e em etapas. Foi
verificada a diferenca entre os tratamentos para cada uma das condi¢des de estudo (enzima x
substrato) utilizando o teste de Shapiro-Wilk, para verificar a normalidade dos dados, assim
poderia ser utilizado o teste-t de Student com ajuste p-valor pelo método de Bonferroni, para
verificar se os tratamentos sdo diferentes entre si. A analise mostrou que apenas a digestdo de
ECMt por colagenase ndo apresenta diferenca significativa entre os tipos de tratamento,

provavelmente devido ao curto periodo de digestdo de 3h.

ECMt ECMo
psina tripsina colagenase tripsina
ECMp

1

colagenase pepsina tripsina

Figure 5. Barplot da concentracdo de peptideos apds a digestdo de ECMt, ECMo e ECMp com
colagenase, pepsina e tripsina de forma continua (vermelho) e em etapas (azul). O asterisco (*)
indica a diferenca estatisticas dos tratamentos (tabela com p-valores presente no ANEXO I).

concentracdo (mgiml)
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Com excecgdo da digestdo de ECMt por colagenase, em todos ou outros casos observou-
se que a digestdo em etapas apresenta uma maior concentracdo de peptideos em relagdo a
digestdo continua. Uma vez que o racional da técnica é identificar ligagdes peptidicas, a maior
concentracdo de peptideos formada apds a digestdo em etapas pode ser interpretada como a
preservagdao de um maior numero de ligagGes peptidicas em relagdo a digestao direta, o que

indica que menos proteinas foram degradadas nesse processo.

A quantificagdo das GAGs foi feita através do ensaio de azul de dimetilmetileno
(Dimethylmethylene Blue, DMMB) e comparadas entre os diferentes substratos, enzimas e o
tipo tratamento aplicado na digestao, assim como apresentado na Figura 6. A quantificacdo das
GAGs é possivel devido ao fendmeno de metacromasia, no qual a coloragdo azul caracteristica
do DMMB ¢é alterada para rosa, quando o ele se liga eletrostaticamente a substratos
polianiénicos (Templeton 1988), como as por¢des O- e N- sulfatada da GAG. Essa alteragdo é
caracterizada pela diminui¢do da absor¢dao em picos préoximos a 590nm (banda (), associada a
presenca do dimero do corante, e 650nm (banda a), associada com a presenga do monoémero,
assim como aumento em 525nm (banda p). Quando os niveis de mon6mero e dimero em
solucdo sdo alterados devido a interacdo com moléculas carregadas, a absor¢do das bancas a e

B sdo reduzidas e a banda u aparece (Zheng & Levenston 2015).

Sendo assim, ndo é possivel determinar a presenca de GAGs que ndo possuem a porg¢ao
sulfatada, como é o caso do acido hialurénico. Entretanto, sua presenca no meio nao altera a
guantificacdo das demais. Além disso, fragmentos degradados apresentando dissacarideos ndo

sdo detectados (Farndale et al. 1982).

GAGs sdo polimeros de carboidratos de cadeia lineares que estdo presentes na
superficie celular e na ECM ligadas com proteinas, formando proteoglicanos. Sua capacidade de
interagir com um amplo leque de proteinas e sinalizadores celulares (quimiocinas, citocinas,
fatores de crescimento), faz com que as GAGs apresentem papel estratégico em processos como
regulacdo enzimatica, adesdo celular, crescimento, migracdo, diferenciacdo e coagulacdo
(Gandhi & Mancera 2008). Dessa forma, sua presenca no produto de digestdo foi considerada

como um indicador do potencial de atividade bioldgica do material.
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Figure 6. Barplot da concentracdo de GAGs apds a digestdo de ECMt, ECMo e ECMp com
colagenase, pepsina e tripsina de forma continua (vermelho) e em etapas (azul). O asterisco (*)
indica a diferenca estatisticas dos tratamentos (tabela com p-valores presente no ANEXO II).

A Figura 6 ilustra a concentragdo de GAGs em solucdo referentes as mesmas amostras
descritas acima. O mesmo tipo de analise estatistica foi realizada para a concentragdo de GAGs.
Assim, verificou-se que o tipo de tratamento empregado possui uma diferenca estatisticamente

significativa em todos os casos, sendo a digestdo em etapas superior a continua.

Como observado nas Figuras 5 e 6, o conteudo total de ligacbes peptidicas intactas e
GAGs presente apds digestdo em etapas é estatisticamente maior que no processo continuo,
mesmo sendo ambos derivados de uma mesma massa inicial de substrato. Isso indica uma maior

degradacdo do material de partida, sugerindo uma perda de atividade bioindutiva.
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4.1.2 Dicroismo Circular
Proteinas sdo formadas através da ligacdo de aminodcidos por uma reagdao de

desidratagdo catalisada no ribossomo, formando uma ligagdo amida entre os residuos. Dessa
forma, ela apresenta uma longa cadeia poliamida (cadeia peptidica) e uma sequéncia de cadeias
laterais, que apresentam diferentes propriedades, e sao capazes de realizar ligagcdes nao
covalentes (ligagdo de hidrogénio, atracOes eletrostaticas e atracdes de van der Waals) entre si.
Como resultado dessas trés interacdes, as proteinas enovelam-se e formam estruturas
tridimensionais variadas. Apesar de cada proteina apresenta uma sequéncia e um nimero de
aminodcidos diferentes, existem padrées comuns de enovelamento que sdo geralmente
encontrados na maioria delas. Sdo elas: folhas-p e a-hélices, resultantes da formacao de ligacdes
de hidrogénio entre os grupos N-H e C=0 da cadeia polipeptidica, sem envolver as cadeias

laterais (Alberts 2008).

Muitas proteinas ficam expostas ao ambiente extracelular, portanto para minimizar sua
desnaturagao elas sdo reticuladas covalentemente. A formacgado dessa ligagdo pode ocorrer entre
dois aminoacidos de uma mesma cadeia polipeptidica ou de cadeias diferentes, através de
pontes dissuleto (S-S) entre os residuos de cisteina. A ponte dissulfeto nao altera a conformacao
final da proteina, ela apenas é um recurso celular (é realizado por enzimas presentes no reticulo

endoplasmatico) para estabilizacdo da estrutura de menor energia (Alberts 2008).
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Figure 7. Esquema da reacdo de desidratacdo entre aminodcidos e formacdo da estrutura
primaria das proteinas. Enovelamento em padrdes bem determinados, devido a formacgao de
ligacbes de hidrogénio entre as cadeias peptidicas (estrutura secundaria), seguido por
enovelamento da cadeia (estrutura terciaria), obtido pela interagdo das cadeias laterais dos
residuos de aminoacidos. Em alguns casos, algumas proteinas se associam a outras para ter
funcdo bioldgica (estrutura quaternaria).



O dicroismo circular (DC) é definido como a diferenga da absor¢do da luz polarizada
circular no sentido horario e anti-horario, e ocorre quando uma molécula possui um ou mais
centros assimétricos (grupos de absorgdo de luz). Essa diferenca, resultando na rotagdo do plano
da luz, pode ser medida através de um espectrofotometro. Existem 20 aminodcidos diferentes
compondo uma proteina, sendo que, com exce¢do da glicina, todos apresentam centros
assimétricos. Dessa forma, essa técnica é especialmente utilizada para determinacdo de
estruturas secundarias de proteinas, sua conformacdo, resposta a alteragées ambientais e

interacGes com outras moléculas (Greenfield 2006).

Para proteinas, os croméforos mais comuns sdo as ligagcdes peptidicas (A < 240nm),
cadeias laterais de aminodacidos aromaticos (entre 260 e 320nm) e ligaces dissulfeto (banda
fraca aproximadamente a 260nm) (Kelly et al. 2005), assim como pode ser observado na Figura

8.
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Figure 8. Regides de absorcdo do espectro de DC e croméforos caracteristicos de proteinas.

Essas diferentes conformagBes espaciais entre os grupos amida determina
caracteristicas Unicas, que podem ser detectadas no espectro de DC. Por exemplo, a-hélice
apresenta bandas negativas em 222nm e 208nm, assim como uma banda positiva em 193nm.
Folha-B apresenta uma banda negativa em 218nm e uma banda positiva em 195nm. Poliprolina
tipo Il (PPIl) apresenta banda positiva aproximadamente em 220nm e outra negativa e 195nm.
Em contrapartida, proteinas desnaturadas apresentam uma banda negativa préxima a 195nm

(Sreerama & Woody 2004), como é possivel observar na Tabela 2.
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Tabela 2. Comparacgdo entra as principais estruturas secundarias identificadas pela técnica de
CD.

Os produtos de digestdo foram analisados quanto a presenca de estruturas secundarias
apds o tratamento continuo e em etapas, para verificar se ha preservagdao de estruturas
secunddrias e se elas sdo diferentes de acordo com o tipo de tratamento e enzima empregado.
Dessa forma é possivel identificar se as ECMs estdo mais ou menos degradadas e se alguma

porcdo ativa esta sendo preservada.
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Para digestdao em etapas ECMt com pepsina e tripsina (Figura 9.B e 9.C) hd a preservagdo
de PPIl na conformacado tripla hélice nas primeiras horas de experimento (1h, 3h e 6h), devido a
presenca da banda positiva aproximadamente em 220nm e outra negativa e 200nm. Essas
bandas sdo aparecem apds 8h de digestdo ou apds digestdao com colagenase, estando presentes
espectros de randon-coil (banda negativa proxima a 195nm), como pode ser observado na
Figura 9.A. Comparativamente, o espectro da digestao continua (Figura 9.D) apresenta bandas
de tripla hélice apenas apds digestdo com pepsina, caracterizado pela presenca do pico laranja
proximo a 200nm, indicando que a digestdo em etapas conseguiu preservar estruturas para a

digestdao com tripsina.
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C) Tripsina em etapas

—_—1h 3h &h Bh

D) Digestdo Continua

Figure 9. Espectros de DC para digeridos de ECMt apds digestdao em etapas com (A) colagenase,
(B) pepsina e (C) tripsina. Assim como (D) digestdo continua por colagenase (verde), pepsina
(laranja) e tripsina (rosa).

Assim como na digestdo em etapas de ECMt, os espectros de ECMo apés digestdo com
pepsina (Figura 10.B) mostram a preservac¢do de PPIl na conformagdo de tripla hélice (banda
positiva aproximadamente em 220nm e outra negativa em 200nm) nas primeiras horas de
experimento (1h, 3h e 6h). Essas bandas ndo estdo presentes apds 8h de digestdo com pepsina
ou apos digestdo em etapas com colagenase (espectros de randon-coil, banda negativa préxima
a 195nm) (Figura 10.A e 10.B). A digestdo com etapas com tripsina (Figura 10.C) apresentou na
primeira hora de experimento um espectro misto, com bandas de a-hélice, positiva abaixo de
200nm e de tripla hélice, com uma banda negativa préximo de 210nm e outra positiva proxima

de 220nm. Comparativamente, o espectro para digestdo continua (Figura 10.D) ndo mostra
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nenhuma estrutura secundaria integra, indicando que a digestdo em etapas conseguiu preservar

estruturas para a digestdo com tripsina e pepsina.
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C) Tripsina em etapas
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Figure 10. Espectros de DC para digeridos de ECMo apés digestdo em etapas com (A) colagenase,
(B) pepsina e (C) tripsina. Assim como (D) digestdo continua por colagenase (verde), pepsina
(laranja) e tripsina (rosa).

Diferentemente das duas outras amostras, a digestdo em etapas da ECMp com
colagenase (Figura 11.A) preservou estruturas de folhas f nos tempos 3h, 6h, 8h e 24h (uma
banda negativa em 218nm e uma banda positiva em 195nm. Para digestdo em etapas com
tripsina (Figura 11.C), em todas os pontos do experimento ha apenas banda positiva
aproximadamente em 220nm e outra negativa em 200nm, caracteristica de tripla hélice. O
espectro de pepsina (Figura 11.B), por sua vez, ndo apresentam picos de uma estrutura Unica, e
sim uma mistura de elementos. H4 uma banda positiva préxima de 220nm e uma negativa em

200nm, que sdo caracteristicas de tripla hélice; mas também ha uma banda positiva abaixo de
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200nm, que pode ser de folhas B ou a hélice. Comparativamente com a digestdo continua
(Figura 11.D), para todas as enzimas digestivas hd apenas uma banda positiva em
aproximadamente 220nm e outra negativa e 195nm, caracteristico de tripla hélice. Logo, para

colagenase e pepsina hd estruturas preservadas apds a digestdo em etapas que ndo ocorre na

digestdo continua.

A) Colagenase em etapas

B/mdeg

B) Pepsina em etapas
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C) Tripsina em etapas

B/mdeg

D) Digestdo Continua

B/mdeg

Figure 11. Espectros de DC para digeridos de ECMp apés digestdo em etapas com (A) colagenase,
(B) pepsina e (C) tripsina. Assim como (D) digestdo continua por colagenase (verde), pepsina

(laranja) e tripsina (rosa).

Proteinas fibrosas sdao abundantes no ambiente extracelular, compondo principalmente
a ECM, auxiliando na adesdo de células e outras proteinas para a formacdo dos tecidos. Os
colagenos sdo os principais constituintes da ECM e eles sdo formados por trés longas cadeias
peptidicas (cadeias a), que se enovelam uma na outra, formando uma tripla hélice no sentido
horario, conhecida como PPII. As cadeias a apresentam uma glicina a cada trés residuos (-Gly-X-
Y-), favorecendo o melhor empacotamento das cadeias a (menor impedimento estérico
oferecido pela glicina). X e Y podem ser quaisquer aminoacidos, entretanto, a posi¢do X costuma
ser ocupada por uma prolina, por conta de sua estrutura em anel que estabiliza a hélice, e Y

hidroxiprolina (Alberts 2008, Shoulders & Raines 2009).
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Devido a inser¢cdo de grupos hidroxila em prolinas e lisinas (hidroxiprolinas e
hidroxilisinas) das cadeias a, é possivel a formacdo de ligagdes de hidrogénio entre cadeias,
ajudando a estabilizar a estrutura de tripla hélice, também conhecido como tropocolageno (TC).
As moléculas de TC podem ligar-se uma as outras de maneira hierdrquica, para formacao de
fibras macroscopicas resistentes, observadas em 0sso, tensdo e membrana basal (Alberts 2008,
Shoulders & Raines 2009).

De acordo com os resultados observados nas Figuras 9, 10 e 11, é possivel verificar que
em todas as amostras de ECM utilizadas ha proteinas da familia do coldgeno, devido a presenca
de PPIlI (motif caracteristico dos colagenos) em pelo menos um tipo de digestdo analisado (1)
ECMt: digestdo continua com pepsina e digestdo em etapas com pepsina e tripsina; (2)ECMo:
digestdo em etapas com pepsina e tripsina; (3) ECMp: digestdo continua com pepsina, tripsina
e colagenase, assim como digestdao em etapas com pepsina e tripsina.

Sabendo que uma molécula de coldgeno é composta por Gly-X-Y (Alberts 2008,
Shoulders & Raines 2009), é esperado que a digestdo com colagenase tenha sido a que menos
apresentou fragmentos que possam ser identificados como provenientes do colageno (PIl). Uma

vez que seu mecanismo de catalise cliva a por¢do N-terminal de qualquer residuo ligado a glicina.

4.1.3 Padrao de fragmentacao
O padrdo de fragmentacdo das ECMs apds digestdo foi analisado através de géis de

eletroforese em SDS-PAGE corado com prata, com o objetivo de verificar a distribuicdo de
massas dos fragmentos. Assim seria possivel determinar qual enzima é mais ou menos eficiente
na degradacdo das ECMs, tal como qual delas é mais especifica em suas clivagens. Fora a possivel

identificacdo de bandas exclusivas de uma ECM.

Tanto para digestdo continua quanto para digestdo em etapas, o perfil do gel foi o

mesmo, por esse motivo, apenas o gel da digestdo em etapas (Figura 12) foi apresentado abaixo.
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Figure 12. Gel de SDS-PAGE do produto de digestdao em etapas de (A) ECMt com tripsina, (B)
ECMt com colagenase, (C) ECMt com pepsina, (D) ECMp com tripsina, (E) ECMp com colagenase,
(F) ECMp com pepsina, (G) ECMo com tripsina, (H) ECMo com colagenase e (I) ECMo pepsina.

E possivel verificar pelo gel que os produtos de digestdo da colagenase (12.B, 12.E e
12.H), independente do substrato utilizado, apresentam maior quantidade de bandas definidas
distribuidas entre 130kDa a 10kDa, indicando uma maior degradacdo controlada das amostras
e sugerindo que o maior componente das trés ECMs é o colageno. O gel apresenta bandas
algumas bandas entre 68 e 130kDa (Eckhard et al. 2009, Matsushita et al. 1999), que podem ser
referentes a colagenase em solugdo, entretanto ndo é possivel determinar se ha ou ndo

sobreposicdao com as bandas dos peptideos.

Para tripsina (12.A, 12.D e 12.G), ha poucas bandas evidentes, indicando uma maior
seletividade na clivagem. A banda mais evidente, préxima de 23kDa pode ser referente a tripsina
em solugdo. Entretanto, ndo é possivel ter certeza pois a tripsina sofre autélise, por conta do
seu mecanismo de catdlise. A tripsina catalisa a hidrolise de ligagdes amida, na qual a parte
carbonilica é proveniente de lisinas ou argininas. Entretanto, como na prépria tripsina ha 14
lisinas e 2 argininas, ela se trona substrato de reagdao e é, consequentemente, degradada

(Vestling et al. 1990).
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A pepsina foi a Unica enzima que apresentou padrdes de fragmentacdo diferentes para
cada um dos substratos. Para ECMt (12.C) quase ndo ha bandas bem definidas, existindo apenas
um rastro continuo, indicando a presenca de fragmentos de diversas massas moleculares. Para
ECMp (12.F) ouve a formacdo de apenas duas bandas evidentes (proximo de 70kDa e 55kDa),
assim como um rastro acima de 55kDa e abaixo de 17kDa. Para ECMo (12.1) ha rastros acima de
45kDa, entre 43kDa e 26kDa e uma banda grossa préxima de 10kDa e outra préxima de 20kDa.
A pepsina possui massa molecular de 35kDa, entretanto essa ndo é uma banda que pode ser

observada no gel.

Além disso, observa-se que ha a presenca de bandas no gel de empacotamento, assim
como em sua interface com o gel de resolugdo, indicando que fragmentos de proteina acima de
170kDa foram formados em todos os experimentos. Além disso, em todas as amostras ha uma
forte banda em 10kDa, assim como rastros abaixo dessa massa, indicando que houve a formacgao

de peptideos pequenos, incapazes de ser quantificados pela técnica.

Entretanto, essa metodologia apresenta baixa sensibilidade e para melhor compreender
o conteldo digerido quanto ao tamanho de peptideos. Dessa forma, as amostras foram
analisadas por Gel Permeation Chromatografy (GPC). Foi possivel verificar a massa molecular

média das bandas de maior intensidade, como apresentado na Tabela 3.

Digestdo enzimatica
Substrato Colagenase Pepsina Tripsina

Direta(Da) Etapas(Da) Direta(Da) Etapas(Da) Direta(Da) Etapas (Da)

ECMt 94.700 15.200 14.600 19.500 16.300 27.000
21.700 14.400 14.300

ECMo 15.900 119.700 16.000 16.100 14.500 14.600
14.200 14.500 14.500

ECMp 121.900 24.300 14.300 18.000 14.700 19.300
16.800 14.600 14.400 14.300
14.300

Tabela 3. Anélise de GPC das amostras de ECM digeridas, mostrando o Mw aproximado dos
picos de maior intensidade.

Diferentemente do esperado e dos resultados obtidos pela técnica de eletroforese, a
andlise de GPC mostrou um espectro com poucos picos, sugerindo que poucos fragmentos
estavam em concentragdo suficiente para poderem ser detectados pelo equipamento. De

acordo com a Tabela 3, o tipo de digestdao empregado afeta os tipos de fragmentos obtidos,
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entretanto o tratamento em etapas ndo necessariamente gerou peptideos maiores. Em geral, o
Mw obtido ficou entre 20kDa e 14kDa para a maioria das amostras, com alguns poucos picos de

alto Mw entre 95kDa e 122kDa.

4.2 Analise protedmica das ECMs
A ECM é composta por uma rede complexa de proteinas fibrosas, proteinas sinalizadoras,

glicoproteinas e proteoglicanos, que juntos concedem a esse material propriedades mecanicas
e bioindutivas (Hynes 2009). Ou seja, ela atua como suporte, facilitadora da difusdo de
nutrientes e metabdlitos, e reservatério de moléculas capazes de desencadear cascatas de
sinalizagdo para ativagdo ou inibicao de traducdo proteica (Bonnans et al. 2014, Hoshiba et al.
2016, Samiric et al. 2009). Ela é produzida, secretada e degradada localmente pelas células que
estdo em equilibrio dindmico com seu microambiente (Badylak 2007), sendo assim, remodelada
constantemente de acordo com as necessidades celulares (Xing et al. 2015).

Uma vez que os componentes da ECM variam de tecido para tecido, assim como a
guantidade de cada um deles (Bonnans et al. 2014, Hoshiba et al. 2016, Samiric et al. 2009),
através da identificacdo de suas proteinas é possivel sugerir como as células ali aderidas
interagem entre si e com o seu microambiente, assim como os seus requerimentos bdsicos para
sobrevivéncia. Com esse objetivo, foi realizada o estudo do perfil protebmico das ECMs. Os
dados brutos gerados pelo espectrometro g-TOf Maxis 3G foram tratados com o software
MaxQuant para identificacdo das proteinas e seu resultado foi pré-processado com o software

Perseus, a fim de eliminar falsos-positivos e proteinas contaminantes.

Devido ao fino controle metabdlico que a ECM oferece, para as proteinas tornarem-se
componentes funcionais da ECM, muitas delas precisam passar por controles transcricionais
(replicagao de exons, splicing alternativo), traducionais e pés-traducionais. Por exemplo, o
colageno, maior constituinte da ECM, possui indmeras MPT, como hidroxilagdo de residuos de
prolina e lisina, clivagem de pré-peptideos e reticulacdo através de lisil oxidases (Alberts 2008,
Byron et al. 2013, Myllyharju & Kivirikko 2004). Desta forma, para tornar a analise mais robusta,
foi incluindo as MPT mais recorrentes nos componentes da ECM até entdo presentes na
literatura. Assim como: pontes dissufeto (Cys-Cys), deaminag¢do (N), hidroxiprolina, oxida¢do
(M), fosfoilacdo (P) e sulfagao (S) (Byron et al. 2013).

Apds o pré-tratamento no software Perseus, foram identificadas 173 proteinas, sendo
estas distribuidas entre ECMt, ECMo e ECMp de acordo com o Diagrama de Venn na Figura 13.
Como esperado, a andlise shotgun revelou que as trés ECMs apresentam protedmas diversos,

uma vez que elas sdo originais de tecidos diferentes. Duas delas foram identificadas em comuns
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nas trés ECMs, referentes a proteinas estruturais (colageno alfa-1(l), coldgeno alfa-2(l)). O
prote6ma da ECMp mostrou um perfil proteico mais complexo (94 proteinas identificadas) que
de ECMt (48 proteinas identificadas) e ECMo (35 proteinas identificadas). Indicativo que o papel
funcional das proteinas é especializado para cada tipo de tecido (Alberts 2008, Bonnans et al.

2014, Hoshiba et al. 2016, Samiric et al. 2009).

ECMo

46 33

92

Figure 13. Diagrama de Venn das proteinas identificadas em ECMt, ECMo e pericardio ECMp
por andlise de Espectrometria de Massas, baseada na abordagem protedmica shutgun.

A lista de todas as proteinas identificadas (sem pré-tratamento), assim como o resultado
da andlise baseada nas MPT constam nos anexos (Anexo Ill, Anexo IV). Foram identificados 183

peptideos no proteoma total, e 123 peptideos na andlise com MPT.

4.2.1 Anotacao funcional e enriquecimento da andlise do proteoma total
Para predicao de processos bioldgicos, redes génicas e rotas metabdlicas, é necessario

inicialmente identificar produtos génicos (RNAs ou proteinas) através de analises Omicas,
identificar a funcdo de cada um deles utilizando anotacao funcional e por fim, determinar genes
que pertencem aos mesmos grupos ontoldgicos conhecidos para identificacdo de regides
funcionais ou grupos de relevancia bioldgica, pela analise de enriquecimento.

O resultado da anotacdo funcional das duas listas de proteinas identificadas, proteoma

total e da andlise com MPTs esta presente em Anexo Ill e Anexo IV, respectivamente.
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A anotacgdo funcional foi realizada utilizando o banco de dados presente no Gene
Ontology Consortium (http://www.geneontology.org), que é composto por dois componentes
principais: a) o Gene Ontology (GO), que disponibiliza uma estrutura de fungGes bioldgicas e a
relacdo entre eles, na forma de “termos” que podem ser utilizados por todos os organismos. O
GO apresenta trés estruturas hierarquicas, que compreendem: fungdao molecular, componente
celular e processo bioldgico; b) GO annotation, que relaciona o produto de um gene com uma
categoria ontoldgica pré-determinada pelo GO. Além disso, é possivel realizar a analise
enriquecida dos dados (GO enrichment analysis tool), ou seja, identificar termos do GO que
estdo estatisticamente mais ou menos representados nos grupos de dados anotados
previamente, para auxiliar na integragdo e visualizagdo dos dados (Ashburner et al. 2000).

Outra alternativa para analise de enriquecimento é a utilizagdo do Biological Networks
Gene Ontology tool (BiNGO) (Maere et al. 2005), um aplicativo semelhante ao GO enrichment
analysis tool, que estad presente no Cytoscape (plataforma open-source para visualizagdo de
redes de interagBes moleculares e integracdo com dados funcionais derivados de analises
Omicas (Shannon et al., 2003)).

A analise de enriquecimento de dados de Anexo lll e Anexo IV foi realizada utilizando o
BiNGO, e estdo apresentadas em Anexo V e Anexo VI. A mesma andlise foi realizada para a lista
de proteinas identificadas em cada uma das amostras de ECMs (Anexo VII, VIII e IX), a fim de
determinar suas especificidades. Dados experimentais e tedricos para proteinas especificas
foram analisados utilizando a Plataforma Integrity (Thomson Reuters).

Como apresentado na Figura 13 e nos Anexo lll e Anexo IV, o perfil proteomico de cada
uma das ECMs é Unico e bastante diverso. Entretanto, a analise de enriquecimento dos termos
do GO apresentados em Anexo VII, VIII e IX, mostra que os termos de maior significancia nas
trés amostras sdao “morfogénese da pele” (GO_ID: 43589) e “desenvolvimento de epiderme”
(GO_ID: 8544), que estdo associados a presenca de colageno alfa-1(l) e colageno alfa-2(l) nas
trés ECMs analisadas (Unicas proteinas em comum).

Colageno tipo | é o componente mais abundante nos tecidos conectivos, e esta
organizado em estrutura fibrilar. Ele é um heterodimero composto por trés cadeias
polipeptidicas, duas unidades de colageno alfa-1(I) e uma unidade de colageno alfa-2(l),
codificados pelos genes COL1A1 e COL1A2, respectivamente (Bodian et al.,, 2008). A
configuracdo em tripla-hélice é estabilizada através de ligacGes de hidrogénio intramoleculares
entre as hidroxilas presentes nos residuos de hidroxiprolina (Berg and Prockop, 1973; Weis et
al., 2010). Além de estabilizar a estrutura terciaria da proteina, a presenca de MPT é necessaria
para promover a ligacdo de integrinas, uma vez que MPT estdo nos collagen receptor integrin

binding motif (Sipila et al., 2018).
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Durante a formacao das fibrilas de colageno, os residuos de lisina sdo deaminados pela
enzima lisil oxidase (LOX) para formar residuos contendo grupos aldeidos (a-aminoadipic acid-
6-semialdehyde), ao mesmo tempo que residuos de tirosina sdo oxidados. Esses grupos de alta
reatividade iniciam a reticulacdo intra- e intermolecular para aumentar a resisténcia
biomecanica da fibrila (Yamauchi and Shiiba, 2008; Yamauchi and Sricholpech, 2012). Além da
regulacdo molecular, a resisténcia do scaffold regula a proliferacdao celular, viabilidade,
motilidade, diferencia¢do, assim como o grau de adesdo das células na matriz (Wells, 2008).
Apesar da regulagdo desses mecanismos ser ainda desconhecida, estudos realizados por Vora e
colaboradores relacionaram deaminacdo N-terminal com supressdo de tumores e inibicdo de
proliferagao celular (Vora et al., 2010).

Por ser a proteina de maior abundancia nos vertebrados e por apresentar um papel
crucial na alteracdo da forca ténsil em ossos, pele, tenddo e vasos sanguineos, era esperado que
a anadlise protedmica das trés ECMs apresentassem colageno alfa-1(l) e coldgeno alfa-2(l)
contendo MPT (Figura 14). A presenca de sitios de deaminagdo e oxidagdo e ambas as moléculas,
indicam que as cadeias peptidicas estavam reticuladas, aumentando a forca tensil das fibrilas
(Acevedo-Jake et al., 2017; Yamauchi and Shiiba, 2008; Yamauchi and Sricholpech, 2012).
Enquanto hidroxiprolina foi identificado apenas em coladgeno alfa-1(I) e fosforilagdo foi
detectado apenas em colageno alfa-2(l).

A fosforilagdo do coldgeno pode ocorrer antes dele ser secretado para o meio
extracelular, alterando seu enovelamento, transporte e interagdo com outras proteinas
presentes na ECM. Ou apds secrecdo, por meio de proteinas quinases do meio (PKA, PKC, CKIl)
ou secretadas pela via ER-golgi (VLK e FAM20C). Sendo assim, a fosforilagdo atua como um
mecanismo reversivel para remodelamento da ECM, através da alteracdo da estabilidade da
estrutura de tripla-hélice (grau de fosforilacdo é diretamente proporcional a estabilidade) e
alterando propriedades de ligacdo do colageno com outras moléculas e regulando seu
processamento, degradacdo e transducdo de sinal (Acevedo-Jake et al. 2017, Yalak & Olsen
2015). Por exemplo, fosforilagdo préxima a sitios RGD (Arg-Gly-Asp, reconhecido por integrinas)
interferem na adesdo celular (Yalak and Olsen, 2015).

Além disso, na ECMt foram encontradas versdes ndo modificadas de colageno alfa-1(1)
e colageno alfa-2(l).

Como apresentado na Figura 14 e no Anexo IV, ECMo apresenta apenas uma proteina
contendo MPT, coldgeno alfa-1(XI). Essa cadeia faz parte da composicdo do colageno tipo X,
composto por trés cadeias peptidicas (alfa-1(Xl), alfa-1(XI) e alfa-1(ll) que sdo processadas para

formacdo da molécula de colageno madura, arranjada na forma de longas fibrilas. Ele esta
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presente principalmente em cartilagens e auxilia a manter o espagamento e didmetro de outras
fibrilas de colageno, como o tipo Il.

Para ECMt, foram identificadas duas cadeias de colageno, colageno alfa-1(ll) e colageno
alfa-2(V), ambas possuindo hidroxiprolina. Colageno alfa-1(ll) confere estrutura ao tecido
conectivo e resisténcia a compressdo, enquanto colageno alfa-2(V) auxilia e regula a formagdo
fibrilas de coldgeno tipo |, além de apresentar sitios de reconhecimento para heparina.

Para ECMp, foram encontradas proteinas, as estruturais, como colageno alfa-3(Vl),
colageno alfa-1(lll), prolargina, lumicam.

O coldgeno alfa-3(VI) que apresenta diversos sitios de gligosilagdo na por¢cdo N-termina.
O colageno do tipo VI esta envolvido na fibrilogénese ramificada da ECM, que estd em contato
direto com fibras musculares, além de mediar o ancoramento da membrana basal ao tecido
conectivo, através da interacdo com coldgeno do tipo |, Il, XIV, perlecam, elastina, fibronectina,
decorina e biglicam (Lampe and Bushby, 2005). O colageno alfa-1(lll), com sitios de
hidroxiprolina, contribui para a formac¢do do trimero de coldgeno tipo lll. Ele apresenta uma
estrutura fibrilar de baixa resisténcia e esta presente em fases iniciais de cicatriza¢do, sendo logo
substituidas por fibrilas de colageno tipo I. Quando associadas ao colageno tipo I, apresentam
uma proporcdo de 4:1 (Brown et al., 2017; Stadelmann et al., 1998; Stumpf et al., 2001).

Lumican é um SLRP. Ela apresenta formato de ferradura, o que favorece sua ligacdo
entre as fibrilas de coldgeno no mesmo sitio que a fibromodulina, mantendo-as aparte. Esta
envolvida em fibrilogénese, migracdo celular e reparo tecidual (Scott, 1996; Svensson et al.,
2000). Prolargina, ou proline arginine-rich and leucine-rich repeat protein, liga-se ao perlecan,
colageno tipo | e Il, estando assim associada a formacéo de fibrilas (Bengtsson et al., 2002).

Entretanto, foram encontradas proteinas que apresentam fung¢des de remodelamento
tecidual, como a fibromodulina e o mimecam.

A fibrimodulina possui sitios de oxida¢do. Essa proteina apresenta um core proteico
ligado covalentemente com GAGs (42 — 80kDa) e é representante da classe |l de small leucine-
rich proteoglycans (SLRPs). Esta associada a fibrilogenese do coldgeno, reprogramacao celular e
regulacdo de miostatina durante a diferenciacdo de células musculares satélites (CMS) em
mioblastos, através da via TGF-B. Também atua no recrutamento de CMS em regides
danificadas, além de estimular crescimento e migracdao de células endoteliais, assim como a
formacdo de rede capilares durante a angiogénese, através do aumento da expressdo de
colageno | e lll, VEGF e angiopoietina-2 (Ang-2) (Jan et al., 2016; Lee et al., 2018).

Mimecan (osteoglicina) € um SLRP que induz formagdo dssea em conjunto com TGF-B1
e 2. Além disso esta envolvida no crescimento celular, angiogénese, cicatrizacao de células

musculares lisas vasculares e fibrilogénese (Cao et al., 2015; Tasheva et al., 2004).
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Figure 14. Diagrama de Venn das proteinas contendo MPT identificadas em ECMt, ECMo e ECMp
por analise de Espectrometria de Massas, baseada na abordagem protedmica shutgun.

Apesar de existir termos GO enriquecidos semelhantes entre as ECMs, devido as
singularidades existem entre os tecidos, existem inUmeras proteinas que demonstram que as
ECMs possuem papeis funcionais diferentes na biogénese do tecido e na sua manutencgdo. A
ECMt e ECMt apresentam uma composi¢do protedmica mais focada na capacidade estrutural e
arquiteténica do tecido, apresentando propriedades de resisténcia tensil e a compressdo. Em
contrapartida, a ECMp apresenta um perfil funcional mais abrangente, possuindo proteinas
estruturais, assim como proteinas de diferenciacdo celular, regeneragdo e reparagdo tecidual.
Sugerindo entdo que, para um papel de indugdo regeneracdo, a ECMp é a amostra mais

promissora.

4.3 Andlise da Atividade Bioldgica
Estudos realizados anteriormente pelo grupo utilizando digeridos de ECMt, ECMo e

ECMp com tripsina, pepsina e colagenase sugerem que a ECMp é a matriz que apresenta maior
potencial osteoindutor. Juntamente com a determinacdo do perfil protedbmico de cada uma das

ECMs utilizadas, e a verificacdo de uma maior diversidade de proteinas sinalizadoras presentes
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na ECMp, os testes in vitro foram realizados exclusivamente com os digeridos derivados de

pericardio.

Para realizacdo dos experimentos in vitro utilizou-se células tronco mesenquimais
(MSCs), devido sua diferenciagdo para linhagens osteogénicas, habilidade de secretar fatores
tropicos que auxiliam no reparo de fraturas e sua capacidade de auto — renovagdo. Essas
caracteristicas foram inicialmente identificadas em células tronco mesenquimais derivadas de

medula dssea (BMMSC) (Fanganiello et al., 2015).

Apesar de diversos relatos a respeito do potencial regenerativo de MSCs, seu
mecanismo ainda nao é totalmente compreendido e validado, uma vez que ja foi observado uma
heterogeneidade de células derivadas de um mesmo tecido e de tecidos diferentes, levando a
variacdo no potencial regenerativo do material (Anderson et al., 2013). Dessa forma, para
entender como os digeridos de ECM influenciam o metabolismo celular, foram escolhidas duas
linhagens de MSCs de tecidos diferentes: células-tronco mesenquimais de dentes deciduos

humanos (SHED) e células mesenquimais derivadas de medula 6ssea (BMMSC — MO-58).

BMMSCs apresentam plasticidade durante a diferenciacdo (osteoblastos, condrdcitos,
adipdcitos e neurdnios), expressam um perfil Unico de proteinas de superficie (TRO-1, CD29,
CD73, CD90, CD105, CD146, Octamer-4), produz uma série de citocinas e possui propriedades
imunomodulatdrias (Akiyama et al., 2012). Entretanto, sua obteng¢ao é dificultada devido ao
processo laborioso e dolorido de extracdo (Fanganiello et al. 2015). Assim como as BMMSCs, as
SHEDs possuem a capacidade de diferenciarem-se em diversas linhagens celulares (células
osteogénicas, odontogénicas, adipdcitos e neurdnios) e apresentam efeitos imunomoduladores.
Adicionalmente, inibem a agdo de osteoclastos, apresentam similaridade com células
osteoprogenitonas, e ndo possuem um processo de isolamento invasivo. Essa linhagem ja foi
utilizada para reconstruir defeitos cranianos, na calvaria e no osso trabecular em camundongos

(Fanganiello et al., 2015; Seo et al., 2008; Yamaza et al., 2010).

4.3.1 Diferenciacao Osteoblastica in vitro
O processo de osteoindugdo é caracterizado por trés eventos principais: recrutamento

de MSC, diferenciacdo em osteoblastos e formacdo do tecido ésseo. Durante a etapa de
recrutamento, fatores de crescimento como BMPs (proteinas morfogénicas dsseas) e PDGFs
(fatores de crescimento derivados de plaquetas) estimulam a migracdo de MSC para a regido da
fratura, através de um mecanismo ainda pouco conhecido (Ai-Aql et al., 2008; Miron and Zhang,

2012).
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MSCs sdo multipotentes e, dependendo de sua origem, podem se diferenciar em
diferentes tipos celulares como adipdcitos, condrdcitos, osteoblastos, mioblastos, fibroblastos,
cardiomidcitos, miofibroblastos, células epiteliais e neurénios. O comprometimento de uma
MSC com uma linhagem celular é mutualmente exclusiva e ocorre através da ativacao e inibicao

de inimeros fatores transcricionais (Kawai 2013, Miron & Zhang 2012).

A etapas de diferenciacdo ou comprometimento celular requer a expressao de dois
fatores de transcricdo principais: Runx2 (Runt-related transcription fator 2) (Banerjee et al.,

1997) e Osterix (Nakashima et al., 2002).

Runx2 é ativado pela via da ERK (extracelular signal-regulated kinase), que por sua vez
é ativada e regulada por PDGFs. Além disso, ERK é capaz de inibir PPAR-y (receptor ativado por
proliferador de peroxissoma y) durante diferenciacgdo em osteoblastos, evitando o
comprometimento com a linhagem de adipdcitos e impedindo o remodelamento causando
perda de massa dssea (Kawai, 2013; Kim et al., 2001). Osterix é uma proteina zinc-finger-like que
é induzida por BMPs e atua downstream em relacdo a Runx2, que por sua vez regula a
diferenciagdao de MSCs em pré-osteoblastos e é necessaria para a expressao de sialoproteinas e

osteocalcina (Miron & Zhang 2012) (Figura 15).
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Figure 15. Esquema da diferenciagdo de MSC nas linhagens osteoblasticas e adiposas, assim
como o papel dos fatores de crescimento na regulacdo de cada processo. Runx2, Osterix e MSX2
levam a diferenciacdo para preosteoblastos, enquanto PPAR-y leva a diferenciacdo em
adipdcitos e supressdo da osteogénese. Além disso a PPAR-y altera perfil de expressao de fatores
secretados em adipécitos de medula, levando a perda de massas dssea (Msx2 - muscle segment
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homeobox homolog of 2; C/EBPs - CCAAT-enhancer-binding proteins; |GF-1 - fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1; Noc - gene noctorium; HSC — células tronco
hematopoiéticas) (Kawai 2013).

Esse estdgio inicial de diferenciacdo geralmente ocorre entre o dia 5 ao dia 15 apés o
inicio do estimulo e é caracterizado pela expressdo de enzima fosfatase alcalina (ALP), que
participa da mineralizacdo das células. Nos estdgios finais, entre dia 15 e 28, ocorre a formacao
de osteoblastos maduros, resultando no aumento da expressao de osteopontina, sialoproteinas
e osteocalcina, assim como a diminuicdo na expressdo de ALP. Osteoblastos maduros possuem
a habilidade de sintetizar ostedide (porcdo organica da matriz éssea), que sdo mineralizados
pela deposicao de cristais de hidroxiapatita. Quando o osteoblasto fica imerso em sua prépria
matriz, ele finalmente diferencia-se em ostedcito (Birmingham et al., 2012; Kulterer et al., 2007;

Miron and Zhang, 2012).

3N

Mesenchymal cell Pre-osteoblast Mature Osteobist Osteocyte
STRO-I ALP+++ ALP -
CDI0S ALP++ COL I++ coLI-
CD73 COL I+++ Osteocalcin+++ Osteocalcin -
cD%0 RUNX 2++ Osteopontin +++ Osteopontin +++
coL| Osterix ++ Bone sialoprotein +++ Bone sialoprotein +++

Figure 16. Etapas de diferenciagdo das MSCs em ostedcitos, assim como a lista de marcadores
celulares para cada etapa (Miron & Zhang 2012).

Inicialmente foi analisado o potencial de diferenciacdo osteobldstica de cada um dos
digeridos de ECMp, utilizando dois marcadores de diferenciacdo classicos: quantificacdao da
atividade de ALP (marcador de diferenciacdo em pré-osteoblastos) e quantificacdo da

mineralizac¢do celular (marcador de diferenciagdo de osteoblastos maduros) com o corante ALS.

E possivel induzir a osteogénese através da adigdo de acido ascdrbico, dexametasona e
B-glicerofosfato no meio de cultura. Acido ascérbico aumenta a expressdo e secrecdo de
colageno tipo | na ECM, que se liga a ingrinas azf1 e ativam MAPK (proteina-quinase ativadas por
mitégenos) e em seguida Runx2. Dexametasona induz a expressdo de Runx2 através da

regulacio de MKP1 (proteina-quinase fosfatase 1 ativadas por mitégenos). Por fim, B-
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glicerofosfato é a fonte de fosfato inorganico necessario para mineralizacdao celular, além de
ativar as vias ERK através de sua fosforilagdo (Langenbach and Handschel, 2013). Dessa forma,
foi possivel mimetizar o ambiente osteogénico no qual o material sera introduzido, assim como

analisar se o digerido de ECM auxilia ou ndo na promocao da diferenciac¢do celular.

4.3.1.1 Ensaio de Atividade de Fosfatase Alcalina (ALP)
A ALP é uma enzima localizada na parte externa da membrana de células pré-

osteoblasticas e osteoblastos maduros, por esse motivo é utilizada como marcador de estagios
iniciais de diferenciagdo (Miron & Zhang 2012). Ela catalisa a hidrolise de fosfomonoésteres (R-
0-POs) através de formagdo de uma serina-fosfatase no sitio ativo da enzima, que reage com
agua em pH alcalino liberando fosfato inorgani. Ela participa no inicio do processo de

mineralizacdo através da geragdo de fosfato para incorporacdo na hidroxiapatita.

Para verificar a atividade da ALP nas células tratadas com os digeridos de ECMp, foi
adicionado ao meio de cultura o composto p-nitrofenilfosfato que, ao ser hidrolisado pela ALP,
gera o p-nitrofenol, um composto amarelo, que apresenta absor¢do maxima em 405nm (Figura

17).
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Figure 17. Reacdo de hidrdlise do p-nitrofenilfosfato catalisado pela enzima ALP, formando
fosfato inorganico e o produto amarelado (p-nitrofenol), que pode ser quantificado através da
leitura em UV-vis em A = 405nm.

4.3.1.1.1 Expressao de ALP em SHED
As SHEDs foram incubadas por 21 dias com meio osteogénico suplementado com 50

ug/mL (DeQuach et al., 2012) de ECMp digerida com tripsina, colagenase e pepsina. A Figura 18
ilustra a absorbancia medida em A = 405 nm referente a atividade da ALP nos dias 9, 14 e 21.

Todos os testes foram feitos em quintuplicata.
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Figure 18. Barplot da comparacdo entre absorbancia das amostras (A = 405nm) nos dias 9, 14 e
21, referente a quantificacdo da atividade de ALP em SHEDs, apds serem incubadas com meio
osteogénico suplementado com o digerido de ECMp pelo método continuo (vermelho) (tabela
com p-valores presente no ANEXO X).

40-

Para analisar a diferenca estatistica entre os tratamentos e o controle, foi utilizado o
teste-t de Student. Observa-se que para o dia 9 e 14, praticamente ndo ha diferenca entra os
tratamentos e o controle (células incubadas com meio osteogénico ndo suplementado). Em

contrapartida, do dia 21, todas as amostras apresentaram atividade inferior ao controle.

A ALP é um marcado de diferenciagao inicial em MSCs, que ocorre entre o dia 5 ao dia
15 apds o inicio do estimulo (Miron & Zhang 2012). Na Figura 18 observa-se que ndo ha alteracdo
na atividade da ALP entre o dia 9 e o 14 para nenhum dos tratamentos, incluindo o controle.
Entretanto, o pico ocorreu apenas no dia 21, no qual era esperado a diminuicdo de sua
intensidade (Miron & Zhang 2012).. Dessa forma, pode-se sugerir que o processo de
diferenciagao esta comprometido por fatores celulares independentes da adigao dos digeridos
de ECM, uma vez que esses apresentam o mesmo perfil de expressdo da enzima observado no
controle, entratento com menor intensidade no dia 21. Isso ocorreu, possivelmente, por
senescéncia das células, uma vez que ja estavam na passagem 15. Também existe a possibilidade
da concentracdo de material proteico sugerido nos experimentos de DeQuash ser incompativel
com as demandas das SHEDs para diferenciagdo, uma vez que DeQuash utilizou células ja
diferenciadas (RASMC - células de musculatura lisa da aorta de ratos e C2C12 - mioblastos do

esqueleto) apenas para analise de proliferacdo (DeQuach et al. 2012).
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4.3.1.1.2 Expressao de ALP em BMMSC
Em seguida, iniciou-se os experimentos utilizando as BMMSCs, para comparar como 0s

digeridos de ECMp atuam em cada linhagem celular. Contudo, devido ao problema encontrado
durante os ensaios com as SHEDs, decidiu-se por nado utilizar o estudo de DeQuash como
referéncia e realizar um screening de concentracdes para determinar 2 aspectos principais: (1)
em qual concentracdo as BMMSCs comecam a responder aos estimulos referentes a presenca

dos peptideos e (2) qual é a concentragdo ideal para utilizar no gel.

Como o objetivo desse projeto é o desenvolvimento de um gel capaz de atuar no
remodelamento de tecido dsseo, a capacidade de diferenciacdo em osteoblasto foi selecionada
como caracteristica essencial para escolha da concentragdo. Para isso, foi feito o teste de ALP
utilizando meio osteogénico suplementado com as diferentes amostras de ECMp digerida nas
seguintes concentragdes: 5 pg/mL, 25 ug/mL e 250 pg/mL. As células foram analisadas nos dias

9, 14 e 21 como ilustrado nas Figuras 19, 20 e 21.

As Figuras 19, 20 e 21 ilustram a absorbancia medida em A = 405 nm referente a
atividade da ALP apés incubacdao das BMMSC com os produtos de digestdo de ECMp com
tripsina, colagenase e pepsina, respectivamente. Para analisar a diferenga estatistica entre as

amostras foi utilizado o teste-t de Student.
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Figure 19. Quantificacdo da atividade de ALP em BMMSC MO-58, apds serem incubadas com
meio osteogénico suplementado com ECMp digerida por tripsina através método continuo
(vermelho) e em etapas (azul). Barplot da comparacgdo entre absorbancia das amostras (A =
405 nm) diluidas 20x, nas concentragdes 5 pg/mL, 25 pg/mL e 250 pug/mL e nos dias 9, 14 e 21
(tabela com p-valores presente no ANEXO Xl).

Como esperado, a Figura 19 apresenta o pico de atividade da ALP apds 14 dias de
cultura, seguido por uma queda na sua atividade (Kulterer et al. 2007, Miron & Zhang 2012).
Observou-se que as amostras tratavas com 5 pg/mL de peptideos em solugéo apresentam maior
diferenciacdo que aquelas tratadas com 25 pg/mL e 250 pg/mlL, tanto para o tratamento
continuo quanto para o em etapas. Além disso, nota-se que o tratamento em etapas é cerca de
10% superior que o tratamento continuo em amostras tratadas com 5 pg/mL de material

digerido (dia 14).

Foi observado que as amostras tratadas com 250 pg/mL de ECMp digerida apresentam
um grande potencial de diferenciagdo para o tratamento continuo a curto prazo (9 dias), seguido

de queda da atividade da ALP a niveis abaixo do controle (dia 21). O tratamento em etapas
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apresenta o mesmo perfil das outras concentragdes, entretanto, com menor potencial de

diferenciacgao.
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Figure 20. Quantificacdo da atividade de ALP em BMMSC MO-58, apds serem incubadas com
meio osteogénico suplementado com ECMp digerida por colagenase através do método
continuo (vermelho) e em etapas (azul). Barplot da comparagdo entre absorbancia das amostras
(A = 405nm) diluidas 20x, nas concentracdes 5 pg/mL, 25 pg/mL e 250ug/mL e nos dias 9, 14 e
21 (tabela com p-valores presente no ANEXO Xl).

Assim como mostrado no grafico anterior, as amostras tratadas com ECMp digerida com
colagenase (Figura 20) apresentam o pico de atividade da ALP apds 14 dias de cultura (Kulterer
et al. 2007, Miron & Zhang 2012). Observou-se que as amostras tratavas com 5 pg/mL de
peptideos em solugdo apresentam maior diferenciacdo que aquelas tratadas com 25 pg/mlL e
250 pg/mL, tanto para o tratamento continuo quanto para o em etapas. Além disso, nota-se que
no dia do pico de atividade da ALP, o tratamento em etapas é cerca de 5% superior que o

tratamento continuo em amostras tratadas com 5 pg/mL de material digerido. Nota-se também
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que, para o tratamento continuo (dia 14), ndo ha diferenca entre as amostras 5 pug/mL e 25

ug/mL, sendo essa ultima cerca de 25% superior que o tratamento em etapas.

Para as amostras de 250 pg/mL, ndo houve uma taxa de diferenciacdo significativa, uma

vez que em todas as amotras, a absorbancia lida estd abaixo do controle.
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Figure 21. Quantificagdo da atividade de ALP em BMMSC MO-58, apds serem incubadas com
meio osteogénico suplementado com ECMp digerida com pepsina através do método continuo
(vermelho) e em etapas (azul). Barplot da comparagao entre absorbancia das amostras (A =
405nm) diluidas 20x, nas concentrac¢des 5 pg/mL, 25 pg/mL e 250 ug/mL e nos dias 9, 14 e 21
(tabela com p-valores presente no ANEXO XI).

Por fim, para pepsina, a atividade da ALP ndo apresenta um perfil de expressao tipico
(Kulterer et al. 2007, Miron & Zhang 2012). Houve um aumento na atividade da ALP no dia 14,
mas ao invés de diminuir no dia 21, essa se manteve constante ou superior. No dia 14, amostras
tratadas com 5 pg/mL de ECM digerida apresentaram maior absorbancia que as outras

concentragbes, tanto para o tratamento continuo quanto para o em etapas. No dia 21,

72



entretanto, as amostras de 5 pg/mL e 25 pug/mL n3o apresentam diferenca, sendo o tratamento

continuo superior que o em etapas.

Diferente do observado para as outras enzimas, as amostras com 250 pg/mL
apresentaram uma rapida diferenciagdao apés 9 dias de incubag¢do, mantendo-se constante nos

21 dias subsequentes.

E possivel notar um aumento na atividade da ALP do dia 9 ao dia 14, assim como a
diminuicdo de seus niveis no dia 21 para todos os tratamentos analisados, sugerindo que ocorre
o processo completo e diferenciagdo e maturacdo dos osteoblastos para os digeridos de tripsina
e colagenase (Kulterer et al. 2007, Miron & Zhang 2012). Para a pepsina, por sua vez, ha um
aumento progressivo da atividade da ALP no tratamento direto durante os 21 dias, enquanto
para o tratamento em etapas houve aumento entre os dias 9 e 14 e estabilizacdo até o dia 21,

sugerindo que ndo houve maturagdo do osteoblasto.

Apds a andlise de dados, concluiu-se que ao final dos 21 dias de experimento a
concentracdo que melhor apresentou resultados foi a de 5 ug/mL para todas as proteases

estudadas.

Além disso, vale ressaltar que para todas as enzimas estudadas, nas amostras com meio
suplementado com 5 pg/mL de peptideos apresentaram o maior pico em 14 dias, indicando
maior atividade da ALP no estagio inicial de diferenciacdo, no qual ela é um marcador
caracteristico. Além disso, é possivel observar que o tipo de tratamento influéncia na resposta

celular.

4.3.1.2 Coloragdo com Vermelho de Alizarina (ARS)
O segundo marcador utilizado para comprovar a capacidade osteogénica dos digeridos

de ECM foi a verificagdo da mineralizacdo das células confluentes.

Vermelho de Alizarina é um corante natural extraido das raizes de Rubia tinctorum. E
utilizado para detectar a presenca de ossos ou depdsitos de cdlcio durante o processo de
mineralizacdo celular. A molécula de AR apresenta dois grupos hidroxila (1-, 2-OH), 2 grupos
carbonila (9-, 10-C=0) capazes de interagir com ions de metais através da formacgdo de sais ou

guelando-os, como apresentado na Figura 22 (Moriguchi et al., 2003; Puchtler et al., 1969).
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Formagio de Sal ALZ quelando o ion de célcio

Figure 22. Representacao das duas possiveis estruturas nas quais AR interage com ions de calcio
(X corresponde a H ou Na). Formacdo de sal com dois grupos fendlicos ionizados (difenolato) a
esquerda e ion quelado a direita através da interagdo com um grupo fendlico e o oxigénio
adjacente (alterado de (Moriguchi et al. 2003)).

A mineralizacdo ocorre es estagios finais da diferenciacdo, entre dia 15 e 28,
caracterizados pela maturagdo dos osteoblastos. ALP, caracteristica de pré-osteoblastos,
participa do inicio do processo de mineralizacdo (Miron & Zhang 2012) e quando eles se
diferenciam completamente em osteoblastos, ocorre o aumento da expressao de sialoproteinas
do osso (BSP) e osteocalcina (OC), responsaveis pela formagdo e remodelamento dsseo. BSP
liga-se ao coldgeno | e promove a nuclea¢do dos cristais de hidroxiapatita, iniciando assim o
processo de mineralizagdo. A OC, por sua vez, atua de forma conjunta com a BSP, ligando calcio

a hidroxiapatita (Hauschka et al., 1989).

Osteoblastos maduros sdo capazes de sintetizar ostedide e quando ficam imersos em na
matriz éssea, ele diferencia-se em ostedcito. Caso contrario, o osteoblasto entra em processo

de apoptose (Birmingham et al. 2012, Kulterer et al. 2007, Miron & Zhang 2012).

4.3.1.2.1 Andlise de mineralizacdo em SHEDs
Para analisar a diferenca estatistica entre os tratamentos e o controle, foi utilizado o

teste-t de Student (Figura 23).
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Figure 23. Barplot referente a quantificagdo da mineralizagdo em SHEDs pela técnica de ARS,
apods serem incubadas com meio osteogénico suplementado com ECMp digerida (A = 570nm)
(tabela com p-valores presente no ANEXO XIlI).
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Diferentemente do esperado, que ndo houve diferenca na taxa de mineralizacdo das
amostras entre o inicio da deposigdo dos cristais (dia 14) pelos pré-osteoblastos (Miron & Zhang
2012) e o ultimo dia de analise. Comparativamente aos resultados obtidos para atividade de
ALP, no qual, ndo foi observado o pico no dia 14, pode-se concluir que o processo de
diferenciacdo estd retardado em relagdo ao descrito pela literatura (Langenbach & Handschel
2013), umavez que ap6s 21 dias de incubagdo com fatores osteoindutivos (dexametazona, acido
ascorbico e B-glicerofosfato), os marcadores cldssicos de formacdo osteoblasto ndo sdo

detectados.

Adicionalmente, foi encontrado dificuldades durante a multiplicagdo das células para
poder iniciar os testes in vitro. Dessa forma, podemos sugerir que as SHEDs nao estdao adequadas
para realizacdo de experimentos, possivelmente por estarem velhas (passagem 14).
Consequentemente, o processo de diferenciagdo, assim como outros processos celulares ficam
comprometidos. A vista disso, ndo é possivel observar a real influéncia da adigdo de peptideos
no meio de cultura, ndo podendo assim tirar uma conclusao a partir dos ensaios realizados. Por

esse motivo, os testes de adesdo e proliferacdo ndo serdo realizados para essa linhagem celular.
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4.3.1.2.2 Andlise de mineralizagdo em BMMSC
Para analisar a diferenca estatistica entre os tratamentos e o controle, foi utilizado o

teste-t de Student.
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Figure 24. Barplot referente a quantificagdo da mineralizagdo em BMMSC MO-58, apds serem
incubadas por 21 dias com meio osteogénico suplementado com ECMp digerida pelo método
continuo (vermelho) e em etapas (azul) (A = 570nm) (tabela com p-valores presente no ANEXO
XIi).

Durante a fase final de diferenciagdo ocorre a deposi¢do de cristais de hidroxiapatita
[Ca10(PO4)s(OH)2] na matriz organica do osso de forma organizada, regulada pela estrutura das
fibrilas de coldgeno, assim como por outras proteinas e proteoglicanos capazes de inicial sua
nucleagdo, como o caso das sialoproteinas e dentina (Komarova et al., 2015). Esses cristais

podem ser quantificados pela ligagdo de ions de calcio a AR.

Como esperado, houve maior mineraliza¢do na fase final de diferenciagdo (apds 21 dias
de tratamento), quando os osteoblastos ja estdo maduros e expressando proteinas nucleadoras.
Ao final do experimento, percebe-se que o tipo de tratamento afeta a formagdo de peptideos
ativos, uma vez que para o tratamento continuo, hd uma maior mineralizacdo para pepsina,
seguido por colagenase e tripsina. De forma oposta, no tratamento em etapas, ha uma maior

mineraliza¢do para tripsina, seguida por colagenase e pepsina.
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Corroborando com os dados de atividade de ALP, nos quais as células tratadas com
digeridos de tripsina e colagenase apresentaram uma redug¢do em sua atividade apds 21 dias,
elas também apresentaram uma maior mineralizacdo para o tratamento em etapas, sugerindo
que esses digeridos promovem uma diferenciacdo mais rdpida em relacdo ao digerido de

pepsina e ao controle.

O maior potencial osteoindutivo apresentado pelos digeridos pode estar relacionado a
presenca de mimecam (osteoglicina) na ECMp. Esse proteoglicano é secretado na ECM por
osteoblastos, atuando em conjunto com TGF-B1 e 2 na indugdo da mineralizagdo, fibrilogénese
do colageno e regulagdo da massa dssea (Cao et al., 2015; Tasheva et al., 2004). Estudos
realizados com células MC3T3-E1 sugerem que a osteoglicina é capaz de aumentar a expressao
de ALP, Col1l, B-catenina e osteocalcina, apresar de reduzir a expressao de Runx2 e Osterix em
osteoblastos, para induzir mineralizagdo e maturagdo do osteoblasto (Tanaka et al., 2012).
Estudos realizados por Liu e colaboradores mostram que, da mesma forma que Runx2 induz
diferenciacdo em estagios inicias, ele também atua negativamente na diferenciacdo de pré-

osteoblastos em osteoblastos maduros (Liu et al., 2001).

Além disso, foi observado nos experimentos de DC que em diversas amostras de ECMp
digerida haviam fragmentos de tripla hélice proveniente de fibrilas de colageno, que também
foram identificadas na andlise proteémica. Estudos realizados por Salasznyk provam que MSC
cultivadas na presenca de colageno | entram em processo de diferenciacdo osteogénica,
mediado por integrinas e lamininas, que ativam a via de sinalizagdo ERK1/2 levando a expressdo

de osteopontina e osteocalcina (Klees et al., 2005; Salasznyk et al., 2004).

4.3.2 Adesao e Proliferacao in vitro
Além do potencial de diferenciacdo, foi analisado se os digeridos de ECMp alteram

mecanismos de adesdo e proliferagdo das BMMSC na placa de poliestireno (PS). Para isso foi
utilizada a técnica de Alamar Blue, na qual é possivel monitorar o ambiente redutor existente

em uma célula viva.

A resazurina, corante presente no reagente de Alamar Blue, é uma molécula soluvel em
agua e nao téxica que atua como um aceptor intermediario na cadeia de transporte de elétrons.
Por apresentar potencial de reducdo de +380mV, ela pode ser reduzida por NADPH (E,=320mV),
FADH (E, = 220mV), FMNH (E, = 210mV), NADH (E, = 320mV), assim como por citocromos
(290mV = E, 2 80mV). Dessa forma, a resazurina permeia pelas membranas celulares e passa de

seu estado oxidado (coloracdo azulada ndo fluorescente) para o estado reduzido (rosa que
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apresenta alta fluorescéncia), chamado de resofurina. Além disso, a resazurina pode ser
reduzida por uma série de enzimas citoplasmaticas e mitocondriais. Assim como esquematizado
na Figura 25. Absorbancia pode ser lida em comprimento de onda entre 540nm e 630nm,
enqguanto a fluorescéncia pode ser medida em comprimento de onda de excitacdo de 530nm -

560nm e emissdo de 590nm (Rampersad, 2012).

(S]

e
N N
/@@n viable Cell . If/ Ny
4 - oo e
HO 0 N 0 o.;” —— no/"“t::_// ~oH
Resazurin Resorufin

Blue and low |
fluorescence fluorescence

Figure 25. Representag¢do da redugdo as Resazurina em Resofurina em meio celular.

4.3.2.1 Adesdo Celular — Alamar Blue
Adesdo é um processo bioldgico que possibilita a sobrevivéncia celular e a formagdo da

arquitetura tecidual. Existem diversos mecanismos relacionados na adesdo intercelular e entre
célula — matriz, envolvendo trés classes principais de proteinas: receptores de adesdo, proteinas
da ECM e proteinas transmembrana associadas com o citoesqueleto. Receptores de adesao sao
glicoproteinas transmembrana (integrinas, caderinas, imunoglobulinas, selectinas e sindecans)
gue reconhecem outros receptores e sitios de adesdo presentes na ECM, assim regulam a
interacdo célula-célula e célula-superficie. Proteinas ligadas ao citoesqueleto atuam na

transducdo de sinal (Gumbiner, 1996).

A adesdo célula-matriz pode ocorrer diretamente entre as integrinas e sitios presentes
no colageno tipo | e Il (collagen receptor integrin binding motif) (Sipila et al. 2018). Assim como
pode ser regulada por coldgeno IV, fibronectina, laminina, periostina, SLRPs e fator von

Willebrand (VWF) (Gumbiner 1996, Zeltz et al. 2014).

As BMMSCs foram incubadas por 4h com 5 pg/mL de digerido de ECMp, para verificar
se sua prosenca no meio de cultura interfere em vias de sinalizacdo que levam a um aumento
na adesdo na placa de PS. Apds esse periodo as células ndo aderidas foram retiradas e entdo
realizado o ensaio de Alamar Blue. A Figura 26 compara a densidade dptica (OD) referente a

adesao celular para os diferentes tratamentos, assim como o controle.

78



FEE

1300 .

i
FEE
B2

1000 = *

B0 -

oD

600 -

00
] .
o=
i .
Caonieoly Trig Cal

. Continuo . Etapas

Figure 26. Quantificacdo da adesdo celular em BMMSC MO-58, apds serem incubadas por 4h
com meio osteogénico contendo ECMp digerida pelo método continuo e em etapas. Barplot da
comparagdo entre OD das amostras (Aemissso = 590nm) (tabela com p-valores presente no ANEXO
XIv).

Para analisar a diferenca estatistica entre os tratamentos e o controle, foi utilizado o
teste-t de Student. Observou-se que todos os tratamentos proporcionaram uma adesdo
significativamente maior que a do controle, sugerindo que ha a presenca de peptideos
promotores da adesdo celular em todos eles. Comparado o OD das enzimas e dos tratamentos
entre si, observou-se que o tratamento continuo apresenta maior potencial de adesdo para
digeridos de tripsina e colagenase, enquanto ndo ha diferenca do tipo de tratamento para
pepsina. Além disso, é possivel notar que a tripsina foi superior as outras enzimas em ambos os

tratamentos.

Foi identificado no Anexo SuppT4, que a ECMp apresenta cadeias de colageno al (I) e

colageno a2 (I), apresentando assim sitios de ancoragem para as MSC. Entretanto, essas
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proteinas foram degradadas pela atividade proteoliticas da tripsina, pepsina e colagenase,
podendo assim expor seus sitios de forma mais eficiente que fibrilas de coldgeno intactas
(Perumal et al., 2008; Zeltz et al., 2014). Além disso, também foi encontrado apenas no perfil
proteico da ECMp, VWF, laminina, a-tubulina I, TGFBI (transforming growth factor-8-induced

protein ig-h3) e SRLPs como lumicam, prolargina, fiboromodulina e mimecam.

4.3.2.2 Proliferagdo Celular — Alamar Blue
Em tecidos saudaveis a proliferacdo celular ocorre apenas para reparagdo. Geralmente

essa tarefa é realizada por células tronco, capazes de se dividir assimetricamente, formando
uma nova célula e uma célula progenitora, que esta fadada a diferenciacdo. Uma vez que essas
células passam pelo processo de diferenciacdo, elas param de se multiplicar devido a rigidos
mecanismos de controle de sinalizacdo, necessario para evitar a formacao de tumores (Alberts

2008).

A divisdo celular ocorre 4 estagios bem definidos: Gapl, marcado pelo crescimento
celular (G1), replicacdo do DNA (S), Gap2, marcado por mecanismos de verificacdo da replicacdo
e empacotamento do DNA (G2), seguido por mitose e citocinese (M). GO ocorre quando a célula
sai do ciclo celular devido a auséncia de sinalizadores de proliferacdo ou presenca de

sinalizadores pro-diferenciagao (Alberts 2008).

As diferentes Cdks (cyclin-dependent kinases) ativam e regulam a transicdo entre as

etapas do ciclo celular, assim como identificado na Figura 27.
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Figure 27. Esquema da progressado do ciclo celular. Identificacdo da sequencia dos complexos
ciclina-Cdk responsdveis por programar o inicio de cada fase do ciclo, assim como regular os
eventos criticos de cada uma delas.

Para verificar se ha produtos de digestdo capazes de estimular os mecanismos que de

proliferacdo celular, BMMSCs foram incubadas por 15 dias com meio de proliferacdo
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suplementado com 5 pg/mL de digerido de ECMp. Nos dias 5, 8, 12 e 15 foi realizado o ensaio

de Alamar Blue. A Figura 28 compara a densidade éptica (OD) referente a proliferagdo celular

para os diferentes tratamentos, assim como o controle.
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Figure 28. Quantificacdo da proliferacao celular em BMMSC MO-58, apds serem incubadas por
15 dias com meio de proliferacdo suplementado com ECMp digerida pelo método continuo e
em etapas. Barplot da comparacgdo entre OD das amostras (Aemissszo = 590nm) (tabela com p-
valores presente no ANEXO XV).
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Para analisar a diferenca estatistica entre os tratamentos e o controle, foi utilizado o
teste-t de Student. Observou-se que até o dia 12 todos os tratamentos proporcionaram uma
proliferagdao significativamente maior que a do controle, sugerindo que ha a presenca de
peptideos que induzem a divisdo celular. Com excecdo das amostras tratadas com diferido de

colagenase em etapas,

Observou-se que o perfil de crescimento celular é distinto entre os tratamentos. O
tratamento continuo apresentou um aumento progressivo do aumento de células, enquanto o
tratamento em etapas apresentou um rapido crescimento nos 8 primeiros dias, estabilizacdo
até o dia 12 e diminuicdo da atividade metabdlica no ultimo dia de andlise. Além disso, é
observado que os 15 dias, a tripsina apresentou maior eficiéncia em relagdo as outras

proteinases.

Esses resultados podem ser explicados pela presenca de TGIF (transforming growth
interacting factor) na ECMp (SuppT3). TGIF é um repressor de transcricdo, que atua de duas
maneiras: (1) ligando-se diretamente no sitio 5'-CTGTCAA-3' do DNA ou (2) interagindo com
proteinas Smads ativadas por TGF-B, causando a ndo expressdo de genes alvo desse fator de
crescimento (Melhuish et al., 2001). A via TGF-B/Smad estd envolvida na inibicdo da divisdo
celular, assim como demostrado pela Figura 29. Dessa forma o TGIF é considerado um regulador
positivo do ciclo celular, devido sua capacidade de evitar a formacdo da p21. Além disso, em
situacGes de aumento da concentracdo de EGF, o TGIF é fosforilado pela vida Ras-Erk,

aumentando sua meia via no ambiente celular (Lo et al., 2001).

TGF receptor
|

plasma
membrane
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Figure 29. Esquema da via de sinalizagdo de inibi¢cdo da divisdo celular mediada por TGF-B. A
ligacdo do TGF-P ao seu receptor promove a ativagao da porgao quinase da enzima, levando a
fosforilacdo da Smad, que sdo entdo capazes de entrar no nucleo e ligar-se a p promotores e
regular a transcricdo de genes, como o p21. A proteina p21 inibe a formacdo do complexo ciclina
E/A — Cdk2, levando a inibigdo do ciclo celular.

Além disso, analisando a Anexo lll, foi encontrada a presenca de outros moduladores
positivos da proliferacdo celular na ECMp, como FYVE, MAP3K1 (mitogen-activared protein
kinase 1) e Par6. FYVE é capaz de ativar Cdc42 (cell division control protein 42), uma GTPase da
familia Rho envolvida na polarizagdo celular, remodelamento do citoesqueleto, proliferacao,
migracdo, adesdo. Entretanto, essa enzima é rigidamente regulada por GEFs (guanosine
nucleotide exchange factors), GAPs (guanine-activating proteins) e GDIs (guanine nucleotide
dissociation inhibitor), garantindo que sua concentracdo esteja sempre baixa, evitando a
formagdo tumoral (Bishop and Hall, 2000; Qadir et al., 2015). A Cdc42 ativada é capaz de
interagir com Par6, para promover a polarizagao celular (Henrique and Schweisguth, 2003). FYVE
também ativa MAPKS8 (mitogen-activared protein kinase 8 - também chamada por JNK1), que
atua em conjunto com a via Ras-Erk para fosforilar o fator de transcricao JUN, envolvido na
regulacdo da expressdo de ciclina D (Kramer, 2016). MAP3K1, por sua vez, ativa ERK e JNK1
através da fosforilagdo de MAP2K1 e MAP2K4 (Xia et al., 1998).

Entretanto foram encontradas algumas proteinas em SuppT3 que promovem a inibicao
do ciclo celular, como NIMA related kinase 11 (never in mitosis, gene A) e tirosina quinase
associada a apoptose (AATK). NIMA modula progressao da fase G2 para M da mitose, uma vez
gue é responsavel por fazer o controle da maquinaria de checkpoints para reparo de erros no
DNA (Noguchi et al., 2002), além de controlar a degradacdo de Cdc25A, uma ativador de CDKs
(Melixetian et al., 2009). Enquanto AATK induz a morte celular programada e é necessaria para

interrupgao de ciclo celular (Haag et al., 2014).

Além disso, foram encontradas proteinas reguladoras da migracdao celular e
remodelamento da ECM, como é o caso da ADAMTSL1 (a desintegrin and metalloprotease with

thrombospondin motif) e da MMP14 (matrix metalloproteinase-14) (Tortorella et al., 2000).
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4.4 Formacgao de Hidrogéis

4.4.1 Sintese dos Agentes Reticulantes
Biomateriais baseados em coldgeno e ECM desenvolvidos para regeneracao de tecidos

apresentam bons resultados referentes a proliferagdo e diferenciagdo celular (Alberts, 2008; Ma
et al., 2004; Rault et al., 1996; Yannas and Burke, 1980; Yannas et al., 1989). Entretanto eles
apresentam rdpida taxa de biodegradagdo e baixa resisténcia mecanica, nao atendendo as
demandas para serem utilizados in vitro ou in vivo (Ma et al. 2004). A reticulagdo quimica é um
método efetivo para reduzir a biodegradabilidade do material, assim como otimizar as

propriedades mecanicas dos materiais (Chen et al. 2011).

Tradicionalmente, o glutaraldeido € o reticulante mais utilizado (Khor, 1997), entretanto
sua citotoxicidade e calcificagdo tornam os materiais pouco utilizdveis a longo prazo (Ma et al.
2004). Dessa forma, pesquisadores buscaram alternativas de baixa toxicidade como epdxis
(Zeeman et al., 1999), carbodiimidas (Olde Damink et al., 1996) e ésteres ativados com NHS

(Chen et al. 2011, Saito et al. 2004).

Com o objetivo de desenvolver um material com propriedades mecénicas mais robustas
e assim ficar mais tempo em contato com o organismo do hospedeiro, o projeto propde reticular

o digerido de ECM com dialdeidos derivados de PEG, ésteres ativados com NHS e glutaraldeido.

4.4.1.1 Derivados de PEG
PEG é provavelmente o polimero mais utilizado em engenharia de tecidos devido sua

alta biocompatibilidade. Além disso, recentemente seu uso em medicamentos e em implantes

médicos foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) (Liu et al., 2010).

O PEG é hidrofilico, ndo carregado, estavel em condicGes fisioldgicas e forma superficies
altamente hidratadas que tornam a adsorcdo de proteinas energeticamente desfavoravel (Liu
et al. 2010), assim como a adesdo celular (Alcantar et al., 2000). Dessa forma, a utilizagcdo de PEG
como modificador de superficie passou a ser uma estratégia para suprimir adesao de plaquetas
no material, reduzindo o risco de formacdo de trombos, danos teciduais associados e outros
efeitos citotdxicos ocasionados pela ativacdo do sistema imunoldgico (Alcantar et al. 2000).
Hidrogéis produzidos a partir de PEG ja foram testados no tecido nervoso de roedores e nao

apresentou imunorrejeicdo (Bjugstad et al., 2010).

Devido a sua alta biocompatibilidade e baixa reatividade no meio fisioldgico, buscou-se
utilizar um derivado de PEG como o reticulante do material digerido. Para isso, seria necessario

a modificacdo de seus grupos hidroxila terminais, para que eles apresentassem alta reatividade
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e pudessem reagir rapidamente com os peptideos para formacdo do gel in situ. Uma

possibilidade seria a oxidagdo das hidroxilas a carbonilas, através da reacdo de Corey-Kim.

A oxidacdo de Corey e Kim é composta por quatro etapas. Inicialmente, gera-se o ion
dimetilclorosulfonio (composto 1) in situ através da rea¢do Sn2 de N-clorosuccinimida (NCS) e
DMS em tolueno a 0°C, marcada pela precipitacdo de um sélido branco (Figura 30.1). Em seguida
a temperatura é reduzida para -25°C e adiciona-se o alcool, que atua como nucledfilo, levando
a uma substituicdo (Sn2) no 4tomo de enxofre carregado positivamente, formando o composto
2 e liberando HCI (Figura 30.2). Por fim, é adicionada a trietilamina, que reage por E2 no carbono
a ao enxofre, formando o intermedidrio 3, que por sua vez é decomposto com o aumento da

temperatura, dando origem ao aldeido correspondente e DMS (Figura 30.3 e 4).

Entretanto, devido a baixa solubilidade de PEG em tolueno, o solvente for trocado para
THF. Além disso, devido a maior reatividade de NBS, o NCS foi substituido, como ilustrado na

Figura 30.
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Figure 30. Mecanismo de agdo referente a oxidagao de Corey-Kim dividido nas quatro etapas,
proposto por Katayama (Katayama et al., 1988). (1) formag¢do do composto 1 - ativado de DMS
através de uma Sn2 no atomo de bromo; (B) adicdo do alcool ao meio reacional, levando a
formacdo do composto 2 através de uma Sn2 no atomo de enxofre e, por fim, (C) adi¢cdo de
trietilamina, que promove a eliminacdo de um préton de um dos grupos metilas ligadas ao
enxofre, formando o intermediario de reagdo 3, que por sua vez rearranja-se e forma o aldeido

pretendido.
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A quantificacdo do dialdeido de PEG (PEG-(CHO),) foi feita pelo método colorimétrico
proposto por Harris (Harris et al. 1984), no qual o aldeido é diluido a uma concentracao
conhecida juntamente com Reagente Schiff, provocando a alteracdo da cor da solucdo, de
alaranjado para magenta, de maneira diretamente proporcional a concentracao de aldeido no
meio. Esse método é seletivo para aldeidos, uma vez que outros grupos funcionais no meio nao

reagem com o corante.

Apds construgdo da curva padrao de acetaldeido (Anexo XVI, foi medida a absorbancia
referente a 0,7mM de PEG-(CHO), na regido do visivel (500nm < A £ 620nm) e observou-se um
pico em A = 548nm com absorbancia 0,13, aproximadamente (Figura 31). Entretanto, de acordo
com a curva padrao, para 0,7mM de um aldeido hipotético, era esperado absorbancia préxima
de 0,5. Considerando que a oxidagdo tivesse um bom rendimento em ambas as extremidades
do polimero, PEG-(CHO), apresentaria duas carbonilas, sendo assim, o pico de absorgdo seria de

aproximadamente 1 para o mesmo comprimento de onda.

a
]

absorbanci

comprimento de onda - A (nm)
Figure 31. Espectro de absor¢do (500nm < A < 620nm) da cinética de reagdo do PEG-(CHO)2

(0,7mM) com reagente de Schiff, apresentando um pico em A = 548nm com absorbancia igual a
0,13.
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Para identificar se o processo oxidativo formou aldeidos ou acidos carboxilicos, foi feita

analise de Infravermelho para detectar os grupos funcionais da molécula.
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Figure 32. Espectro de Infravermelho referente ao PEG comercial (azul) e ao PEG(CHO)2 (rosa).
Diferentemente do espectro azul, had a banda larga de estiramento da ligacdo O-H em 3435cm-
1, assim como a banda de estiramento da carbonila em 1713cm-1 no espectro rosa, indicando
gue a oxidagdo das extremidades do PEG formou um 4acido carboxilico.

E possivel verificar a presenca de uma intensa e larga banda de estiramento da ligacdo
0O-H em 3435 cm™ no espetro de PEG-(CHO), (rosa), assim como a banda de estiramento da
ligacdo C-O em 1713 cm™, caracteristicas de &cido carboxilico. Indicando que a rea¢3o n3o parou

em aldeido, como planejado.

Devido as inUmeras tentativas sem sucesso, foi encontrado como alternativa o diepoxi
PEG (Figura 33). Ele possui a mesma estrutura do PEG, que é utilizada em diversos biomateriais
por ser biocompativel, e apresenta duas terminagdes de alta reatividade (anel epoxi) capaz de
reticular as porgdes N-terminais e grupos laterais dos aminoacidos. E ainda apresenta a
vantagem de ndo apresentar contaminantes toxicos provenientes de sintese, como é o caso do
PEG-(CHO),. Poliglicidil éteres sdo efetivos para reticular estruturas de pericardio e enxertos
vasculares, oferecendo boas propriedades mecanicas, maior resisténcia a degradagdo
enzimdtica, reducdo da calcificacdo e menor citotoxicidade em relagdo ao glutaraldeido

(Zeeman et al., 1999).
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Figure 33. Estrutura do Diepoxi PEG.

4.4.1.2 Ester ativado de NHS
Esteres ativados de NHS apresentam alta reatividade em relagdo a aminas nucleofilicas

primarias e secundarias, formando ligacbes amida e imidas estaveis, respectivamente. Quando
em presencga de proteinas, esse reticulante tende a reagir inicialmente com as a-aminas das
porcdes N-terminais e em seguida com as abundantes aminas presentes nos residuos de lisina.
Essa molécula homobifuncional é utilizada para conjugacdo de proteinas em analise de
espectroscopia de massas (Kalkhof and Sinz, 2008) e como reticulante de materiais a base de
colageno para melhorar suas propriedades mecanicas e substituir o glutaraldeido por possuir

menor citotoxicidade (Chen et al., 2011; Saito et al., 2004).

A sintese do acido adipico ativado com NHA (NHS-AA) foi realizado de acordo com Chen
e 0 mecanismo de reacdo foi proposto por Nakajima e Ikada (Nakajima and lkada, 1995). A
primeira etapa de reacgdo é caracterizada pelo equilibrio quimico da protonagdo do EDC (Figura
34.1), seguido pelo ataque nucleofilico do carboxilato ao carbocation, formando um
intermediario instavel (O-acilisoureia) (Figura 34.2). A O-acilisoureia, por sua vez, possui um
bom grupo de partida, que facilita o ataque nucleofilico a carbonila (Figura 34.3), formando um
intermediario tetraédrico, que sofre rearranjo, eliminando a ureia (composto a) e formando o

éster de NHS (composto b).
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Figure 34. Mecanismo de reac¢do da esterificagdo entre o acido adipico com o NHS em presenca
de EDC. (1) Iniciado pela protonac¢do do EDC, (2) ataque nucleofilico do carboxilato ao EDC,
formando o intermedidrio instavel (O-acilisoureia), (3) possibilitando o ataque nucleofilico na
carbonila pelo NHS, formando uma ureia sollvel em agua (composto a) e o éster ativado
(composto b) (alterado de Watté, (Watté)).

Para verificar se a sintese ocorreu como desejado, foi feita a andlise de IV para identificar
os grupos funcionais da molécula. Na espectroscopia do infravermelho as bandas mais
caracteristicas do NHS, como estiramento simétrico e assimétrico da carbonila em 1793 cm™ e
1739 cm, respectivamente, podem ser observadas no espectro do NHS-AA (azul) da Figura 35.
Além disso, é possivel observar a tipica banda de estiramento da carbonila do éster em 1815,04
cm?, sendo que as mesmas ndo foram encontradas no espectro do acido adipico (laranja). Esses
dados confirmam a efetiva funcionalizacdo do 4cido adipico e estdo de acordo com estudos
prévios realizados por Chen, Wang e Zu (Cheng et al., 2009; Wang et al., 2011; Zu et al., 2011).
Outras bandas caracteristicas do grupo succinimidil (Wang et al. 2011), presentes no espectro

azul, estdo listados na Tabela 4.
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Figure 35. Comparacdo dos espectros de infravermelho do acido adipico (AA) em laranja com o

ativado de NHS em azul.

Descri¢do da banda Numero de onda (cm™?)
A Estiramento da carbonila — éster 1815
B Estiramento simétrico da carbonila (NHS) 1793
C Estiramento assimétrico da carbonila (NHS) 1738
D Estiramento assimétrico N-O da succinamida 1628
E Estiramento simétrico C-N-C (NHS) 1383
F Estiramento assimétrico C-N-C (NHS) 1209
G N-C-O (NHS) 1065

Tabela 4. Bandas caracteristicas da funcionalizacdo do 4cido adipico com NHS.

Em seguida foi feito o espectro de RMN de hidrogénio, cuja atribuicdo encontra-se

abaixo, para confirmagdo da estrutura do produto (Figura 36).

RMN atribui¢do para o NHS-AA 'H RMN (300MHz, acetona, §, ppm): 1,84-1,94 (m, 4H, C5); 2,04-
2,09 (m, grupos metila da acetona); 2,1 (s, 4gua); 2,68-2,8 (m, 4H, C4); 2,89 (s, 8H, C2).
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Figure 36. Estrutura do NHS-AA.

Com base na distribuicdo dos sinais descritos acima, é possivel perceber que o espectro
(Figura 37) ndo apresentou um pico tipico de hidrogénio 4cido, o que significa que ndo ha acido
adipico na amostra analisada. Além disso, ha dois multipletos correspondentes a hidrogénios de
cadeias carbodnicas alifaticas (amarelo — C5) e hidrogénios de cadeias carbdnicas com
deslocamento devido a presencga de grupos eletronegativos - éster (vermelho — C4). O singleto
é correspondente aos hidrogénios de carbonos proximos a amidas — C2. A integracdo relativa
dos hidrogénios presentes nos carbonos 2, 4 e 5 estdo na proporc¢ao 2:1:1, respectivamente,

confirmando a estrutura proposta na Figura 36.

1.00 c2

D20 4 agua

3.0 25 20 1.5
Chamical Shift {ppm)

Figure 37. Espectro de 1H RMN do NHS-AA.
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4.4.2 Analise de Gelificacado

4.4.2.1 Reticulagdo dos Géis
Como observado nos estudos in vitro, o aumento da concentracdo de ECM digerida ndo

leva a um aumento no processo de diferenciacdo, adesdo e proliferagdo celular. Dessa forma, o
material digerido foi misturado com de gelatina a fim de minimizar os efeitos danosos da alta
concentracdo de peptideos, e ainda atuar como suporte mecanico para o gel, uma vez que
gelatina é constituida por uma mistura heterogénea de peptideos de alta massa molecular

derivadas da degradacdo parcial do colageno (Djabourov et al., 1988).

A gelatina é produzida através da quebra dos pontos de reticulacdo entre as cadeias
peptidicas, assim como a quebra da cadeia por hidrolise alcalina, acida (Djabourov et al. 1988)
ou atividade enzimatica (Liu et al. 2015). Apesar de desnaturado, algumas estruturas tipicas do
colageno estdo preservadas na gelatina, como a presenca de cadeias-a, B ey, triplas helices,
assim como sequéncia Gly-X-Y (X é geralmente um residuo de prolina e Y uma hidréxiprolina) e
a presenga de MPT como hidroxiprolina e hidroxilisina (Baiguera et al., 2014; Duconseille et al.,
2015; Liu et al., 2015). Dessa forma, existe a possibilidade dos sitios de ligacdo de integrinas
(collagen receptor integrin binding motif) estarem preservados. Assim, a gelatina

desempenharia um papel duplo: suporte e promocao de adesao celular.

A gelatina e a ECMp digerida foram misturadas em diferentes concentragées, em meio
tamponado (pH 7,4) e entdo aquecidas a 50°C para possibilitar a completa solubilizagdo do
material. Imediatamente apds retirada do banho maria, com a gelatina ainda liquida, foram
adicionados os reticulantes (PEGDG, NHS-AA e glutaraldeido) em diferentes proporgdes (v/v). A

solucdo foi deixada a temperatura ambiente para formacao dos géis.

Em seguida foi analisado tempo de gelificacdo, como descrito na Tabela 5 e as

propriedades mecanicas dos géis.

Amostra Reticulante Concentragao de Tempo de gelificagao

Reticulante (v/v)

80mg de gelatina + 20mg de ECM glutaraldeido 1% <1min
80mg de gelatina + 20mg de ECM glutaraldeido 5% <1 min
80mg de gelatina + 20mg de ECM glutaraldeido 10% <1 min
80mg de gelatina + 20mg de ECM glutaraldeido 20% <10s
80mg de gelatina + 20mg de ECM glutaraldeido 50% <10s
80mg de gelatina + 20mg de ECM glutaraldeido 100% <10s
80mg de gelatina + 20mg de ECM PEGDG 1% <4 min
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80mg de gelatina + 20mg de ECM
80mg de gelatina + 20mg de ECM
80mg de gelatina + 20mg de ECM
80mg de gelatina + 20mg de ECM

80mg de gelatina + 20mg de ECM
80mg de gelatina + 20mg de ECM
80mg de gelatina + 20mg de ECM
80mg de gelatina + 20mg de ECM
80mg de gelatina + 20mg de ECM
80mg de gelatina + 20mg de ECM
80mg de gelatina + 20mg de ECM

80mg de gelatina + 20mg de ECM
60mg de gelatina + 20mg de ECM
60mg de gelatina + 20mg de ECM
60mg de gelatina + 20mg de ECM
60mg de gelatina + 20mg de ECM
60mg de gelatina + 20mg de ECM
60mg de gelatina + 20mg de ECM
60mg de gelatina + 20mg de ECM
60mg de gelatina + 20mg de ECM
60mg de gelatina + 20mg de ECM
60mg de gelatina + 20mg de ECM
60mg de gelatina + 20mg de ECM

60mg de gelatina + 20mg de ECM
60mg de gelatina + 20mg de ECM
60mg de gelatina + 20mg de ECM
60mg de gelatina + 20mg de ECM
60mg de gelatina + 20mg de ECM

60mg de gelatina + 20mg de ECM

PEGDG
PEGDG
PEGDG
PEGDG

PEGDG

NHS-AA
NHS-AA
NHS-AA
NHS-AA
NHS-AA

NHS-AA

glutaraldeido
glutaraldeido
glutaraldeido
glutaraldeido
glutaraldeido
glutaraldeido
PEGDG
PEGDG
PEGDG
PEGDG
PEGDG

PEGDG

NHS-AA
NHS-AA
NHS-AA
NHS-AA

NHS-AA
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5%
10%
20%
50%

100%

1%

5%

10%

20%

50%

100%

1%
5%
10%
20%
50%
100%
1%
5%
10%
20%
50%

100%

1%

5%

10%

20%

50%

<4 min
<4 min
<4 min

nao gelifica — formagao
de material viscoso
nao gelifica — formacdo
de material viscoso
10 min - com
precipitado branco
10 min —com
precipitado branco
10 min —com
precipitado branco
10 min—com
precipitado branco
10 min —com
precipitado branco
10 min —com
precipitado branco
10 min

<1min
<1min
<1min
<10s
<10s
<10s
<5min
<5min
<5min
<5min

nao gelifica —formagao
de material viscoso
nao gelifica — formagao
de material viscoso
15 min —com
precipitado branco
15 min —com
precipitado branco
15 min —com
precipitado branco
15 min —com
precipitado branco
15 min —com
precipitado branco



60mg de gelatina + 20mg de ECM NHS-AA 100% 15 min—com
precipitado branco
60mg de gelatina + 20mg de ECM - - 15 min

Tabela 5. Resultado do tempo de gelificagdo para as diferentes amostras contendo gelatina e
ECMp digerida, assim como o tipo de reticulante utilizado e sua concentracdao em solugao.

Como observado na Tabela 5, o tempo de gelificacdo é dependente da concentracgdo de
gelatina e tipo de reticulante utilizado. O glutaraldeido promoveu uma gelificacdo mais rapida
(na ordem de segundos) que o PEGDG (na ordem de minutos), seguido pelo NHS-AA, que, por

sua vez, apresenta tempo de gelificacdo igual ao material sem reticulante.

O glutaraldeido pode reagir com diversos grupos funcionais de peptideos, seguindo a
ordem: €-amina, a-amina, guanidil, aminas secundarias e hidroxilas. Entretanto, quando trata-
se da reticulacdo de proteinas, geralmente implica-se na rea¢do do glutaraldeido com €-amina
do residuo de lisina, através da formacdo de uma base de Schiff, devido a facil acessibilidade ao

grupo, presenca na superficie da proteina (Migneault et al., 2004).

De acordo com Whipple e Ruta, e Ruijgrok, solu¢des aquosas de glutaradeido (25%)
estdo em equilibrio quimico entre o aldeido livre, hemihidrato, dihidrato, hemiacetal ciclico e
diversos outros polimeros insaturados, sendo que apenas 4% dessa mistura corresponde ao
aldeido livre. Todavia, o glutaraldeido livre reage rapidamente e de forma irreversivel com
grupos amino. Dessa forma, é possivel afirmar que a reacdao de formacgdo da base de Schiff esta
competindo com a hidratacdo do glutaraldeido. Porém, a partir do momento que ocorre a
formacdo de um composto de maior estabilidade (base de Schiff), a reacdo é descolada para a
formacdo do glutaraldeido livre para novos sitios de reticulagao (Ruijgrok et al., 1994; Whipple
and Ruta, 1974). Apesar da presenca de reacdes paralelas, o glutaraldeido ja foi utilizado com
sucesso para a reticulacdo de materiais derivados de colageno (Harriger et al., 1997; Olde

Damink et al., 1995; Ruijgrok et al., 1994).

Assim como o glutaraldeido, o PEGDG pode reagir com as aminas primarias dos
peptideos (Figura 38), com a agua (solvente), ou até mesmo com ele préprio (Figura 39).
Diferentemente do glutaraldeido, a reacdo do PEGDG com a agua ndo é um equilibrio quimico.
Apesar do grupo de partida ser um alcodxido, a tensdo no anel (60° entre os atomos) o torna
altamente reativo. Dessa forma o ataque nucleofilico da dgua, que é menos impedida que os
peptideos e estd em maior concentragdo, promove a abertura do anel e a restauragdo do

tetraedro de 109°. Além disso, o PEGDG é adicionado puro na solucdo. Por esse motivo é possivel
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gue a abertura do anel por um nucledfilo qualquer resulte na formagao do alcodxico, que pode

reagir com outro anel de uma cadeia préxima, ou intramolecular.

. q.. _ \/\I/
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Figure 38. Mecanismo de reacdo para reticulacao entre as por¢des N-terminais dos peptideos
e o0 PEGDG, através de Sn2 no carbono menos impedido, promovendo abertura do anel
epoxido, seguido de protonacgdo do oxigénio, formando o aminoalcool.

Figure 39. Mecanismo de reacdo de abertura de anel do PEGDG através de atdque nucleofilico
da dgua por Sn2 no carbono menos impedido. Podendo formar um (1) acetal ou (2) promovendo
uma reagdo em cadeia de abertura de anel entre moléculas de PEGDG ou intramolecular.

Em estudos anteriores realizados com o 1,4-butanediol diglicidil éter (BDDGE),
mostraram que a reacao de reticulacdo com coldgeno apresentou mecanismos diferentes a
medida que o pH foi alterado. Em condig¢Bes alcalinas (pH 8-10) a reagdo ocorreu envolvendo o
anel epoxi e amino grupos presentes em residuos de lisina. Todavia, em condig¢Bes acidas (pH 4-
6) os acidos carboxilicos (residuos de acido aspartico e glutamico) foram alvo da reticulagdo. A
diferenca nas condicdes reacionais resultou em materiais com propriedades diferentes:
materiais rigidos e apresentando resisténcia a degradagdo enzimatica foram observados em alto
pH, enquanto maior forga tensil e resisténcia a elongacdo foram encontrados em materiais

produzidos em pH acido (Zeeman et al., 1999).

O BDDGE apresenta cinética lenta de reticulagdo com aminogrupos (37°C em pH 8,5 —
10,5), proxima de 24h. Além disso, foi observado que apés a reacdo de um anel epoxi, a reagao

do segundo torna-se dependente da disponibilidade de um grupo amino préximo, devido ao
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espagamento entre as terminagdes reativas (Zeeman et al., 2000). Considerando a semelhanga
estrutural entre BDDGE e PEGDG, infere-se que a cinética de reacdo também seja lenta.
Entretanto, devido a maior distancia entre os anéis, a probabilidade desse reagir com uma amina

se torna maior.

O NHS-AA reage com nucledfilos, liberando NHS e formando, preferencialmente,
ligaces amidas ou imidas, com aminas primarias (Figura 40) ou secundarias. Podendo também
reagir com residuos de serina e tirosina. Entretanto, NHS-AA apresenta a cinética de hidrélise
em pH fisioldgico na ordem de horas (0°C em pH 7 a meia vida é de 4-5h (Lomant and Fairbanks,
1976), diminuindo para poucos minutos quando em pH alcalino (4°C em pH 8,6 a meia vida é de
10min (Cuatrecasas and Parikh, 1972)). Dessa forma, sugere-se que a reagdo seja realizada em
solucdo concentrada de proteina e com excesso de 100 a 200 molar do reticulante durante 90

min e 45 min, respectivamente (Kalkhof and Sinz, 2008).

.
O

Figure 40. Mecanismo de reacdo para reticulacdo entre as por¢cdes N-terminais dos peptideos e
o NHS-AA. O éster ativado sofre substituicdo nucleofilica na carbonila, formando um
intermedidrio tetraédrico, que é rearranjado, eliminando o NHS e formando a amida final.

O objetivo do projeto é criar um material que seja injetavel e que possua gelificacao in
situ. Dessa forma, uma reagdo que leva pelo menos 45 min é invidvel. Além disso, devido ao
baixo tempo de meia vida do NHS-AA em solugBes aquosas, a literatura sugere o armazenar o
material em forma de solucdo em DMF, DMSO, acetona ou dioxano, solventes organicos
citotdxicos que ndao podem ser injetados (Hermanson, 2013). Levando assim a inviabilidade do

uso do NHS-AA.
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Outro fator que levou que redugdo da cinética de reticulacdo, foi a dependéncia do pH.
A reacdo foi realizada em pH fisioldgico, devido a aplicagdo escolhida, entretanto o pK das
porcdes N-terminais, assim como das cadeias laterais dos residuos de aminodacidos, estdo acima
de 9. Substituindo esses valores na equacao de Henderson — Hasselbalch, temos que menos de

2,5% dos grupos nucleofiicos estdo desprotonados e reativos.

Devido ao tempo de gelificagdo do material puro e do reticulado com NHS-AA ser igual
(como observado na Tabela 5), acredita-se que eles foram formados apenas pelas propriedades
de gelificacdo da gelatina e ndo por reticulagdo. A gelificagdo ocorre por um processo fisico,
dependente da concentracdo de gelatina, forgca i6nica da solucdo, tamanho das cadeias e
variacdo de temperatura. Aquecendo a gelatina a 40 - 50°C, as ligagGes intermoleculares que
estabilizam as cadeias peptidicas sdo quebradas (ligacdes de hidrogénio principalmente), assim
a estrutura tripla hélice é desestabilizada e assume a conformac¢do de coil-coiled (soltvel).
Entretanto, ao resfriar a solugdo, ocorre a associacdo de cadeias, levando ao reestabelecimento

da conformacdo tridimensional da tripla-hélice e formacao do gel (Djabourov et al., 1988).

Para os ensaios de reologia foram escolhidas as amostras com 20% de reticulante em
solucdo, uma vez que maiores concentragdes inibem a gelificagdo (PEGDG) ou ndo diminuem o

tempo de reacdo (glutaraldeido).

4.4.3 Reologia
Inicialmente, os ensaios de reologia seriam realizados a 37°C, uma vez que o gel deve

ter a capacidade de gelificar in situ no corpo humano. Entretanto, quando submetido a
aquecimento, a amostras sem reticulagdao e reticuladas com NHS-AA e PEGDG perderam a
estrutura de gel e tornaram-se um liquido viscoso, comprovando a teoria de que a reticulagao
com essas duas moléculas foram pouco eficientes comparado com glutaraldeido, dependendo

majoritariamente das propriedades fisicas da gelatina.

Por motivos de limita¢do da técnica, os materiais viscosos (37°C) ndo foram capazes de
serem analisado no reémetro. Por esse motivo, o experimento foi realizado a 25°C, para
determinar se os géis formados apresentam caracteristicas mecanicas distintas e se eles podem

ser reposicionados para outros usos.

4.4.3.1 Varredura de Amplitude
Ensaios de varredura de amplitude sdo necessarios para determinar o limite da regido

linear de viscoelasticidade (LVE), ou seja, o intervalo no qual o experimento pode ser realizado

sem que a estrutura do material seja comprometida. Para isso é analisado, preferencialmente,
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acurva G’ (mdédulo de armazenamento) e delimitado o intervalo no qual seu valor é constante.
Os graficos estdo presentes no Anexo XVII e os valores de tensao selecionados para realizacao

dos experimentos de varredura de frequéncia estdo presentes na Tabela 6.

Amostra (medidas para 1mL de solugdo) LVE (Pa) Tensado T (Pa)
selecionado

80mg de gelatina + 20mg de ECM 6,4 1
80mg de gelatina + 20mg de ECM reticulado com 200 10
glutaraldeido
80mg de gelatina + 20mg de ECM reticulado com 14,75 1
NHS-AA
80mg de gelatina + 20mg de ECM reticulado com 19 1
PEGDG
60mg de gelatina + 20mg de ECM 3,24 1
60mg de gelatina + 20mg de ECM reticulado com 51,07 1
glutaraldeido
60mg de gelatina + 20mg de ECM reticulado com 5,68 1
NHS-AA
60mg de gelatina + 20mg de ECM reticulado com 8,77 1
PEGDG

Tabela 6. Valores de tensdo observados para o limite da regido linear de viscoelasticidade
(LVE), assim como os valores de tensdo selecionados para os experimentos de varredura de
frequéncia.

Observou-se caracteristicas de sdlidos viscoelasticos em todos os graficos presentes no
Anexo XVII, uma vez que G’ > G” ao longo do inicio da anadlise. Além disso, observando a curva
G’, verificou-se que a resisténcia do gel é diretamente proporcional a concentragdo de gelatina
na amostra (amostras com 80mg/mL de gelatina apresentou LVE = 6,4Pa, enquanto com
60mg/mL, apresentou LVE de 3,24) e que, assim como esperado, a adicdo de reticulante
promoveu um aumento na resisténcia ao material a tensao. Notou-se também que apds LVE, ha
uma queda brusca na curva G’, sugerindo um comportamento de fratura brusca na estrutura
tridimensional do gel, ou seja, ele ndo quebra homogeneamente por toda a extensdo do

material, mas em grandes blocos.

Com excegdo dos géis reticulado com glutaraldeido, nas quais as curvas G’ e G”
permanecem constantes e paralelas por quase toda a extensao do gréfico, notou-se que para as
outras amostras, a curva G”” (médulo de perda) apresentou um aumento apds LVE, seguido por
cruzamento com a curva G’ (G’ = G”, ponto de escoamento). G”’ representa a capacidade do
material de dissipar energia, dessa forma antes do colapso do gel e inicio do seu escoamento

(G’ =G"), algumas ligagdes quimica e fisicas sdo quebradas, mas ainda sim mantendo a estrutura
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geral do material (aumento de G”, mas permanecendo menor que G’), até o ponto em que as

pequenas fraturas se estendem por todo material, provocando seu escoamento (G” > G’).

4.4.3.2 Varredura de Frequéncia
Ensaios de varredura de frequéncia tem como objetivo descrever o comportamento

mecanicos do material em relagdo ao tempo sob uma tensdo ndo disruptiva (dentro da LVE).
Altas frequéncias simulam movimentos rapidos em um curto periodo. Baixas frequéncias
simulam repouso ou movimentos lentos realizados em um longo periodo.

Através desse experimento é possivel classificar o material em gel forte e gel fraco. Um gel
forte apresenta um espectro contendo as curvas de G’ e G” (em funcdo da frequéncia)
praticamente horizontais (funcdes nao dependentes da frequéncia), com um ligeiro aumento de
ambas em altas frequéncias, e G’ tipicamente maior que G” (G”’/G’ < 0,01) (Lapasin and Pricl,
1995). As amostras reticuladas com glutaraldeido apresentam esse perfil, como observado no
Anexo XVIII.

Géis fracos, por sua vez, apresentam ligeira dependéncia em relagdo a frequéncia, com G’
sempre maior que G” e ndo apresentam o caracteristico platé newtoniano em baixas
frequéncias. Isso ocorre devido a uma heterogeneidade na associa¢do das cadeias poliméricas,
resultando em uma estrutura tridimensional com niveis de integracdo de tamanhos e forca
diferentes (Lapasin and Pricl, 1995). Dessa forma, géis fracos apresentam propriedades
reoldgicas intermedidrias a solugdes e géis fortes. Sob baixo estresse, eles possuem
caracteristicas de géis fortes, entretanto com o aumento do estresse, a estrutura 3D é
progressivamente quebrada, ganhando a capacidade de escoar (Rosalina and Bhattacharya,
2002).

As amostras de gelatina com ECM nao reticuladas, assim como a reticuladas com NHS-AA e
PEGDG sao géis fracos. Além disso, notou-se que as amostras reticuladas apresentam menor
interferéncia da frequéncia em relagao as ndo reticuladas. Além disso, PEGDG mostrou-se mais
eficiente em reduzir a influéncia da frequéncia em relacdo a NHS-AA. Dessa forma, sugere-se
gue a homogeneidade e eficiéncia da reticulagdo ndo é igual entre as moléculas testadas, sendo

glutaraldeido > PEGDG > NHS-AA.
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5. Conclusoes

A busca por matérias que auxiliem na reparacdo tecidual ainda é um desafio para
comunidade cientifica. Diversos produtos que estdo disponiveis ou em estudo atualmente ainda
nado sdo capazes de mimetizar a morfologia bioquimica do tecido, devido a sua composicdo
majoritariamente sintética. Por esse motivo, novas abordagens foram iniciadas, utilizando
material biolégico de origem animal ou cultura celular in vitro. Entretanto, apesar de
apresentarem bons resultados bioindutivos, eles falhavam na reproducdo da estrutura mecanica
organizada presente na ECM, sendo essa uma caracteristica crucial para simular o tecido e
influenciar positivamente a resposta do hospedeiro.

Finalmente, foi verificado que o método de aplicacdo de suportes rigidos de ECM pode
causar mais danos que beneficios ao paciente, devido a agressao tecidual proveniente da
aplica¢do invasiva, levando a sua inviabilidade clinica. Frente a esse desafio, foram criados
materiais alternativos, passivos de serem injetados, como pds e géis (Badylak, 2007). Todavia,
essa nova proposta de material apresentou rapida taxa de biodegradacdo e baixa resisténcia
mecanica dos materiais (Ma et al., 2004; Seif-Naraghi et al., 2010a, 2010b, 2013).

O presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento de um gel injetdvel, com
propriedades bioindutivas provenientes da gelatina e de ECM digerida enzimaticamente, assim
como mecanicas, derivadas da reestruturacdo desse material através da reacdo com reticulantes
bifuncionais. Além disso, buscava-se um processo de gelificagdo rapida e in situ.

Tendo isso em vista, dois métodos de digestdo foram realizados (digestdo continua e em
etapas), procurando otimizar a capacidade bioindutiva do material, buscando formas
alternativas de solubilizar as proteinas presentes na ECM, sem, no entanto, degrada-las a ponto
de perder sua funcdo.

Notou-se que a digestdo em etapas se mostrou mais eficiente na preservacdo de ligacdes
peptidicas, quantidade de GAGs em solucdo e estruturas secunddrias de proteinas.
Paralelamente, células mesenquimais de medula dssea incubadas com 5ug/mL de digeridos em
etapas apresentaram taxas de diferenciagcdo superiores em relagdo a digestdo continua. Para
digeridos de tripsina e colagenase, as células apresentam maior atividade de ALP apds 14 dias
de incubagdo e maior mineralizagdo apds 21 dias, sugerindo ambas promoveram diferenciagcdo
da BMMSC a osteoblasto, assim como sua maturagao. Pepsina foi a excecao, apesar do digerido
em etapas também promover maior atividade da ALP no dia 14, a mesma permaneceu constante
no dia 21, sugerindo que ndao houve maturacao final do pré-osteoblasto. Além disso, a taxa de

mineralizagdo apresentou-se menor que das outras enzimas e igual entre os tratamentos.
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Entretanto, para os testes de adesdo, o tratamento continuo mostra-se mais eficiente para
tripsina e colagenase, e igual entre os tratamentos para pepsina. Para prolifera¢do, o tratamento
em etapas mostra-se mais eficiente nos primeiros 5 dias de experimento, sendo substituido pelo
tratamento continuo apds 8 dias de incubagdo e promovendo “desadesdo” (descolamento)
celular a partir do dia 15. Dessa forma, é possivel afirmar que a digestdo em etapas é capaz de
preservar mais estruturas ativas que a digestdo continua, mas isso ndo necessariamente significa
gue sera mais eficiente para todos os processos celulares envolvidos na regeneragdo tecidual.
Diferentemente, o tipo de protease empregada tende a mostrar um padrao de eficiéncia entre
os diferentes experimentos realizados, sendo tripsina mais eficiente, seguida por colagenase e
depois pepsina. Entretanto, estudos protedmicos dos componentes intracelulares sdo
necessarios para compreender como o material estd ativando ou inibindo vias metabdlicas das
BMMSCs, assim como do conteudo secretado, para verificacdo de quais fatores estdo sendo
liberados no meio e como eles influenciam o microambiente ao seu redor.

Apesar do foco do projeto ser o desenvolvimento de um material para modelo ésseo, a
analise protedmica das ECMs mostram que elas podem apresentar resposta na diferenciacdo de
células mesenquimais em outros tipos de tecido, como tecido adiposo, cardiaco e possivelmente
células do epitélio, devido a uma rica diversidade de proteinas sinalizadoras presentes.
Entretanto, como as matrizes estudadas sao de origem comercial e ndo tivemos acesso ao
processo de desceluarizacdao empregado, existe a possibilidade de que a produgdo de nossas
proprias ECM descelularizadas levem a uma menor perda de proteinas indutoras.

Como observado, o processo de gelificacdo, assim como a robustez mecanica do material é
dependente da concentracdo de proteina e do tipo de reticulante utilizado. Apesar de ndo
termos obtido sucesso com NHS-AA e PEGDG, a reticulagdo com glutaraldeido sugere que a
reticulacdo quimica é uma alternativa viavel para preservar o gel a temperatura corporal, assim
como torna-lo mais resistente e reduzir o tempo de gelificagdo de 15 min para segundos,
possibilitando a injecdo e gelificacdo in situ.

Com isso obtivemos o delineamento de um material altamente personalizavel, capaz de
apresentar diferentes propriedades mecanicas de acordo com a aplicacdo na qual ele serd
empregado, através da alteracao da concentracao de proteinas e do tipo de reticulante. Além
disso, ele pode apresentar uma composicao bioindutiva variada, através da alteracdo da ECM

utilizada, da enzima digestiva e do tipo de digestao.
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ANEXO |

Tabela de p-valores significativos para o teste-t de Student (a = 0,05) — Quantificacdo de
peptideos pela técnica de BCA

ECM Enzima
ECMt Tripsina
ECMt Pepsina
ECMo Tripsina
ECMo Pepsina
ECMo Colagenase
ECMp Tripsina
ECMp Pepsina
ECMp Colagenase
ANEXO Il

p-valor
5,26x10°3
4,76x10°3
2,91x103
4,19x10*
2,05x107
3,07x10*
4,48x10*
4,87x103

Tabela de p-valores significativos para o teste-t de Student (a = 0,05) — Quantificacdo de
GAGs pela técnica de DMMB

ECM Enzima p-valor
ECMt Tripsina 5,32x10™*
ECMt Pepsina 1,64x1073
ECMt Colagenase 3,77x1073
ECMo Tripsina 1,19x1073
ECMo Pepsina 3,09x1073
ECMo Colagenase 6,62x107°
ECMp Tripsina 1,56x10%
ECMp Pepsina 1,88x10°
ECMp Colagenase 5,72x107°
ANEXO lll
Anotacao funcional para o perfil protedmico de cada ECM
Protein ID Description LFQ;Z:\:I:SIW LFQI;E:\ZZSIW LFQ intensity ECMp

Uncharacterized protein 28727 0
AOAOAOMPS8S8

DNA primase large subunit 0 1192600
AOJNF4

Leucine-rich repeat neuronal

protein 1 0 95332
AONOX6

Intraflagellar transport 81 0 214540
A2VDQO

Potassium inwardly-rectifying

channel, subfamily J, member 11 7471,7 0
A2VDS4

RAB3 GTPase activating protein

catalytic subunit 1 0 0
A4FUES
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UPF0696 protein C11orf68

homolog 27541 0 0
A4IFA8

GSK3A protein 0 9912,1 0
A6QLB8

Tudor domain-containing protein

7 0 0 400720
A6QLE1

TRIB1 protein 15038 0 0
A6QLF4

PI4K2A protein 0 418620 0
A6QLN5

MGC151537 protein 0 0 117110
A6QNZ5

Ubiquitin thioesterase ZRANB1 |0 0 126550
A6QP16

CPN2 protein 0 0 221090
A6QP30

ILDR2 protein 84388 0 0
A6QPM5

Engulfment and cell motility

protein 3 0 11952 0
A6QR40

STX12 protein 0 19348 0
A7MAZ2

Calmodulin-lysine N-

methyltransferase 53190 0 0
A7YWN4

Bromodomain adjacent to zinc

finger domain 1B 0 0 289800
E1B6X6

Microtubule associated

serine/threonine kinase 2 0 285770 0
E1B754

Chromosome 2 C2orf72 homolog | 28287 0 0
E1B7W2

Mitogen-activated protein kinase

kinase kinase 1 0 0 166190
E1B847

Nucleolar protein with MIF4G

domain 1 0 0 72911
E1B8C2

Zinc finger protein 609 0 7116 0
E1B9Q8

Taste receptor type 2 0 0 681200
E1BAN6

Collagen type VI alpha 3 chain 0 0 131670
E1BB91

Coiled-coil domain containing

191 0 0 0
E1BBW2

Ovo like zinc finger 3 0 0 455450
E1BCXO

von Willebrand factor A domain

containing 5B 0 0 226990
E1BD12

B-cell CLL/lymphoma 11B 6121 0 0
E1BD25
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DEAD-box helicase 6 0 0 0
E1BDMS8

Zinc finger E-box binding

homeobox 2 105090 0 0
E1BE33

Reticulon 4 receptor like 1 0 0 352680
E1BEI7

Host cell factor C2 0 0 0
E1BEJ7

RAD54 like 2 0 0 184060
E1BEK4

Uncharacterized protein 19976 0 0
E1BESS

Spectrin alpha, non-erythrocytic

1 0 0 146230
E1BFBO

R3H domain and coiled-coil

containing 1 like 51506 0 0
E1BG78

Uncharacterized protein 0 0 505260
E1BIF6

Claspin 0 165020 0
E1BIR1

Mitochondrial elongation factor

1 0 0 399720
E1BIT2

DNA polymerase 0 0 118760
E1BJF4

NIMA related kinase 11 0 0 181040
E1BJU4

Lactase 0 0 48845
E1BK89

Transformation/transcription

domain associated protein 115480 0 0
E1BKJ5

Lysine methyltransferase 2B 21453 0 0
E1BKNO

Zinc finger protein 197 0 0 0
E1BKYO

Pericentrin 0 0 118760
E1BKZO

Junctophilin 4 0 16754 0
E1BLO1

Tetratricopeptide repeat domain

24 0 715460 0
E1BL14

Keratinocyte proline rich protein |0 0 0
E1BLNG6

PML-RARA regulated adaptor

molecule 1 0 0 148180
E1BLPO

Uncharacterized protein 0 0 188140
E1BLY2

Ubiquitinyl hydrolase 1 0 24991 0
E1BLZO

KIAA1468 0 0 0
E1BMA42
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Golgi brefeldin A resistant
guanine nucleotide exchange

factor 1 0 0 153630
E1IBMC4

Claudin 0 0 237430
E1IBMVO

Zinc finger with KRAB and SCAN

domains 2 0 0 0
E1BNSO

Ubiquitin specific peptidase 24 38133 0 0
E1BNDO

Stonin 2 0 0 216170
E1BNH3

Apolipoprotein B 0 0 93380
E1BNRO

Kinase non-catalytic C-lobe

domain containing 1 0 0 0
E1BNZO

Uncharacterized protein 0 0 381310
E1BP31

Vacuolar protein sorting 13

homolog C 0 0 106690
E1BPX1

Cytoskeleton-associated protein

2 1464400 0 0
F1IMBAO

Transforming growth factor-

beta-induced protein ig-h3 0 0 154800
F1MBS3

Acyl-CoA synthetase long chain

family member 4 0 0 596780
FIMBW3

Tyrosine-protein kinase receptor |0 15088 0
FIMCM5

Laminin subunit gamma 1 0 0 469220
F1IMD77

ALS2, alsin Rho guanine

nucleotide exchange factor 83776 0 0
F1MDF3

Coiled-coil domain containing 93 |0 0 92277
F1MDJ4

Spectrin repeat containing

nuclear envelope protein 2 0 0 75391
F1IMF78

Rho guanine nucleotide

exchange factor 16 0 30327 0
F1IMFR9

ArfGAP with GTPase domain,

ankyrin repeat and PH domain1 |39914 0 0
FIMGL2

Xenotropic and polytropic

retrovirus receptor 1 47416 0 0
F1IMHL9

Immunoglobulin mu binding

protein 2 0 0 71140
FIMHUS8
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Ankyrin repeat domain 17 0 0 543060
F1MI56

Mitochondrial transcription

termination factor 2 259740 0 0
F1MI83

Apoptosis associated tyrosine

kinase 0 0 145190
F1IMIB7

Solute carrier family 27 member

3 0 0 462220
FIMIU7

Coiled-coil domain containing

28A 0 110590 0
F1MJ64

KIAA1549 0 0 372060
F1IMKV4

NFAT activating protein with

ITAM motif 1 16306 0 0
FIML17

SLC2A4 regulator 30015 0 0
F1ML80

ATR serine/threonine kinase 0 30511 0
FIMLY7

Zinc finger CCHC-type containing

8 0 0 0
FIMM78

Guanylate cyclase 0 0 0
FIMMP9

Uncharacterized protein 0 0 0
F1IMP61

Protocadherin Fat 2 precursor 0 308050 0
F1IMPF3

Zinc finger homeobox 4 0 0 198520
FIMPW8

FYVE, RhoGEF and PH domain

containing 6 0 0 105240
F1IMQ30

MCF.2 cell line derived

transforming sequence-like 2 12600 0 0
F1MQ44

Myosin IE 0 3311,8 0
F1IMQ65

Phosphodiesterase 4D

interacting protein 0 0 28268
F1MQ84

Lamin tail domain containing 1 10505 0 0
F1IMRAO

Tenascin C 0 0 219480
F1MRZ5

Endothelial cell adhesion

molecule 0 308050 0
FIMT78

T-cell lymphoma invasion and

metastasis 2 0 0 426460
FIMTH3

PRKCA-binding protein 0 0 262610
F1MU52
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Extra spindle pole bodies like 1,

separase 0 0 0
FIMWO01

Dmx like 2 0 0 0
FIMWBS8

MHC Class | JSP.1 precursor 0 0 0
FIMWX8

6-pyruvoyl tetrahydrobiopterin

synthase 0 0 371840
F1MX94

Complement C5a anaphylatoxin | 17175 0 0
F1MY85

Zinc finger MYND-type

containing 19 0 6085700 0
FINOC4

PAX-interacting protein 1 0 22203 0
F1INOEO

Eukaryotic translation initiation

factor 5 0 0 135250
FINOF7

DEAD-box helicase 49 147610 0 0
FINOP2

ESX homeobox 1 0 598760 0
FINOZ3

AE binding protein 1 0 36886 0
FIN1C7

Bromodomain and WD repeat

domain containing 3 0 0 419190
FIN1C9

Par-6 family cell polarity

regulator gamma 0 0 166190
FIN1E2

Microtubule-associated protein

1S 315270 0 0
FIN1H2

DIS3 homolog, exosome

endoribonuclease and 3'-5'

exoribonuclease 0 0 470450
FIN1R4

Ubiquitin specific peptidase 47 0 0 50210
FIN1Z2 a P Pep

Protein SDA1 homolog 0 3883400 0
FIN222

ADAM metallopeptidase with

thrombospondin type 1 motif 7 | 35051 0 0
FIN2M?2

Ubiquitin conjugating enzyme E2

0 10046 0 0
FIN3I3

WW and C2 domain containing 1 | 26462 0 0
FIN3I6

UV radiation resistance

associated 0 0 309610
FIN3U6

Uncharacterized protein 239480 0 0
F1N446
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Sacsin molecular chaperone 0 592130 0
F1N4J2

G2/M-phase specific E3 ubiquitin

protein ligase 0 0 0
FIN5U1

RING-type E3 ubiquitin

transferase 47229 0 0
FIN5X8

Uncharacterized protein 0 31159 0
FIN621

Non-specific serine/threonine

protein kinase 25227 0 0
FIN7ES8

Signal peptide, CUB domain and

EGF like domain containing 2 0 0 153630
FIN7F6

Basal body orientation factor 1 0 0 2687300
FIN7L8

Pappalysin 1 0 0 119390
FIN7Z6

Cleavage stimulation factor

subunit 2 0 0 45204
G1K177

Coiled-coil domain containing 38 |0 0 0
G3MWL5

Proline rich 16 0 0 352680
G3IMWW7

Uncharacterized protein 0 0 0
G3MXN7

Glycine-N-acyltransferase like2 |0 56027 0
G3MXQ9

Centrosomal protein of 290 kDa |0 0 366710
G3MYU4

Uncharacterized protein 315270 0 0
G3NOT2

Protein phosphatase 1

regulatory subunit 3G 19388 0 0
G3N182

Uncharacterized protein 0 0 380320
G3N1M8

Zinc finger protein 114 483740 0 0
G3N2P1

Uncharacterized protein 0 0 0
G3N369

ADAM metallopeptidase with

thrombospondin type 1 motif 17 |0 0 76023
G3N381

Armadillo repeat containing X-

linked 5 0 0 349740
G3X6U0

IQ motif and Sec7 domain 3 0 0 107310
G5E5L9

Palmitoyltransferase 0 0 366830
G5E6N4

CCAAT/enhancer-binding protein

alpha 12519 0 0
002754

125




Collagen alpha-1(l) chain 12514000 0 0
P02453

Collagen alpha-2(l) chain 41561 0 0
P02465

Carboxylesterase 4A 69940 0 0
POC6R3

UDP-glucose 6-dehydrogenase 0 0 108590
P12378

Guanylate cyclase soluble

subunit alpha-1 0 23120 0
P19687

Antigen WC1.1 0 0 62441
P30205

Antithrombin-III 0 0 0
P41361

Adducin 3 0 0 0
QO8E01

Retinoic acid receptor RXR-

gamma 0 0 191100
QovC20

Cleavage and polyadenylation

specificity factor subunit 1 0 0 150320
Q10569

ST6 (Alpha-N-acetyl-neuraminyl-

2,3-beta-galactosyl-1, 3)-N-

acetylgalactosaminide alpha-2,6-

sialyltransferase 2 0 0 235250
Q148L9

LOR protein 0 9578,3 0
Ql7QL6

Small nuclear ribonucleoprotein-

associated protein N 30950 0 0
Q17QN3

Metadherin 20883 0 0
Q24J)z4

Putative tyrosine-protein

phosphatase auxilin 0 0 161290
Q27974

Coagulation factor V 0 0 0
Q28107

Glutaminyl-peptide

cyclotransferase 0 0 359690
Q28120

ATP-dependent RNA helicase A | 84388 0 0
Q28141

Keratin, type Il cytoskeletal 7 0 0 0
Q29521

Estradiol 17-beta-dehydrogenase

12-like 28054 0 0
Q2KIL9

Rho GTPase activating protein 25 |0 70861 0
Q2KJ55

Neurochondrin 0 0 195200
Q2KJ97

S-adenosylmethionine synthase

isoform type-1 0 0 303980
Q2KJC6
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TGFB induced factor homeobox

1 0 0 547920
Q3MIB9

NADPH--cytochrome P450

reductase 0 0 258600
Q3SYT8

HADHA protein 0 0 0
Q3Sz00

Transcription factor GATA-5 0 0 226990
Q3SzJ5

Testis-specific gene 13 protein 0 0 218440
Q371028

Syntaxin-8 56442 0 0
Q371075

Tubulin alpha-1C chain 0 0 350740
Q3zC)7

Splicing factor 3B subunit 5 0 35556 0
Q56K13

C-C chemokine receptor type 7 |0 0 13017
Q5MD62

Putative MHC class Il antigen 0 49127 0
Q70IB5

Tissue factor pathway inhibitor 2 |0 0 81212
Q7YRQ8

Growth/differentiation factor 9 | 66153 0 0
Q9GK68

Matrix metalloproteinase-14 0 0 282180
Q9GLE4
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ANEXO IV

Anotacao funcional de proteinas com quantificagao de modificagées pds traducionais em cada ECM

Hydroxyprolin

Oxidation (M)

Phospho (ST)

Sulfation (Y)

Deamidation (N)

: Description ECMt ECMo ECM
Protein IDs seriptt P esite positions | site positions | site positions | site positions site positions
A6QP44 FUK protein 0 0 0 654
COLBAL 0 0 0 368
A7E303 protein
E1BF23 Myomesin 2 185940 0 0 32 22
E1BIO2 Fibromodulin 0 0 271830 359
Golgi
E1BLAS membrane | 2231600 0 0 2;11
protein 1
Collagen
F1IMSR8 alpha-1(ll) 290800 0 0
chain
Extra spindle
pole bodies 0 0 140400
FIMWO1 like 1,
separase
Collagen 929; 931; 949;
FINOKO alpha-1(XI) 0 68814 0 952; 955; 956;
chain 965
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Collagen type

130; 135; 136;
FIN2Y2 V alpha 2 154980 0 0 141
chain
IKAROS family
1977100 0 0 425 436
FIN670 zinc finger 4
Capicua
G3MX46 transcriptional 0 0 2697800 2058 2044
repressor
C2 calcium
dependent
G3N2v3 domain 0 0 2134400 36
containing 4C
Collagen type
G3N3E4 Vl alpha 3 0 0 402060
chain
PO0978 Protein AMBP 0 0 159680
281; 284; 288;
291; 297; 302;
333; 342; 402;
o e 408; 411; 428; | 180; 300; 728;
chain 480; 482; 483;
495; 503; 522;
528; 534; 543;
546; 548; 767,
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770;771;773;
777; 785; 798;
806; 807; 816;
822; 839; 840;
849; 851; 858;
860; 870; 876;
884; 885; 894;
897; 918; 923;
924, 927; 929;
936; 945; 948;
972; 975, 986;

995; 996; 998;
100
Collagen 270; 399; 456;
P02465 alpha-2(1) | 64861000 | 45336000 | 55590000 829; 832; 835 489; 688; 748;
chain 766; 916
260; 263; 269; | 260; 263; 269;
Collagen
alpha-1(1ll) 0 0 1964100 779;781;784; | 779; 781, 784;
P04258 pchain 785; 788; 839; | 785; 788; 839;
845; 854 845; 854
P19879 Mimecan 0 0 3107000
Q05443 Lumican 0 0 176450
QIGKNS Prolargin 0 0 377260
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ANEXOV

Andlise de enriquecimento do Gene Ontology para o perfil proteico total

Biological Process Gene Ontology Enriched Categories

GO-ID corr p-value Description Genes in test set
43589 4,75E-03 skin morphogenesis P02465|P02453
48730 3,02E-02 epidermis morphogenesis P02465|P02453
anatomical structure
9653 3,02E-02 morphogenesis Q9GLE4|Q9GK68|P19687|P12378|P02465|Q3MIB9|P02453
8544 3,02E-02 epidermis development Q17QL6|P02465|P02453
7398 3,02E-02 ectoderm development Q17QL6|P02465|P02453

Q9GLE4|Q17QL6|Q2KI97]|Q28107 | Q9GK68|P41361|P19687|P12378|P02465|Q3MIB9|P02453
32501 3,02E-02 multicellular organismal process |Q7YRQS8

43588 3,02E-02 skin development P02465|P02453
7596 3,02E-02 blood coagulation Q28107|P41361|Q7YRQ8
50817 3,02E-02 coagulation Q28107|P41361|Q7YRQ8
7599 3,02E-02 hemostasis Q28107|P41361|Q7YRQ8
30199 3,67E-02 collagen fibril organization P02465|P02453
48856 3,67E-02 anatomical structure development Q9GLE4|Q17QL6|Q2KJ97|Q9GK68|P19687|P12378|P02465|Q3MIB9|P02453
50878 3,89E-02 regulation of body fluid levels Q28107|P41361|Q7YRQS
GO-ID corr p-value Description Genes in test set
platelet-derived growth factor
48407 2,68E-02 binding P02465|P02453
extracellular matrix structural
5201 4,80E-02 constituent P02465|P02453
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30674 4,80E-02 protein binding, bridging Q17QL6|P02465
17124 4,80E-02 SH3 domain binding Q27974|A6QR40

30280 4,80E-02 structural constituent of epidermis Q17QL6
NADPH-hemoprotein reductase

3958 4,80E-02 activity Q3SYT8
methionine adenosyltransferase

4478 4,80E-02 activity Q2KJC6
UDP-glucose 6-dehydrogenase

3979 4,80E-02 activity P12378
glutaminyl-peptide

16603 4,80E-02 cyclotransferase activity Q28120

GO-ID corr p-value Description Genes in test set

5584 1,05E-03 collagen type | P02465|P02453

5583 7,84E-03 fibrillar collagen P02465|P02453

5581 3,54E-02 collagen P02465|P02453

5576 3,54E-02 extracellular region Q9GLE4|Q28107|P30205|POC6R3|Q9GK68|P41361|P02465|P02453|Q7YRQS
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Andlise de enriquecimento do Gene Ontology para proteinas com modificagées pos traducionais presentes nas ECMs

ANEXO VI

Biological Process Gene Ontology Enriched Categories

GO-ID
43589
48730
43588
30199
10810

9887
8544
7398
30198
30155
43062
34505
32502
9653
60346
1501
1568
48729
1944
1957

60351

corr p-value

3,52E-05
2,64E-04
6,45E-04
7,99E-04
1,77E-03
3,18E-03
3,84E-03
3,84E-03
3,84E-03
4,98E-03
5,78E-03
6,13E-03
8,94E-03
9,03E-03
9,81E-03
1,00E-02
1,00E-02
1,00E-02
1,00E-02
1,00E-02

1,00E-02

Description

skin morphogenesis

epidermis morphogenesis

skin development
collagen fibril organization
regulation of cell-substrate adhesion
organ morphogenesis

epidermis development

ectoderm development
extracellular matrix organization
regulation of cell adhesion
extracellular structure organization
tooth mineralization
developmental process

anatomical structure morphogenesis
bone trabecula formation

skeletal system development
blood vessel development

tissue morphogenesis

vasculature development
intramembranous ossification

cartilage development involved in endochondral bone

morphogenesis
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Genes in test set
P02465|P02453
P02465|P02453
P02465|P02453
P02465|P02453
A7E303|P02453

A7E303|P02465|P02453

P02465|P02453
P02465|P02453
P02465|P02453
A7E303|P02453
P02465|P02453
P02453

A7E303|Q9GKN8|P02465|P02453
A7E303|P02465|P02453

P02453
P02465|P02453
P02465|P02453
P02465|P02453
P02465|P02453
P02453

P02453



32964
60343
48513
10812
18298
60323
60325
60322
60324
10171

7569

1958
60350
48731
32963
44259
50673
48856

7266

7162
60349
44236
10811

9888

7179
1649
7568

1,00E-02
1,28E-02
1,58E-02
1,58E-02
1,58E-02
1,58E-02
1,58E-02
1,66E-02
1,66E-02
1,66E-02
1,78E-02
1,78E-02
1,92E-02
1,92E-02
2,24E-02
2,32E-02
2,32E-02
2,35E-02
2,51E-02
2,51E-02
2,56E-02
2,56E-02
2,67E-02
2,68E-02

2,69E-02
2,69E-02
2,69E-02

collagen biosynthetic process

trabecula formation

organ development

negative regulation of cell-substrate adhesion
protein-chromophore linkage

head morphogenesis

face morphogenesis

head development

face development

body morphogenesis

cell aging

endochondral ossification

endochondral bone morphogenesis

system development

collagen metabolic process

multicellular organismal macromolecule metabolic process
epithelial cell proliferation

anatomical structure development

Rho protein signal transduction

negative regulation of cell adhesion

bone morphogenesis

multicellular organismal metabolic process
positive regulation of cell-substrate adhesion

tissue development

transforming growth factor beta receptor signaling
pathway

osteoblast differentiation

aging
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P02453

P02453
A7E303|P02465|P02453
P02453

P0O0978

P02453

P02453

P02453

P02453

P02453

Q9GKN8

P02453

P02453
A7E303|P02465|P02453
P02453

P02453

A7E303
A7E303|P02465|P02453
P02465

P02453

P02453

P02453

A7E303

P02465|P02453

P02465
P02453
Q9GKN8



31214
7275
42476
48706
48593
3008
7605
50954
45785
7265
48592
51216
8217

7178

2,69E-02
2,78E-02
3,02E-02
3,03E-02
3,03E-02
3,03E-02
3,06E-02
3,21E-02
3,21E-02
3,78E-02
4,09E-02
4,14E-02
4,43E-02

4,94E-02

biomineral formation

multicellular organismal development
odontogenesis

embryonic skeletal system development
camera-type eye morphogenesis
system process

sensory perception of sound

sensory perception of mechanical stimulus
positive regulation of cell adhesion

Ras protein signal transduction

eye morphogenesis

cartilage development

regulation of blood pressure
transmembrane receptor protein serine/threonine kinase
signaling pathway

Molecular Function Gene Ontology Enriched Categories

GO-ID

48407

5201
19838
42802
19862

5515
19865

5518
46332
30674

corr p-value

2,05E-04
8,34E-04
2,91E-03
2,91E-03
3,94E-03
1,27E-02
1,69E-02
2,21E-02
3,70E-02
3,72E-02

Description

platelet-derived growth factor binding
extracellular matrix structural constituent
growth factor binding

identical protein binding

IgA binding

protein binding

immunoglobulin binding

collagen binding

SMAD binding

protein binding, bridging
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P02453
A7E303|P02465 | P02453
P02453

P02453

A7E303
P02465 | P02453
P02453

P02453

A7E303

P02465

A7E303

P02453

P02465

P02465

Genes in test set
P02465|P02453
P02465|P02453
P02465|P02453
P00978|P02465|P02453
P00978
P19879|P00978|Q05443 | Q9GKNS8|P02465 | P02453
P00978

Q05443

P02465

P02465



Cellular Component Gene Ontology Enriched Categories

GO-ID
5583
5578
31012
5581
5584
5576
44421
44420

corr p-value

4,36E-08
4,36E-08
6,16E-08
5,46E-07
1,74E-06
2,94E-06
3,11E-06
7,34E-06

Description

fibrillar collagen

proteinaceous extracellular matrix
extracellular matrix

collagen

collagen type |

extracellular region

extracellular region part
extracellular matrix part
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Genes in test set

Q05443|P02465|P02453

P19879|Q05443 | Q9GKN8|P02465|P02453
P19879|Q05443 | Q9GKN8|P02465|P02453
Q05443|P02465|P02453

P02465|P02453

P19879|P00978| Q05443 | Q9GKNS8|P02465|P02453
P19879]|Q05443 | Q9GKN8|P02465|P02453
Q05443|P02465|P02453



ANEXO VII

Andlise de enriquecimento do Gene Ontology para proteinas com modificacées pos traducionais na ECMt

Biological Process Gene Ontology Enriched Categories

GO-ID
43589
48730
43588
30199

8544
7398
30198
1555
34505
48601
43062
9994
70934
60346
48588
48599
9653
32964
1957

60351
1501

corr p-value

8,29E-05
6,21E-04
1,52E-03
1,88E-03
1,16E-02
1,16E-02
1,16E-02
1,35E-02
1,35E-02
1,35E-02
1,35E-02
1,73E-02
1,73E-02
1,73E-02
1,73E-02
1,73E-02
2,08E-02
2,08E-02
2,08E-02

2,08E-02
2,09E-02

Description

skin morphogenesis

epidermis morphogenesis

skin development

collagen fibril organization
epidermis development

ectoderm development
extracellular matrix organization
oocyte growth

tooth mineralization

oocyte morphogenesis
extracellular structure organization
oocyte differentiation
CRD-mediated mRNA stabilization
bone trabecula formation
developmental cell growth

oocyte development

anatomical structure morphogenesis
collagen biosynthetic process
intramembranous ossification
cartilage development involved in endochondral bone
morphogenesis

skeletal system development
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Genes in test set
P02465|P02453
P02465|P02453
P02465|P02453
P02465|P02453
P02465|P02453
P02465|P02453
P02465|P02453
Q9GK68
P02453
Q9GK68
P02465|P02453
Q9GK68
Q28141

P02453
Q9GK68
QI9GK68
Q9GK68|P02465|P02453
P02453

P02453

P02453
P02465|P02453



1568
48729

1944
60343
10812
48255
48477
60323
60325
43489
60322
60324
10171
48523

7292

1958
43488
60350
43487
16049
32963
34605
48519
44259
50794

9887

7266

7162

2,11E-02
2,11E-02
2,11E-02
2,22E-02
2,68E-02
2,68E-02
2,68E-02
2,68E-02
2,68E-02
2,68E-02
2,85E-02
2,85E-02
2,85E-02
2,91E-02
2,91E-02
2,91E-02
2,91E-02
3,11E-02
3,11E-02
3,53E-02
3,53E-02
3,53E-02
3,67E-02
3,68E-02
3,69E-02
3,69E-02
3,94E-02
3,94E-02

blood vessel development

tissue morphogenesis

vasculature development

trabecula formation

negative regulation of cell-substrate adhesion
mMRNA stabilization

oogenesis

head morphogenesis

face morphogenesis

RNA stabilization

head development

face development

body morphogenesis

negative regulation of cellular process
female gamete generation
endochondral ossification

regulation of mRNA stability
endochondral bone morphogenesis
regulation of RNA stability

cell growth

collagen metabolic process

cellular response to heat

negative regulation of biological process
multicellular organismal macromolecule metabolic process
regulation of cellular process

organ morphogenesis

Rho protein signal transduction
negative regulation of cell adhesion
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P02465|P02453
P02465 | P02453
P02465 | P02453

P02453

P02453

Q28141

Q9GK68

P02453

P02453

Q28141

P02453

P02453

P02453
Q24J74|Q9GK68|P02453
Q9GK68

P02453

Q28141

P02453

Q28141

Q9GK68

P02453

Q28141
Q24J74|Q9GK68|P02453
P02453
Q24J74|Q9GK68|Q28141|P02465 | P02453
P02465|P02453

P02465

P02453



44236
60349
50789
7179
1649
31214
48856
9888
42476

4,06E-02
4,06E-02
4,51E-02
4,51E-02
4,51E-02
4,51E-02
4,78E-02
4,88E-02
4,99E-02

multicellular organismal metabolic process

bone morphogenesis

regulation of biological process

transforming growth factor beta receptor signaling pathway
osteoblast differentiation

biomineral formation

anatomical structure development

tissue development

odontogenesis

Molecular Function Gene Ontology Enriched Categories

GO-ID
48407
5201
19838
51059

corr p-value

3,57E-04
1,45E-03
6,57E-03
4,99E-02

Description

platelet-derived growth factor binding
extracellular matrix structural constituent
growth factor binding

NF-kappaB binding
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P02453

P02453
Q24J24|Q9GK68|Q28141|P02465|P02453
P02465

P02453

P02453

Q9GK68|P02465|P02453

P02465|P02453

P02453

Genes in test set
P02465|P02453
P02465|P02453
P02465|P02453
Q24)z4



ANEXO Vil

Andlise de enriquecimento do Gene Ontology para proteinas com modificagées pos traducionais na ECMo

Biological Process Gene Ontology Enriched Categories

GO-ID

43589

8544

7398
48730
43588
30199

8217
30198
34505

52551

52564
52565
52572
43062
8015
3013
9888
75136
60346

corr p-value
1,58E-04
5,27E-04
5,27E-04
5,91E-04
1,73E-03
2,38E-03
1,45E-02
1,45E-02
1,45E-02

1,45E-02

1,45E-02
1,45E-02
1,45E-02
1,80E-02
1,80E-02
1,80E-02
1,80E-02
1,80E-02
1,80E-02

Description

skin morphogenesis

epidermis development
ectoderm development
epidermis morphogenesis

skin development

collagen fibril organization
regulation of blood pressure
extracellular matrix organization
tooth mineralization

response to defense-related nitric oxide production by other organism
involved in symbiotic interaction

response to immune response of other organism involved in symbiotic
interaction

response to defense-related host nitric oxide production
response to host immune response

extracellular structure organization

blood circulation

circulatory system process

tissue development

response to host

bone trabecula formation
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Genes in test set
P02465|P02453
Q17QL6|P02465|P02453
Q17QL6|P02465|P02453
P02465|P02453
P02465|P02453
P02465|P02453
P19687|P02465
P02465|P02453

P02453

P19687

P19687
P19687

P19687

P02465|P02453
P19687|P02465
P19687|P02465
Q17QL6|P02465|P02453
P19687

P02453



52173
52200

3008
30825
30828
32964

1957
60351
60087
60343

1501
48856

1568
90075
48729

1944

9653
10812
30826
45986
60323
60325
30823
60322
60324
10171

7275

1,80E-02
1,80E-02
2,09E-02
2,09E-02
2,09E-02
2,09E-02
2,09E-02
2,09E-02
2,60E-02
2,60E-02
2,67E-02
2,67E-02
2,71E-02
2,71E-02
2,71E-02
2,71E-02
2,75E-02
2,75E-02
2,75E-02
2,75E-02
2,75E-02
2,75E-02
2,93E-02
2,93E-02
2,93E-02
2,93E-02
3,06E-02

response to defenses of other organism involved in symbiotic
interaction

response to host defenses

system process

positive regulation of cGMP metabolic process
positive regulation of cGMP biosynthetic process
collagen biosynthetic process

intramembranous ossification

cartilage development involved in endochondral bone morphogenesis
relaxation of vascular smooth muscle

trabecula formation

skeletal system development

anatomical structure development

blood vessel development

relaxation of muscle

tissue morphogenesis

vasculature development

anatomical structure morphogenesis

negative regulation of cell-substrate adhesion
regulation of cGMP biosynthetic process
negative regulation of smooth muscle contraction
head morphogenesis

face morphogenesis

regulation of cGMP metabolic process

head development

face development

body morphogenesis

multicellular organismal development
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P19687
P19687

P19687|P02465 | P02453

P19687

P19687

P02453

P02453

P02453

P19687

P02453

P02465|P02453
Q17QL6|P19687|P02465 | P02453
P02465|P02453

P19687

P02465|P02453

P02465 | P02453
P19687|P02465 | P02453

P02453

P19687

P19687

P02453

P02453

P19687

P02453

P02453

P02453
Q17QL6|P19687|P02465|P02453



1958
60350
45932
51701
32502
30216
32963
44259

9913
30801
30804
30810

7266
18149

6940
42311
45981

7162
44236
60349
48513
44403

9887

7179

1649
31214

3,20E-02
3,52E-02
3,76E-02
3,76E-02
3,78E-02
3,90E-02
3,90E-02
4,10E-02
4,10E-02
4,10E-02
4,10E-02
4,10E-02
4,10E-02
4,10E-02
4,10E-02
4,10E-02
4,10E-02
4,10E-02
4,26E-02
4,26E-02
4,51E-02
4,63E-02
4,63E-02
4,68E-02
4,68E-02
4,68E-02

endochondral ossification

endochondral bone morphogenesis

negative regulation of muscle contraction

interaction with host

developmental process

keratinocyte differentiation

collagen metabolic process

multicellular organismal macromolecule metabolic process
epidermal cell differentiation

positive regulation of cyclic nucleotide metabolic process
positive regulation of cyclic nucleotide biosynthetic process
positive regulation of nucleotide biosynthetic process

Rho protein signal transduction

peptide cross-linking

regulation of smooth muscle contraction

vasodilation

positive regulation of nucleotide metabolic process
negative regulation of cell adhesion

multicellular organismal metabolic process

bone morphogenesis

organ development

symbiosis, encompassing mutualism through parasitism
organ morphogenesis

transforming growth factor beta receptor signaling pathway
osteoblast differentiation

biomineral formation
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P02453
P02453
P19687
P19687

Q17QL6|P19687|P02465|P02453

Q17QL6
P02453

P02453
Q17QL6
P19687

P19687

P19687

P02465
Q17QL6
P19687

P19687

P19687

P02453

P02453

P02453
Q17QL6|P02465 | P02453
P19687
P02465 | P02453
P02465

P02453

P02453



Molecular Function Gene Ontology Enriched Categories

GO-ID
48407
5201
30674
19838
30280
5198
5200
4383
9975
42802
16849
46332
17124

corr p-value
2,37E-04
6,40E-04
6,40E-04
3,27E-03
4,54E-03
8,00E-03
1,94E-02
1,98E-02
3,20E-02
3,20E-02
3,20E-02
3,20E-02
4,16E-02

Description

platelet-derived growth factor binding
extracellular matrix structural constituent
protein binding, bridging

growth factor binding

structural constituent of epidermis
structural molecule activity

structural constituent of cytoskeleton
guanylate cyclase activity

cyclase activity

identical protein binding
phosphorus-oxygen lyase activity
SMAD binding

SH3 domain binding
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Genes in test set
P02465|P02453
P02465|P02453
Q17QL6|P02465
P02465|P02453
Q17QLe
Q17QL6|P02465|P02453
Q17QL6

P19687

P19687
P02465|P02453
P19687

P02465
A6QR40



ANEXO IX

Andlise de enriquecimento do Gene Ontology para proteinas com modificacdes pos
traducionais na ECMp

Biological Process Gene Ontology Enriched Categories

Genes in test

GO-ID corr p-value Description set
43589 1,27E-03 skin morphogenesis P02465|P02453
48730 9,45E-03 epidermis morphogenesis P02465|P02453
43588 2,30E-02 skin development P02465|P02453
30199 2,84E-02 collagen fibril organization P02465|P02453
Genes in test
GO-ID corr p-value Description set
48407 1,13E-02 platelet-derived growth factor binding P02465|P02453
5201 3,72E-02 extracellular matrix structural constituent P02465|P02453
3958 3,72E-02 NADPH-hemoprotein reductase activity Q3SYT8
4478 3,72E-02 methionine adenosyltransferase activity Q2KJC6
3979 3,72E-02 UDP-glucose 6-dehydrogenase activity P12378
19862 3,72E-02 IgA binding P00978
16603 3,72E-02 glutaminyl-peptide cyclotransferase activity Q28120
ANEXO X

Tabela de p-valores significativos para o teste-t de Student (a = 0,05) — Diferenciacdo
obteoblastica in vitro: Quantificagdo da atividade da ALP para SHEDs

Amostra 1 Amostra 2 p-valor

Dia 9

Colagenase - em etapas Controle 3,22x107
Dia 14

Tripsina - continuo Controle 4,65x102

Tripsina - continuo Colagenase - continuo 3,23x10%?

Tripsina - continuo Pepsina - continuo 1,49x1073
Dia 21

Tripsina - continuo Controle 3,47x10°

Pepsina - continuo Controle 1,79x10*

Colagenase - continuo Controle 7,45x10*

Tripsina - em etapas Controle 3,35x10*

Pepsina - em etapas Controle 1,52x10*

Colagenase - em etapas Controle 1,56x10%

Tripsina - continuo Colagenase - continuo 6,86x10°3
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ANEXO XI

Tabela de p-valores significativos para o teste-t de Student (a = 0,05) — Diferenciacao
obteoblastica in vitro: Quantificagdo da atividade da ALP para MO-58

Amostral

Tripsina continuo - 25 pg/mL
Tripsina continuo - 250 pg/mL
Tripsina em etapas - 5 pg/mL
Tripsina em etapas - 25 pg/mL
Tripsina em etapas - 250 pg/mL
Colagenase continuo - 25 pg/mL
Colagenase continuo - 250 pg/mL
Colagenase em etapas - 5 pg/mL
Colagenase em etapas - 25 pg/mL
Pepsina continuo - 5 pg/mL
Pepsina continuo - 25 pg/mL
Pepsina continuo - 250 pg/mL
Pepsina em etapas - 5 pg/mL
Pepsina em etapas - 250 pug/mL
Tripsina continuo - 5 pg/mL
Tripsina continuo - 5 pg/mL
Tripsina continuo - 25 pg/mL
Tripsina em etapas - 5 ug/mL
Tripsina em etapas - 25 ug/mL
Tripsina continuo - 5 pg/mL
Tripsina continuo - 250 pg/mL
Colagenase continuo - 5 pg/mL
Colagenase continuo - 5 pg/mL
Colagenase continuo - 25 pg/mL
Colagenase em etapas - 5 pg/mL
Colagenase continuo - 5 pg/mL
Colagenase continuo - 25 pug/mL
Colagenase continuo - 250 ug/mL
Pepsina continuo - 5 pg/mL
Pepsina continuo - 25 ug/mL
Pepsina em etapas - 5 pg/mL
Pepsina em etapas - 25 pug/mL

Tripsina continuo - 5 pug/mL
Tripsina continuo - 25 pg/mL
Tripsina continuo - 250 pg/mL
Tripsina em etapas - 5 ug/mL
Tripsina em etapas - 25 ug/mL
Tripsina em etapas - 250 pg/mL
Colagenase continuo - 5 pg/mL
Colagenase continuo - 25 pg/mL
Colagenase continuo - 250 ug/mL
Colagenase em etapas - 5 pg/mL
Colagenase em etapas - 25 pug/mL

Amostra 2

Dia9
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Tripsina continuo - 25 pug/mL
Tripsina continuo - 250 pg/mL
Tripsina continuo - 250 ug/mL
Tripsina em etapas - 25 pg/mL
Tripsina em etapas - 250 pg/mL
Tripsina em etapas - 5 ug/mL
Tripsina em etapas - 250 pg/mL
Colagenase continuo - 25 pg/mL
Colagenase continuo - 250 pg/mL
Colagenase continuo - 250 pg/mL
Colagenase em etapas - 250 pug/mL
Colagenase em etapas - 5 ug/mL
Colagenase em etapas - 25 pug/mL
Colagenase em etapas - 250 pg/mL
Pepsina continuo - 250 ug/mL
Pepsina continuo - 250 pg/mL
Pepsina em etapas - 250 pg/mL
Pepsina em etapas - 250 pg/mL

Dia 14
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
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p-valor

3,69x10°3
2,13x10"
1,79x10°
1,01x1072
6,83x10°3
3,45x10°8
7,67x10°
2,13x10°
1,34x1072
2,96x107
3,61x10
2,86x10°
6,63x103
2,29x107
2,81x107
1,08x10°
1,14x1073
7,99x10*
3,24x10
2,39x107
1,27x10*
1,26x10*
1,54x10°
1,21x10°5
3,95x10
1,95x10°3
1,71x10°
9,74x10°3
9,14x10°
2,28x10°
6,04x10°3
6,44x103

9,49x10
1,71x10°
1,06x10°
1,29x107
5,75x10
2,05x107
2,81x107
9,25x10°
2,11x107
1,69x107
2,02x10°®



Colagenase em etapas - 250 ug/mL
Pepsina continuo - 5 pg/mL
Pepsina continuo - 25 pug/mL
Pepsina continuo - 250 pg/mL
Pepsina em etapas - 5 pg/mL
Pepsina em etapas - 25 pg/mL
Pepsina em etapas - 250 pg/mL
Tripsina continuo - 5 pg/mL
Tripsina continuo - 5 pg/mL
Tripsina continuo - 25 pg/mL
Tripsina em etapas - 5 pg/mL
Tripsina em etapas - 5 pg/mL
Tripsina em etapas - 25 ug/mL
Tripsina continuo - 5 pg/mL
Tripsina continuo - 25 pg/mL
Tripsina continuo - 250 pg/mL
Colagenase continuo - 5 pg/mL
Colagenase continuo - 25 pg/mL
Colagenase em etapas - 5 pg/mL
Colagenase em etapas - 5 pg/mL
Colagenase em etapas - 25 pug/mL
Colagenase continuo - 5 pg/mL
Colagenase continuo - 25 pg/mL
Pepsina continuo - 5 pg/mL
Pepsina continuo - 5 pg/mL
Pepsina continuo - 25 pg/mL
Pepsina em etapas - 5 ug/mL
Pepsina em etapas - 5 pg/mL
Pepsina continuo - 5 pg/mL
Pepsina continuo - 25 ug/mL
Pepsina continuo - 250 pg/mL

Tripsina continuo - 5 pg/mL
Tripsina continuo - 25 pg/mL
Tripsina continuo - 250 pg/mL
Tripsina em etapas - 5 pg/mL
Tripsina em etapas - 250 pg/mL
Colagenase continuo - 5 pg/mL
Colagenase continuo - 25 pg/mL
Colagenase continuo - 250 ug/mL
Colagenase em etapas - 5 pg/mL
Colagenase em etapas - 25 pug/mL
Colagenase em etapas - 250 ug/mL
Pepsina continuo - 5 pg/mL
Pepsina continuo - 25 pug/mL
Pepsina continuo - 250 pg/mL
Pepsina em etapas - 5 pg/mL
Pepsina em etapas - 25 pug/mL
Pepsina em etapas - 250 pg/mL
Tripsina continuo - 25 pg/mL

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Tripsina continuo - 25 pg/mL

Tripsina continuo - 250 pg/mL

Tripsina continuo - 250 pg/mL

Tripsina em etapas - 25 pg/mL

Tripsina em etapas - 250 pg/mL

Tripsina em etapas - 250 pg/mL

Tripsina em etapas - 5 pg/mL

Tripsina em etapas - 25 pg/mL

Tripsina em etapas - 250 pg/mL

Colagenase continuo - 250 pg/mL

Colagenase continuo - 250 pg/mL

Colagenase em etapas - 25 pg/mL

Colagenase em etapas - 250 pug/mL

Colagenase em etapas - 250 pg/mL

Colagenase em etapas - 5 pg/mL

Colagenase em etapas - 25 pg/mL

Pepsina continuo - 25 pg/mL

Pepsina continuo - 250 pg/mL

Pepsina continuo - 250 ug/mL

Pepsina em etapas - 25 pg/mL

Pepsina em etapas - 250 pg/mL

Pepsina em etapas - 5 pg/mL

Pepsina em etapas - 25 pug/mL

Pepsina em etapas - 250 ug/mL
Dia 21

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Tripsina continuo - 250 pg/mL
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2,32x107
9,14x107
1,07x101
4,73x10°
4,82x10°°
5,18x10*
9,14x10°
2,07x107
4,87x107
2,94x10°
2,86x10°3
1,08x10°
1,36x10°
2,67x10"
8,61x103
5,36x10°
6,97x10°
1,53x10°
1,75x10*
1,69x10°
5,64x10™
1,29x10°
6,29x10°8
3,61x107
1,04x10°
1,19x1073
5,68x10°3
5,02x10"
2,41x10"
3,29x107
2,29x10°

4,39x10*
2,68x10*
4,44x10°°
3,69x10°
8,12x10°
1,33x107
1,19x10°S
1,61x10°
2,32x107
1,54x10"
9,22x10°
3,93x107
3,15x107
5,28x107
1,36x10°
1,85x107
2,09x10°
5,11x10°



Tripsina continuo - 5 pg/mL
Tripsina em etapas - 5 pg/mL
Tripsina em etapas - 5 pg/mL
Tripsina em etapas - 25 ug/mL
Tripsina continuo - 5 pg/mL
Tripsina continuo - 25 pg/mL
Tripsina continuo - 250 pg/mL
Colagenase continuo - 5 pg/mL
Colagenase continuo - 5 pg/mL
Colagenase continuo - 25 pg/mL
Colagenase em etapas - 5 pg/mL
Colagenase em etapas - 5 pg/mL
Colagenase em etapas - 25 pug/mL
Colagenase continuo - 25 pg/mL
Colagenase continuo - 250 ug/mL
Pepsina continuo - 5 pg/mL
Pepsina em etapas - 5 pg/mL
Pepsina em etapas - 25 pg/mL
Pepsina continuo - 5 pg/mL
Pepsina continuo - 25 ug/mL

Tabela de p-valores significativos para o teste-t de Student (a = 0,05) — Diferenciacdo

Tripsina continuo - 250 pg/mL
Tripsina em etapas - 25 pug/mL
Tripsina em etapas - 250 pg/mL
Tripsina em etapas - 250 pg/mL
Tripsina em etapas - 5 pg/mL
Tripsina em etapas - 25 pg/mL
Tripsina em etapas - 250 pg/mL
Colagenase continuo - 25 pg/mL
Colagenase continuo - 250 pg/mL
Colagenase continuo - 250 pug/mL
Colagenase em etapas - 25 pg/mL
Colagenase em etapas - 250 pg/mL
Colagenase em etapas - 250 pug/mL
Colagenase em etapas - 25 pg/mL
Colagenase em etapas - 250 pug/mL
Pepsina continuo - 250 pg/mL
Pepsina em etapas - 250 pg/mL
Pepsina em etapas - 250 pg/mL
Pepsina em etapas - 5 pg/mL
Pepsina em etapas - 25 pug/mL

ANEXO XIl

5,41x10°
6,91x10*
5,91x10°
8,16x107
3,39x10°
2,13x10°
4,32x10°
2,29x10°3
3,33x10°
3,22x10°
6,27x10"
1,79x10°
2,71x10°
3,95x10°
1,4x10%

3,48x10
2,32x10%
1,51x107
8,42x10°
1,79x10%

obteobldastica in vitro: Quantificagdao da atividade da ARS para SHEDs

Amostra 1 Amostra 2
Dia 14
Tripsina - em etapas Controle 3,05x107
Pepsina - em etapas Controle 1,61x1072
Colagenase - continuo Colagenase - em etapas 4,09x10?
Dia 21
Tripsina - em etapas Controle 2,87x107
Pepsina - em etapas Controle 3,73x10%2
Tripsina - em etapas Pepsina - em etapas 2,79%x1073

Tabela de p-valores significativos para o teste-t de Student (a = 0,05) — Diferenciagdo

ANEXO XIII

p-valor

obteoblastica in vitro: Quantificacdo da atividade da ARS para MO-58

Amostra l Amostra 2
Dia 14
Tripsina - continuo Controle 1,22x107°
Tripsina - em etapas Controle 2,15x107
Colagenase - continuo Controle 6,96x10°
Colagenase - em etapas Controle 3,75x107°
Pepsina - continuo Controle 3,91x10°®
Pepsina - em etapas Controle 4,71x10*
Tripsina - continuo Pepsina - continuo 1,85%102
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Tripsina - em etapas
Tripsina - em etapas
Colagenase - em etapas
Tripsina - continuo
Colagenase - continuo
Pepsina - continuo

Pepsina - continuo
Colagenase - continuo
Tripsina - em etapas
Pepsina - em etapas
Colagenase - em etapas
Tripsina - continuo
Tripsina - em etapas
Tripsina - em etapas
Colagenase - em etapas
Tripsina - continuo
Colagenase - continuo
Pepsina - continuo

Tabela de p-valores significativos para o teste-t de Student (a = 0,05) — Adesdo Celular
(Alamar Blue) para BMMSCs MO-58

Amostra 1l

Tripsina - continuo
Tripsina - em etapas
Colagenase - em etapas
Colagenase - continuo
Pepsina - continuo
Pepsina - em etapas
Tripsina - continuo
Colagenase - continuo
Tripsina - continuo
Tripsina - continuo
Tripsina - em etapas

Tabela de p-valores significativos para o teste-t de Student (a = 0,05) — Prolifera¢ao Celular
(Alamar Blue) para BMMSCs MO-58

Amostra l

Tripsina - continuo
Tripsina - em etapas
Colagenase - em etapas
Colagenase - continuo

Pepsina - em etapas

Colagenase - em etapas

Pepsina - em etapas

Tripsina - em etapas

Colagenase - em etapas

Pepsina - em etapas
Dia 21

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Pepsina - continuo

Pepsina - em etapas

Colagenase - em etapas

Pepsina - em etapas

Tripsina - em etapas

Colagenase - em etapas

Pepsina - em etapas

ANEXO XIV

Amostra 2
4h

Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Controle
Tripsina - em etapas
Colagenase - em etapas
Colagenase - continuo
Pepsina - continuo
Colagenase - em etapas

ANEXO XV

Amostra 2
Dia 4
Controle
Controle
Controle
Controle
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7,19x10*
4,79x10°3
6,16x10
2,45x10°
3,91x107
2,89x10°3

7,29x10°
2,97x10*
1,41x10°
4,13x10%
1,88x10°
4,83x1072
1,55x10%
3,1x10

4,12x10
3,4x10°

4,98x10°
3,16x10°3

4,9x10°

6,28x10°8
3,12x107
1,1x10°

2,71x10°
7,82x10°
1,41x107
8,07x103
4,98x10°
3,29x102
4,42x10

7,48x10%
3,09x10°
9,08x10%
3,47x10°

p-valor

p-valor



Pepsina - continuo
Pepsina - em etapas
Tripsina - continuo
Colagenase - continuo
Tripsina - continuo
Colagenase - em etapas
Pepsina - em etapas

Tripsina - continuo
Tripsina - em etapas
Colagenase - em etapas
Colagenase - continuo
Pepsina - continuo
Pepsina - em etapas
Tripsina - continuo
Colagenase - continuo
Pepsina - continuo
Tripsina - continuo
Tripsina - continuo
Tripsina - em etapas
Colagenase - em etapas

Tripsina - continuo
Tripsina - em etapas
Colagenase - continuo
Pepsina - continuo
Pepsina - em etapas
Tripsina - continuo
Colagenase - continuo
Pepsina - continuo
Tripsina - continuo
Colagenase - em etapas

Tripsina - continuo
Tripsina - em etapas
Colagenase - continuo
Colagenase - em etapas
Pepsina - em etapas
Tripsina - continuo
Colagenase - continuo
Pepsina - continuo
Tripsina - continuo
Tripsina - continuo
Tripsina - em etapas
Colagenase - em etapas

Controle

Controle

Tripsina - em etapas

Colagenase - em etapas

Pepsina - continuo

Tripsina - em etapas

Tripsina - em etapas
Dia 8

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Tripsina - em etapas

Colagenase - em etapas

Pepsina - em etapas

Colagenase - continuo

Pepsina - continuo

Pepsina - em etapas

Tripsina - em etapas
Dia 12

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Tripsina - em etapas

Colagenase - em etapas

Pepsina - em etapas

Colagenase - continuo

Tripsina - em etapas
Dia 15

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Tripsina - em etapas

Colagenase - em etapas

Pepsina - em etapas

Colagenase - continuo

Pepsina - continuo

Pepsina - em etapas

Pepsina - em etapas

149

1,48x107
6,33x107
2,15%x1073
8,05x107
7,82x10*
1,88x10?
1,88x10™

9,84x10°
1,03x107
4,68x10°
1,56x10°
7,55x10°
1,75x10°
1,68x107
1,55x1072
4,66x10°
2,76x10°3
3,44x10°
6,89x103
1,18x10%

1,26x10°
9,99x10
1,08x10°
1,36x10*
3,41x10%
3,89x10°3
8,07x103
1,08x102
1,57x1072
2,28x107

1,31x107
6,18x10°
2,06x10°3
1,09%x10°
=2,14x10*
5,33x10°
1,72x10%
3,09x10*
1,21x107
1,04x10°
1,08x102
4,53x103



absarbancla

ANEXO XVI

Curva padrao para detecgao de aldeidos, utilizando acetaldeido e Reagente de Schiff

Curva Padrdo para Deteccdo de Aldeidos

¥ = 0,8708x - 0,0846

R? = 0,9943
0.B

0.5 -
0.4
0,3

0,2

o 02 L] 0.6 o8 1

concentragda {mid)

ANEXO XVII

Graficos de reogolia — amplitude

Amplitude: 60mg de gelatina + 20mg de ECM reticulado

com glutaraldeido
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Amplitude: 60mg de gelatina + 20mg de ECM reticulado

com NHS-AA
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Amplitude: 60mg de gelatina + 20mg de ECM reticulada
com PEGDG
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Amplitude: 80mg de gelatina + 20mg de ECM reticulado

com NHS-AA
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Amplitude: 80mg de gelatina + 20mg de ECM
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ANEXO XVII

Graficos de reogolia — frequéncia

Frequéncia: 60mg de gelatina + 20mg de ECM

reticulado com glutaraldeido
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Frequéncia: 60mg de gelatina + 20mg de ECM
reticulado com NHS-AA
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Frequéncia: 60mg de gelatina + 20mg de ECM
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Frequéncia: 80mg de gelatina + 20mg de ECM de NHS-

AA
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